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Résumé

Dans le cadre de la recherche de traitements naturels et efficaces pour les briilures
cutanées, ce mémoire s’intéresse a la formulation de cremes dermatologiques a base de
plantes médicinales locales. Ces plantes ont été sélectionnées pour leurs propriétés
pharmacologiques reconnues
Trois formulations ont été développées : deux crémes mono-plantes et une créme synergique
combinant les extraits des deux especes.

L’¢étude a comporté deux volets d’évaluation :

-une évaluation physico-chimique (pH, stabilité, texture, aspect), tests microbiennes.

-Une évaluation phytochimique (screning, activités anti oxydante, anti inflammatoire
SAB,anti hémolytique) et surtout des essais biologiques in vivo sur des lapins, visant a tester
I’effet cicatrisant,et apaisant des différentes cremes sur des brilures de second degré induites
expérimentalement.

Les résultats ont montré une tolérance cutanée satisfaisante et une nette amélioration de la
cicatrisation dans les groupes traités par rapport au témoin de BIAFINE, particuliérement
avec la créeme combinée, suggérant un effet synergique renforcé.

Cette ¢tude ouvre des perspectives prometteuses pour la valorisation de ressources naturelles
locales en médecine traditionnelle moderne, et justifie le dépdt d’un brevet pour protéger
I’innovation formulée.

Mots-clés :

Créme anti-brilure — Plantes médicinales — Tests in vivo — Cicatrisation — Phytothérapie.



Abstract

As part of the search for natural and effective treatments for skin burns, this thesis
focuses on the formulation of dermatological creams based on local medicinal plants.
These plants were selected for their recognized pharmacological properties.

Three formulations were developed: two single-plant creams and a synergistic cream
combining extracts from both species.

The study included two evaluation components:

- a physicochemical evaluation (pH, stability, texture, appearance), and microbial tests.

- a phytochemical evaluation (screening, antioxidant, anti-inflammatory (SAB), and anti-
hemolytic activities), and, most importantly, in vivo biological tests on rabbits, aimed at
testing the healing and soothing effects of the different creams on experimentally induced
second-degree burns. The results showed satisfactory skin tolerance and a significant
improvement in healing in the treated groups compared to the BIAFINE control group,
particularly with the combination cream, suggesting a stronger synergistic effect.

This study opens up promising prospects for the use of local natural resources in modern
traditional medicine and justifies the filing of a patent to protect the formulated innovation.

Keywords:

Anti-burn cream — Medicinal plants — In vivo testing — Wound healing — Phytotherapy.



uaidla

Al Gl S dlaely Gl 13 Qg cdpalall (35 all Allad g dpmpida Ciladle Sy 2l )

Ad 5 prall 400 sal) lpailiad e 2L L Ll & dglase dpda GULS o aaiad

(a5 cly Galiine o (s sing a5 JS) bl alal e S rdiliae S 5 E ) ghai o
(g0 il (siat Cangs ¢l aaliiie (o pang oS i Gl S

el e Cpils Gl el

(asS b b anli (dusa gaad) da )3 pHe (o A jedaall cal gl ccldll)e ol jlaal ) Al
Any S

s 5 ani (Baliaall 5 3anSU Baliaal) cldalinll jlaal 5 sl il jall ol pasi

43 yhay LD SAB« ol saadl aall iy jS Jai¥ saliadl 5)¢ da Ao sl o e ) AdLaYL
in vivo 4l 4l da 52l (e 55 al) llaall 5 (sagall LA o gy il V) e PN
35 lie dalladd) Gl ganall 52l 7 g yall ol 8 Us ale Gat 1 Gala Slaas miliil) <yl
a8 alse il s sl de senals BIAFINE« 2535 o)) s Les S yall oy SI) pe duali
Jma g6 il

D8 LS epaal) ol alall & dglaal) dmgadall 5 ) sall (e B2l Bac | 5 LT Ayl o2a xi

3 Sl A 5 o8 duleal 153 86l s o J saanll Callay )

;Z.PM\ alalsl)
T U081 — At il — 55l dlaa S i vive — LA gl — g ol ALl

() / Al i)



Liste des figures

Figure 01 : schéma de la structure de [a peau.............oocoeiiiiiiiiiiiiiiiet e 3
Figure 2: Profondeur de 1a bralure...........cccooviiiiiiiiiiiiiiiits et 8
Figure 03:Les différentes étapes de 1a cicatriSation weee........eeceeeeiiiiiieiieeiiieie e 11
Figure4: Tllustrations de Calendula Officinalis L..........ccocooviururirininiiieeeeiceeee s 14
Figure 5: Le pistachier de IPAIas ......c.ooovieiiiiiiiiccceeeeee e 17
Figure 6 : Poudre UtIlISEE..........eiiiiiiiiie ettt et 21
Figure 7: Lapins utilisés dans 1€s €XPEri€nCes........ccuueeruireriuieeniieeiiieeeiieeerieeereeeereeeeveeeenneas 22
Figure8: L'extraction des huiles essentielles...........coouieiiiiiiiiiiiiiiiiee e 23
Figure 9: Epilation et anesthésie locale ............cceeveveiiiiciiiiiees e, 30
Figure 10: Application des pommades sur les bralures .........cc.cccooceviieiiiniiiiiniiiieeeen, 31
Figure 11: Préparation de la phase huileuse................ coooovviieiiiiiciccccc 32
Figure 12. L’extrait hexanique de Pistacia atlantica et de Calendula officinalis................. 36
Figure 13: Teneur en polyphénols des feuilles de Calendula et les graines de Pistacia
ALLANTICA ..uviiiiiit ettt ettt sttt st sae et 41
Figure 14: Les teneures des flavonoides des écorces, feuilles de Calendula et les graines de
PiStacia atlantiCa ........couiiiiiiiiiiiiiiicee e 42
Figure 15: L’activité anti-radicalaire par DPPH de I’extrait de Calendula officinalis et
PiUSIACTA QUIANTICQ ...ttt ettt ettt et 44
Figure 16. L’activité anti-inflammatoires des extraits de Calendula officinalis et de Pistacia
QELANBICA. ...ttt et ettt ettt ettt et e e e e b e eneas 45
Figure 17. .Pourcentage d’ activitéin hibition d’act anti hémolytique...........ccoceevveriiennennnen. 47

Figure 18. Les zones d’inhibition exercées par I’extrait sur les Souches bactériennes

B S ettt ettt ——e e et e eeta——aeetn—eaeeua——aeen—aaeet—.aera—.aean—————aan——_ 50



Liste des tableaux

Tableau 1: Caractéristiques organoleptiques des extraits lipophiles (hexane)..........ccccceveeveerenienieerieeienne. 36
Tableau 2: Rendement d’extraction des extraits LPOPhiles.........ccccovviiriieriiriiniiiniieniierieeieseeeeieeen 38
Tableau 3:Mise en évidence de la présence ou l'absence de certaines classes de métabolites
SCCOMAAIIE vttt ettt ettt eb et bt et e e st sh bbbt e bt st eb e et e st e st e sb e et e ebe e bt bt eee et ens et ennennesue e 39
Tableau 4: Activités antibactérienne Les extraits d’1S0lats........cccvevvireierierierieeierieriee e 48
Tableau 5: La progression de la contraction des brulures en fonction des JOUurs..........cecvevververieneeniereennen. 51



Liste des abréviations

* UV : Ultrat violet

* Mg : Milligramme

* g : Gramme g/l : Gramme par litre

» ml : millilitre

* min : Minute

* % : Pourcentage

* °C : Degré Celsius

* (-) : négatif, Absence

* (+) : positif, Présence

*/: non testé

* R % : Rendement en %

* E eth : extrait éthanolique

* E aq : extrait aqueux nm : nanomeétre

* nm : nanometre

* % : Pourcentage d’inhibition

* ABTS : Acide 2,2’-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique).

* AG: Acide gallique.

* AICI13: Trichlorure d’aluminium.

* DPPH: 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (a,a-diphényl-B-picrylhydrazyle.
* CCM : Chromatographique sur Couche Mince.

* Rf : Rapport frontal.

* ng EAG / mg E : Equivalent microgramme acide gallique par mg d’extrait.
* ug EQ / mg E : Equivalent microgramme de quercétine par mg d’extrait.
* BSA : Sérum bovine albumine.

* pH : Potentiel Hydrique

* DMSO : DimétylSulfoxide.

* NH40H : Ammoniaque

* BSA: l'albumine sérique bovine



Table des matieres




Table des matieres

Remerciement
Dédicace

Résumé
Abstract

Liste des figures

Liste des tableaux
Liste des abréviations

TIU T OCULCTIONN #+ v vveresresrosrasrustuntusiustusiusiusiusiesiustusiestestestestestestestestestestestestestestestestestestestestestestestestestestostestostestestese 1
ChapitreL [T R e LRI LR R 2
L. L@ PEALL-++eeressersessersesse sttt s 3
L. L. DDEFIMUItION «++++ereereererrersersersersersersensetesessessensessentenseneeseasessessesenteneentesesueehe st e santenteneeneebesbesbebenbenseneeneenas 3

1.2. Structure de la DAL+ e ettt 3
1.2.1. L2 @PIAEIINE w++vvrvereeseeserssssessesetset ettt s 3

1.2.2. e @IIIIE ++++vvrreerrrersveerseermuersstenseesseesatestesseesseesaat e st e sreesaaeeas e e st e s beesas s e bt e b e e sneesaneebeenreesnnesaneens 4

1.2.3. L’hypoderme (tiSSU SOUS-CULANE) -++++vsseesserssssssiusimssiisiisssis it 4

1.3. ROle physiologique de 1@ Paus -+ -+ wswwseesseemsemsimmiisiisseiieiisii s 4

D LLES DITILUTES «+++e+veerereerreeruernerareesseeseesnesastesseesaeesareeseessaesasesabeebeesaeesane s bt e abeesaaesabe e bt e saaesanesabeenbeesrnesaneeneenns 5
D 1. DEFINItION AES DITIILIES -+ ++++++++ereereerersersersersersersersereesersessessessessentestesessessessessensensentesessessessensensesseneeesses 5

2.2. TYPES @ DITIULES «+wr+evrevseessessessessnsiesiste ettt s 5
2.2.1. Classification selon Iagent Causal -« - - wewermmmimiiiiiiiii e 6

2.2.2. Classification selon la Profondeur -« s reerrimiiiiiii s 6

2.3. La physiopathologie des BIUIUEs -+ ws-wsseesrusruseusiiseiiiiisi i )

D3 1. LESION HSSULAITE TNITIALE «+++++++e-veerereerrereersersereeerersersessessersentesessessessessessensensesessessessessensensensenens )

2.3.2. REponse inflammatoire [0CALE -+ - wwswwsseersermsimmiisiiiiiiiiii 9

2.3.2. REponse inflammatoire [0CAlE -+ -+ - wwsseersrmsimmiisiiiiiiiiis s 9

3. 10 CLCALTISALIONL +vvseeerrsrrsrrsrnststuststuststustnsrustsrustestestestestestestestestesrestestestestestestestestestestestestestestestestestestestastestes 9
3 1. DEFINIION AE 18 CLCALIISATION #+++++++++++eererrerserserserserserserterersessessessersessessessestesessessessessensensenseneesessessessessen 9

3.2. Les différentes étapes de 12 CICALTISATION #++##++rerrrererrrernserirenirerineriretiretieetieetiretieerirerirerieerareesreriesnanenes 10
Chapitre 2 Laphytothérapie ................................................................................................................................ 12
1.La phytothérapie dans le traitement des BIOIUEs -+ -« wsseeesressresiesiiseiiiiii e 13
1. Calendula officinalis L. - wseeseersissisiiititit s 13
1.1. Description botanique ...................................................................................................................... 13

1.2. Distribution géographique de Calendula Oﬁ”lcinalis ) T T T T PPN 14

1.3. Classification systématique de Calendula oﬁ‘icinalis | T T T T PPN 15

1.4. COMPOSIHION CRIMUGUE ++++vesvrsserssemsrusseisseitsests it 15

1.5. Propriétés pharmacologiques de Calendula officinalis L. e, 16

2. Pistacia atlantica Desf ............................................................................................................................... 16



2.1. Description botanique de Pistacia atlantica Desf_ ............................................................................ 16

2.2. Distribution géographique de Pistacia atlantica Desf. -+ e 17
2.3. Classification botanique de Pistacia atlantica Desf, -+ - i 18
2.4. Composition chimique de Pistacia atlantica DEsf. - wwwerrimsiminminisisisiiissssis 18
2.5. Propriétés pharmacologiques et utilisations thérapeutiques de Pistacia atlantica Desf. - --eeeveeees 19
Matériel et MEHModes -+++++++++rrerreree et e 20
L. IVIAEATIE] +++everrerrereereereemermersersersessensenteneaneasesseasesresseseeseeseesear e s e s R e s e e e e e st e st e Rt a R e e Rt R e s emeemeeneebearean e s e e e e s e e eneeneenes 21
1.1, MALBLIE] VEGELAl srvvsevssevsersssrisiisiisiis sttt 21
1.2 MALETIE] ATIIIIIAL -+++++++rerverrereereererrerrerrersersesserseeesessessessessessessesseseeseesessessessessenseneeseesessessessensensenseneeneenes 22
D MIEHROAES ++++++++errerrerreneereemermermesressesneseseeneesesse s st a s e s e e e e e e e bt e Rt e R e R R b e st R e Rt e Rt e R e R Rt R e e ne e Rt e Rt e Rt e R R e ne e eneeneeneas 22
2.1 Préparation des EChantillons -« -« - e eesssrmssrmsrisris s 22
2.2 L'extraction des huiles eSSENtielles PAr SOXCRIEE -+« «ereeeererrerrerrerrersersereeesresressessessessesseeenesressessenses 22
3. Analyse qualitative ...................................................................................................................................... 23
3.1. Etude PRyTOCRIMIGUE «++vsseeeseressressrusnssessisisisisisis st 23
32 Analyse quantitative ................................................................................................................................. 25
32.1 Dosage des polyphénols L1017 10D, LT LT LT LT T PN 25
3.2.2 D0sage des flavonoides -+« - wesrrssrmmrisinisiisiiss s 25
323 Dosage de ’activité antioxydant ST T N 26
3.0 4 ACHVItE INT-INTIAINIIIIALOILE «++++++++reereererrerrerrerrerserserserseerresessessessessenseseeseeessessessessessensenseneesessessenses 26
3.2.5 Activité anti-hémolytique ............................................................................................................... 27
3.0 .6 ACHVILE ANTIITIICTODIEIIIE «++++++++++rereereereererrerrerrerserserserseseeressessessessessensenseseesessessessessensenseneeneesessessessen 28
4 Réalisation des brilures eXpErimentales -« - - resrersmmsmmimiinissisis s 30
A.] TAUCHION AES DITIUTES -+ ++++++ereererrerresrerrersersereeressessessessessessesseseesessessessessensessesseneesessessessessensesseseeessens 30
4.2 Application S tTATLEITIETILS = +evveereereerenrenrenretututttt ittt ettt ettt sttt sttt et easaeaas 30
4.3 Bvaluation de I’ eVOlution CLCAIISAIILE -+« -+« r+rrrererrerrrerrerreerrerreesserresseesresseessesseessesseessessesseenseseessessesns 31
5 FADIICALION (& CIEITIE +++++e++errerrerrersersereereeresrtssessessesseteseaseastssesstssesesseneeneesessessessesesseneeneeseesessessessensensenseneene 31
5.1 Meéthode de Formulation - Creme a Base de PiStacia « -« st rersereererrerrerrerereseereesessessesessessesseseenens 31
5.2Méthode de Formulation - Créme Anti-Briilures a Base de Calendula officinalis ««-«-eeeseeeeeeeeeeee 32
«6 ANALYSE e L@ CIBIME +++++vsrvessrrsssrsssssssisisis st 33
REASUEALS et AISCUSSION ++++++++++++erererreererremine e 35
1 Etude pohytochimiques des plantes ............................................................................................................. 36
1.1 Caractéristiques organoleptiques AES EXITAILS rrrrerrrerrrrrrrsrrasernrerasrriretirerrrrertr st st s s srasraesnas 36
2. Rendement d e XtraCtion -- - e e-rereereremremmmmi s st 37
3. Screening photochimique S EXLLAILS e++vesremsrrortmmmiontimetinieicatiieiiuieiieniietinieimentiesiusiivestsestussiventnestussonsstnostvssen 39
4. Dosage des polyphénols totaux et des flavonOTdEs sre- - srrerrerrrrarermrermrrrirrireirare e e 41
5. ACtivités biologiques des PIANLEs -+« - wwssrersrrsseemsmmisriiris s 43
5.1. Evaluation de I’activité antioxydant de DPPH «-swseeserersrssssessssissisiiniisie s 43
5.2. Evaluation de l'activité anti-inflammatoire par inhibition de la dénaturation de 1'albumine sérique
DOVIIE (BSA) «+rereressrsssrussesssnmsiessieststisssissiis st bbb bR 44
5.3. Evaluation de 1’Activité antihémolytique ........................................................................................ 46

5 4 L 4 activité antibactérienne .................................................................................................................. 48



6.L’évaluation de ’effet cicatrisant de 1’extrait de Pistacia atlantica et Calendula officinalis ------++---seeeeeee 50

7.Caractérisation physicochimique des crémes anti-brilures -+« - weereseersrssmsisinmsini s 54
L. PH (2259 ) 1 eeereesessessessesse sttt 55
2. YV ISCOSIES = +evreerenreuenmeuntntiutii ittt ettt ettt et et sttt st s e st e saa e 55
3. Stabilité thermique LT S 55
4. Teneur en humidité (perte ala dessiccation) ST T T N 55
5. Densité APPATEIITE © verereeesses st 55
LTS o) DTS T TP 58
‘Référem:es ........................................................................................................................................................ 59



Introduction







Introduction

Introduction

Les brhlures représentent un probleme de santé publique majeur, touchant des millions de
personnes chaque année a travers le monde. Ces Iésions cutanées, résultant une exposition a la
chaleur, aux substances chimiques, aux radiations ou a ¢lectricité, peuvent provoquer des
douleurs intenses, des infections secondaires et des cicatrices permanentes (Jeschke et al.,
2020). Le traitement conventionnel des brilures repose principalement sur utilisation de
pommades synthétiques, antibiotiques topiques et de pansements spécialisés, mais ces
approches présentent souvent des limitations en termes d efficacité, de colt et deffets
secondaires (Mohammadi et al., 2021).

Face a ces défis thérapeutiques, la recherche soriente de plus en plus vers les solutions
naturelles, notamment lutilisation des huiles essentielles extraites de plantes médicinales. Ces
composés aromatiques concentrés possedent des propriétés thérapeutiques remarquables,
incluant des activités anti-inflammatoires, antimicrobiennes, analgésiques et cicatrisantes qui
en font des candidats prometteurs pour le traitement des brilures (Singh et al., 2019).
Lintégration de ces substances naturelles dans des formulations galéniques modernes, telles
que les crémes, permet optimiser leur biodisponibilité tout en facilitant leur application
clinique (Raut &amp; Karuppayil, 2014).

Cette recherche vise a développer et caractériser une créme anti-brilures innovante
incorporant des huiles essentielles sélectionnées pour leurs propriétés thérapeutiques
spécifiques. Lobjectif est de créer une formulation topique efficace, siire et accessible, capable
de réduire la douleur, de prévenir les infections et accélérer le processus de cicatrisation des
brilures cutanées (Oryan et al., 2018). Cette approche inscrit dans une démarche de
valorisation des ressources naturelles locales et de développement de thérapies alternatives
durables. Par cette étude, nous aspirons a contribuer significativement a lamélioration des
soins dermatologiques en proposant une solution thérapeutique naturelle et efficace. Les
résultats attendus pourraient ouvrir de nouvelles perspectives dans le domaine de la
phytothérapie appliquée et encourager une utilisation plus rationnelle des plantes médicinales

dans le traitement des affections cutanées (Zaccara et al., 2016).
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Chapitre 1. La peau

1. La peau

1.1. Définition

La peau est une membrane souple, résistante et continue qui recouvre la totalité de la
surface corporelle. Elle constitue la premiére barriére de protection contre les agressions
extérieures (chimiques, physiques, biologiques) et participe 2 de nombreuses fonctions vitales
telles que la thermorégulation, la sensation, ’immunité et la synthése de vitamine D. Elle est
équipée de récepteurs sensoriels qui permettent de percevoir les sensations tactiles,
thermiques et douloureuses, ainsi que de glandes sudoripares et sébacées qui produisent la
sueur et le sébum pour maintenir I'hydratation et la souplesse de la peau Chez 1’adulte, sa
surface est d’environ 1,5 a 2 m? et son poids représente pres de 15 % du poids corporel total
(Proksch et al., 2008).

1.2. Structure de la peau

La peau est un organe stratifié, composé de trois couches principales, chacune ayant une
structure spécifique et des fonctions particulieres :

Pores

Epiderme { i

Derme =

Poil

Glande sébacée
MNerf

Glandes sudoripares ——| " ;
Vaisseaux sanguins

Hypoderme -

Follicule pileux

Figure 01 : schéma de la structure de la peau (Grives, 2015).

1.2.1. L’épiderme

L’¢épiderme est la couche la plus externe de la peau. Il est constitué d’un épithélium
pavimenteux stratifié¢ kératinisé dont I’épaisseur peut varier selon les régions anatomiques, en
Moyenne de 100 pm (Martini, 2006). Il est avascularisé et sa nutrition dépend du derme sous-
jacent. Il assure une fonction de barriere mécanique, chimique et immunitaire.

Il est constitué de cellules épithéliales feuilletées et est en contact direct avec I'environnement
extérieur. L'épiderme renferme aussi des cellules pigmentées appelées mélanocytes, qui
produisent la mélanine qui donne a la peau sa couleur.

L’¢épiderme composée de cing a six couches allant de I’intérieur vers I’extérieur : le stratum
basal, le stratum spinosum, le stratum granulosum, le stratum lucidum et le stratum corneum.
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La couche la plus interne, le stratum basal, comprend des cellules souches de kératinocytes en
division associées a des mélanocytes, des cellules de Langerhans et des cellules de Merkel.
Ces derniéres ont un rdle important dans la perception sensorielle et sont dispersées

de manicre clairsemée sur tout le corps, mais sont plus nombreuses au niveau des extrémités
des doigts (Cracowski et Roustit, 2020).

1.2.2. Le derme

Le derme est un tissu conjonctif situé sous I’épiderme. Il est vascularisé et innervé, jouant un
role essentiel dans le soutien, la nutrition de 1’épiderme, la résistance mécanique et la
cicatrisation. Il est composé de fibroblastes qui synthétisent le collagéne, 1’¢lastine, les
protéoglycanes et les glycoprotéines de structure. Riche en nerfs et vaisseaux sanguins, le
derme abrite également 1’origine des follicules pilosébacés et des glandes sudoripares

(Olbrdad, 2013). On distingue deux zones dans le derme :

* Le derme papillaire, zone d’échange située sous la jonction dermo-épidermique, constitué¢
de fibres de collagene.

* Le derme réticulaire, zone de charpente résistante et élastique, organisé en faisceaux
paralléles a la surface cutanée et en fibres ondulées d’¢élastine qui comblent les interstices du
collagéne. Véritable réservoir hydrique, le derme contient 20 a 40% de 1’eau totale du corps.
11 assure également des fonctions sensorielles et de thermorégulation, tout en participant a la
défense de I’organisme grace aux leucocytes présents (Olbrdad, 2013).

1.2.3. L’hypoderme (tissu sous-cutané¢)

L’hypoderme est la couche la plus profonde de la peau, située sous le derme. Il est constitué
principalement de tissu adipeux, formé d’adipocytes regroupés en lobules. Sa vascularisation
se caractérise par des capillaires plus fins que ceux du derme.

La jonction dermo-hypodermique est marquée par une fine couche discontinue de

fibres musculaires appelée muscle panniculaire. Ce dernier revét une importance particuliere
car les arteres directes le traversent avant d’irriguer la peau. Lors de dissections chirurgicales,
la préservation de ces muscles est donc essentielle pour maintenir 1’intégrité de la circulation
cutanée (Thomas, 2018).

1.3. Role physiologique de la peau

La peau est un organe aux multiples fonctions essentielles pour I’organisme :
* Protection: Elle forme une barriére physique hydrophobe contre les microorganismes et

autres agressions externes. Sa pigmentation offre une protection contre les rayons solaires.
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* Thermorégulation : Elle participe au maintien de la température corporelle, nous
protégeant des variations thermiques.

* Sensation : Richement innervée, elle percoit la température, la pression et la douleur, nous
permettant d’interagir avec notre environnement.

* Métabolisme : Elle synthétise la vitamine D sous ’effet des UV, stocke 1’énergie grace aux
adipocytes et constitue une réserve sanguine par sa vascularisation.

* Excrétion : Elle évacue les déchets organiques via la sueur et le sébum, et élimine les
cellules mortes par desquamation.

« Echange : Elle permet les échanges gazeux et 1’absorption de certaines substances.(Olbrdad,

2013).

2. Les briilures

2.1. Définition des briilures

Une brilure est une Iésion tissulaire causée par le transfert d’une source d’énergie externe
vers les tissus de l’organisme. Cette énergie peut étre thermique (chaleur), chimique,
¢lectrique ou radioactive (Ozkan & Ibrahim, 2016). Les brilures affectent principalement la
peau, mais peuvent aussi atteindre les structures sous-jacentes comme les muscles, les os et
les organes internes dans les cas les plus graves.

Sur le plan clinique, une brilure se caractérise par une dénaturation des protéines cellulaires,
une destruction des membranes cellulaires et une réponse inflammatoire locale et systémique

en fonction de I’étendue et de la profondeur de la 1ésion (Peck, 2011).

2.2. Types de briilures

Les brilures peuvent étre classées en fonction de la nature de I’agent causal (type de brilure)
et de la profondeur des Iésions tissulaires (degré de bralure). Cette classification est
essentielle pour évaluer la gravité de la brilure, déterminer le traitement approprié et estimer
le pronostic.
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2.2.1. Classification selon I’agent causal

a) Briilures thermiques

Les brilures thermiques sont les plus fréquentes. Elles résultent du contact direct avec une
source de chaleur (liquide bouillant, flamme, surface chaude, vapeur, etc.). Elles provoquent
une coagulation des protéines, une déshydratation cellulaire et une nécrose tissulaire
proportionnelles a la température et a la durée d’exposition (Hettiaratchy & Dziewulski, 2004).

b) Briilures chimiques

Elles sont causées par des substances corrosives, telles que les acides forts (ex. : acide
sulfurique) ou les bases (ex. : hydroxyde de sodium). Les agents chimiques peuvent pénétrer
profondément dans les tissus, entrainant une destruction extensive, parfois retardée. Les
brilures alcalines sont souvent plus graves, car elles provoquent une saponification des
graisses et une liquéfaction tissulaire (Bjerke & Muehlberger, 2001).

¢) Briilures électriques

Elles surviennent par passage d’un courant électrique a travers le corps. La peau peut ne
présenter qu’une petite

1ésion d’entrée et de sortie, tandis que les tissus profonds (muscles, nerfs, vaisseaux) peuvent
étre gravement endommageés. Ce type de brilure est souvent associé a des troubles cardiaques
(arythmies) et a un risque ¢élevé de syndrome des loges (Arnoldo et al., 2006).

d) Briilures par radiation

Ces brililures sont causées par une exposition prolongée aux rayons UV (ex. : coups de soleil)
ou aux radiations ionisantes (ex. : radiothérapie). Les Iésions peuvent étre superficielles ou
profondes selon la dose et la durée d'exposition (Pérez et al., 2010).

e) Briilures par frottement

Elles résultent d’un contact répété ou violent avec une surface rugueuse (ex. : accidents de la
route). Elles combinent souvent une briilure thermique et une abrasion mécanique.

2.2.2. Classification selon la profondeur

Elles peuvent étre classées en fonction de leur gravité et de leur profondeur en différents types

Briilure du premier degré (superficielle) — Limitée a I’épiderme, la 1ésion se manifeste par
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un érytheme vif, une douleur aigué liée a I’intégrité des terminaisons nerveuses et 1’absence
totale de phlycténes. Aucune perte de liquide importante n’est observée et le stratum
corneum reste fonctionnel, si bien que le risque infectieux demeure faible. La cicatrisation se
fait par simple desquamation en 3 a 6 jours sans séquelle pigmentaire ni cicatrice
(Hettiaratchy & Dziewulski 2004).

Briilure du deuxiéme degré superficielle — L’atteinte s’étend a la couche papillaire du
derme. La membrane basale est rompue, entrainant la formation immédiate de cloques
remplies de transsudat séreux. La peau rosée, humide et trés douloureuse traduit une
vascularisation dermique intacte et un riche plexus nerveux fonctionnel. La ré-
¢épithélialisation s’effectue a partir des annexes cutanées préservées en 7 a 15 jours, avec un
risque minime de cicatrice hypertrophique (Singer & Clark 1999).

Briilure du deuxiéme degré profonde — Le derme réticulaire est partiellement détruit : les
cloques sont souvent rompues, laissant un lit pale, cireux ou rouge sombre, moins sensible
en raison de la 1ésion des terminaisons nerveuses. La vascularisation est compromise, d’ou

un risque €levé de conversion en troisieme

degré si la perfusion locale n’est pas restaurée. La guérison spontanée est lente (> 3 semaines) et

s’accompagne fréquemment de cicatrices hypertrophiques ou rétractiles, justifiant le recours

précoce a la greffe cutanée (Jeschke et al. 2011).

Briilure du troisieme degré (profonde) — Toutes les couches cutanées, y compris les
annexes, sont nécrosées ; 1’escarre d’aspect blanchatre, brun ou carbonisé est indolore a la
palpation. L’absence d’exsudation et de circulation capillaire signe une destruction
vasculaire compléte, imposant une exérese chirurgicale de I’escarre et une couverture par
autogreffe. Sans intervention, la cicatrisation se fait par bordure avec tissu de granulation, au
prix de cicatrices atrophiques et fonctionnellement invalidantes ; les complications
systémiques (infection, sepsis, déséquilibre hydro-électrolytique) sont séveres (Church et al.
2006).

Briillure du quatriéme degré — Au-dela de la peau, I’atteinte intéresse les tissus sous-
jacents (fascias, muscles, os). La carbonisation massive entraine un risque extrémement
¢levé d’amputation et de défaillance multiviscérale. Le traitement repose sur le débridement
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major¢, la reconstruction orthopédique ou plastique, et

une prise en charge intensive des troubles métaboliques (Arnoldo & Purdue 2006).

Superficial thickness Partial or intermediate thickness Full thickness Fourth
{first degree) {secend degree) {third degree) degree
Epidermis b 6
Dermis
Al i e
tissue ?“"“e
e e e ——
& Painful Superficial partial Deep partial thickness & Dry ® Involves muscle
= Does not blister thickness bums do not s requine surgery = Insensate 1o light touch or bone
= Does not scar reguire surgerny but may and form more scars and and pin prick = Leads 1o loss of the
scar and he more painfus are less painhd = Small areas will heal bumed part
[ ) wath substantial scar
I OF CONTactune
= Blisters and weeps = Large areas requine
= With increasing depth, increased risk of infection skin grafting
= With increasing deprh, increased risk of scarring = High nsk of infection

Figure 2: Profondeur de la briilure (Jeschke et al., 2020).
2.3. La physiopathologie des briilures

La physiopathologie des briilures repose sur des mécanismes complexes impliquant a la fois
des altérations locales (au niveau de la peau) et des réponses systémiques, surtout lorsque la

surface briilée est étendue.

2.3.1. Lésion tissulaire initiale

Lors d’une brilure, I’énergie thermique, chimique ou électrique provoque une coagulation
des protéines, une rupture des membranes cellulaires, et une nécrose des tissus affectés.
L’intensité de la lésion dépend de plusieurs facteurs : la température ou la concentration de
I’agent en cause, la durée de contact, et la surface corporelle exposée (Hettiaratchy &
Dziewulski, 2004).
La zone lésée est classiquement divisée en trois zones concentriques selon la théorie de
Jackson (Jackson, 1953) :
e Zone de coagulation : au centre de la brilure, les tissus sont nécrosés de manicre
irréversible.

e Zone de stase : entourant la zone centrale, elle est ischémique mais potentiellement
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récupérable si la perfusion est rétablie.
e Zone d’hyperhémie : en périphérie, elle présente une inflammation réversible avec

vasodilatation.

2.3.2. Réponse inflammatoire locale

La brllure induit une réaction inflammatoire aigué avec libération de médiateurs
inflammatoires tels que I’histamine, les prostaglandines, les leucotriénes, le TNF-o et
I’interleukine-1. Ces médiateurs augmentent la

perméabilité capillaire, provoquant un cedéme interstitiel, une perte de plasma et un risque de

déshydratation importante (Singer & Clark, 1999).

2.3.2. Réponse inflammatoire locale

Lorsque la surface corporelle briilée dépasse 20 % chez 1’adulte, les conséquences ne sont
plus seulement locales mais systémiques (Jeschke et al., 2011). On observe :
e Altérations cardiovasculaires : hypovolémie, diminution du débit cardiaque,
tachycardie.
e Troubles respiratoires : en cas d’inhalation de fumées, cedéme pulmonaire, détresse
respiratoire.
e Troubles métaboliques : hypermétabolisme marqué avec augmentation de la dépense
énergétique, catabolisme protéique, perte de masse maigre.
e Réponse immunitaire : immunosuppression, augmentation du risque d'infections.
o Atteintes rénales et hépatiques : dues a I’hypoperfusion prolongée et aux produits de
dégradation tissulaire.
Cette réponse globale de l’organisme, connue sous le nom de syndrome de réponse
inflammatoire systémique (SIRS), peut mener a un choc hypovolémique et a une défaillance
multiviscérale si le patient n’est pas rapidement pris en charge (Jeschke et al., 2011 ; Church

et al., 20006).

3. la cicatrisation

3.1. Définition de la cicatrisation

La cicatrisation est un processus physiologique complexe permettant la réparation et la
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reconstitution des tissus 1€sés apreés une blessure. Elle résulte d’une interaction coordonnée
entre les cellules, les médiateurs chimiques, la matrice extracellulaire et les facteurs de
croissance, visant a rétablir I’intégrité structurale et fonctionnelle de la peau (Singer & Clark,
1999). Ce processus peut aboutir a une restauration compléte du tissu initial (régénération) ou,
plus fréquemment, a une réparation par formation d’un tissu cicatriciel fibroblastique,
dépourvu des annexes cutanées (poils, glandes sudoripares) et de 'organisation initiale du
derme (Gurtner et al., 2008).
La qualité de la cicatrisation dépend de plusieurs facteurs intrinseéques (age, état nutritionnel,
comorbidités) et extrinseques (infection, corps étrangers, perfusion tissulaire, traitements), qui
peuvent ralentir ou perturber le déroulement normal de la réparation.
Chez I’humain, on distingue classiquement trois types de cicatrisation cutanée :
e La cicatrisation par premiére intention, lorsque les berges de la plaie sont
rapprochées (ex. : suture chirurgicale).
e La cicatrisation par deuxiéme intention, lorsque la perte de substance est
importante et la plaie laissée ouverte.
o La cicatrisation dirigée, méthode intermédiaire utilisée dans les plaies chroniques ou

complexes (Kirsner et al., 2001).

3.2. Les différentes étapes de la cicatrisation

La cicatrisation cutanée suit une séquence ordonnée en trois grandes phases physiologiques
qui se chevauchent dans le temps : I’inflammation, la prolifération et le remodelage (ou
maturation). Ce processus dynamique fait intervenir des cellules immunitaires, des cellules
résidentes (fibroblastes, kératinocytes, endothéliocytes), des médiateurs biochimiques
(cytokines, facteurs de croissance), ainsi que la matrice extracellulaire (Singer & Clark, 1999 ;
Gurtner et al., 2008).

La phase inflammatoire débute immédiatement aprés la lésion. Elle vise a arréter
I’hémorragie et a protéger la zone blessée contre I’infection. L hémostase est initiée par
I’agrégation plaquettaire et la formation d’un caillot de fibrine qui scelle la plaie. Les
plaquettes libérent alors des facteurs de croissance tels que le PDGF (platelet-derived
growth factor) et le TGF-f (transforming growth factor beta), qui favorisent le recrutement
des cellules immunitaires. Les neutrophiles arrivent en premier sur le site, suivis des
macrophages, qui éliminent les débris cellulaires et libérent des médiateurs pro-
inflammatoires, comme I’'IL-1 et le TNF-a. Ces cellules préparent ainsi le terrain pour la
phase suivante (Eming et al., 2007).
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La phase de prolifération s’installe généralement entre le 3e et le 10e jour apres la blessure.
Elle est caractérisée par la prolifération et la migration des fibroblastes, qui produisent les
premiers constituants de la matrice extracellulaire, notamment le collagene de type III.
Parallelement, une néo-vascularisation intense a lieu sous I’effet du VEGF (vascular endothelial
growth factor), assurant un bon apport en oxygene et nutriments. Les kératinocytes en bordure
de plaie se multiplient et migrent pour recouvrir la surface 1ésée, un

rocessus appelé re-épithélialisation. Ces événements aboutissent a la formation du
tissu de granulation, un tissu richement vascularisé qui comble progressivement la
perte de substance (Gurtner et al., 2008).

e La phase de remodelage, ou maturation, commence environ trois semaines apres la
blessure et peut durer plusieurs mois, voire une année. Durant cette étape, la matrice
extracellulaire subit une réorganisation : le collagéne de type III est remplacé par du
collageéne de type I, plus résistant. Les fibroblastes se transforment en

myofibroblastes, qui participent a la contraction de la plaie. La densité vasculaire diminue, le
tissu de

e granulation est résorbé et la cicatrice devient progressivement plus fine et plus pale.
Néanmoins, la peau cicatrisée ne retrouve jamais sa structure initiale ni sa résistance
maximale : elle récupére environ 70 a 80 % de sa solidité originelle (Kirsner & Eaglstein,
2001).

Epiderme

Caillot
sanguin

ﬁ — CroGte
= — g

Macrophages

Fibroblastes
Derme

Vaisseau —
sanguin
a. Saignement b. Phase inflammatoire

- Epiderme
I cicatrisé
b e o L~~~
Prolifération e P 2 L Qerme ]
des = . | > o =t cicatrisé
fibroblastes L i | > |
c. Phase de migration d. Phase de maturation

Figure 3:¢étapes de la cicatrisation
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1.La phytothérapie dans le traitement des briilures

La phytothérapie, ou traitement par les plantes médicinales, représente une alternative ou
un complément intéressant dans la prise en charge des briilures. Depuis 1’ Antiquité, diverses
especes végétales ont été utilisées pour soulager la douleur, prévenir 1’infection et favoriser la
cicatrisation des tissus briilés. Ce recours thérapeutique repose sur la richesse des plantes en
composés bioactifs tels que les flavonoides, les tanins, les saponines, les huiles essentielles,
les mucilages et les acides phénoliques, qui leur conférent des propriétés anti-inflammatoires,
antibactériennes, antioxydantes et cicatrisantes (Mukherjee et al., 2011).

Les briilures entrainent une destruction tissulaire accompagnée d'une réaction inflammatoire
intense et d’un stress oxydatif, responsables de la libération de médiateurs pro-inflammatoires
et de radicaux libres. Dans ce contexte, les extraits de plantes riches en flavonoides, tanins,
saponines, mucilages et huiles essentielles peuvent réduire l'inflammation, neutraliser les
especes réactives de 1’oxygeéne (ROS) et accélérer la cicatrisation en stimulant la prolifération

cellulaire (Agyare et al., 2016).

Plusieurs plantes ont été scientifiquement étudiées pour leur efficacité dans le traitement des
brilures.

1. Calendula officinalis L.

1.1. Description botanique

Calendula officinalis L., communément appelée « souci officinal », est une plante herbacée
annuelle appartenant a la famille des Asteraceae. Originaire du bassin méditerranéen, elle est
aujourd’hui largement cultivée a des fins ornementales, médicinales et cosmétiques dans
diverses régions du monde (Khalid et al., 2017).

Cette espece présente une tige dressée, ramifiée, atteignant généralement 30 & 60 cm de
hauteur. Elle est recouverte de poils glanduleux et mous, lui conférant un aspect légerement
visqueux. Les feuilles sont alternes, simples, sessiles, de forme oblongue ou lancéolée, a
bords 1égérement ondulés ou entiers. Elles sont également pubescentes, ce qui accentue
I’aspect rugueux de la plante (Bruneton, 2009).

Les fleurs, caractéristiques des Asteraceae, sont organisées en capitules solitaires de 4 a 7 cm
de diametre. Chaque capitule est composé de deux types de fleurs : les fleurs périphériques
ligulées, de couleur jaune a orangé vif, et les fleurs centrales tubulées, plus petites,
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généralement jaunes. La floraison a lieu du printemps jusqu’a la fin de ’automne, avec une
grande sensibilité a la lumicre (phototropisme marqué).

Le fruit est un akéne incurvé, parfois épineux, de forme variable selon sa position sur le
capitule. L’ensemble de la plante dégage une odeur aromatique caractéristique. La
multiplication se fait généralement par semis direct en sol bien drainé.

CALENDULA

Figured4: Illustrations de Calendula Officinalis L (Admine,2023).

Sur le plan pharmacognosique, Calendula officinalis est particuliérement reconnue pour ses
fleurs, riches en flavonoides, caroténoides, saponines triterpéniques, huiles essentielles et
polysaccharides, qui lui conférent ses propriétés anti-inflammatoires, cicatrisantes,
antimicrobiennes et antioxydantes (Preethi et al., 2009 ; EMA, 2008).

1.2. Distribution géographique de Calendula officinalis L.

Calendula officinalis L., communément appelée souci officinal, est une plante originaire du
sud de I’Europe, probablement du bassin méditerranéen, mais elle est aujourd’hui largement
naturalisée et cultivée a travers le monde, notamment en Europe centrale et occidentale, en
Afrique du Nord, au Moyen-Orient, en Asie occidentale, en Inde, en Chine et dans les régions
tempérées des Amériques (Mukherjee et al.,, 2011 ; Benedek et Kopp, 2007). Grace a sa
grande plasticité écologique, elle s’adapte facilement a divers climats tempérés, bien qu’elle
préfere les sols bien drainés et exposés au soleil.

En Afrique du Nord, y compris en Algérie, au Maroc et en Tunisie, C. officinalis est cultivée a
des fins médicinales, cosmétiques et ornementales. Elle est également retrouvée a I’état
subspontané dans certaines zones rurales. Dans les régions tempérées d’Europe, comme la
France, I'Allemagne ou la Pologne, elle est une plante horticole populaire, intégrée aussi bien
dans les jardins botaniques, les cultures médicinales que les préparations pharmaceutiques.
Son importance médicinale, notamment pour ses propriétés cicatrisantes, anti-inflammatoires
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et antimicrobiennes, a favorisé sa culture intensive dans plusieurs pays, en particulier ceux
pratiquant la phytothérapie ou produisant des remedes a base de plantes (Preethi et al., 2009).

1.3. Classification systématique de Calendula officinalis L.

Calendula officinalis L., connue sous le nom commun de souci officinal, appartient au
vaste groupe des plantes a fleurs dicotylédones. Elle fait partie de la famille des Asteraceae,
¢galement appelée Compositae, 1'une des plus grandes familles du régne végétal, connue pour
ses inflorescences en capitules et ses nombreuses espéces a intérét médicinal, ornemental ou
alimentaire. Cette espéce se distingue par ses fleurs jaune orangé, ses propriétés médicinales
reconnues et sa facilité de culture.

Sa classification botanique compléte est la suivante :

Régne : Plantae

Embranchement (Division) : Magnoliophyta (Angiospermes)
Classe : Magnoliopsida (Dicotylédones)

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae (Composées)

Genre : Calendula

Espéce : Calendula officinalis L.

Cette classification refléte les caractéristiques typiques de la famille des Asteraceae,
notamment la présence de composés phénoliques, flavonoides, triterpénes, et huiles
essentielles, qui justifient I'usage thérapeutique de cette plante dans le traitement des
affections cutanées, inflammatoires et infectieuses (Benedek & Kopp, 2007 ; Mukherjee et al.,
2011).

1.4. Composition chimique

Les fleurs de Calendula officinalis L. renferment une richesse en composés bioactifs qui
expliquent ses nombreuses propriétés pharmacologiques, notamment dans le traitement des
brllures. Parmi ces composés, on retrouve en premier lieu les flavonoides (quercétine,
isorhamnétine, kaempférol), reconnus pour leur activité antioxydante et anti-inflammatoire en
neutralisant les radicaux libres et en stabilisant les membranes cellulaires. La plante est
¢galement riche en triterpeénes pentacycliques, tels que le faradiol, le calenduladiol et
I’arnidiol, qui exercent un effet anti-inflammatoire puissant et stimulent la formation du tissu
de granulation, favorisant ainsi la cicatrisation. Les caroténoides (p-caroténe, lycopéene),
responsables de la couleur orangée des fleurs, participent a la régénération cellulaire et a la
photoprotection. On y trouve aussi des saponines triterpéniques qui améliorent la
vascularisation et renforcent 1'effet des autres constituants en augmentant leur absorption. Les
huiles essentielles, bien que présentes en faibles quantités, contiennent des composants tels
que ’a-cadinol et le 1,8-cinéole, qui confeérent une action antimicrobienne et légérement
analgésique. Enfin, la présence de mucilages (polysaccharides) permet de protéger et hydrater
la peau lésée, tandis que les acides phénoliques comme 1’acide caféique ou chlorogénique
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renforcent 1’action antioxydante et antiseptique de I’extrait (Preethi & Kuttan, 2009 ; EMA,
2008 ; Della Loggia et al., 1994).

1.5. Propriétés pharmacologiques de Calendula officinalis L.

Calendula officinalis L. possede de nombreuses propriétés pharmacologiques qui justifient
son usage traditionnel et moderne, notamment en dermatologie. Elle est principalement
reconnue pour son activité anti-inflammatoire, attribuée a ses triterpénes pentacycliques
(comme le faradiol et I’arnidiol) qui inhibent la libération de médiateurs pro-inflammatoires
tels que les prostaglandines et les cytokines (Della Loggia et al., 1994). De plus, ses
flavonoides exercent une forte action antioxydante, protégeant les cellules contre les
dommages oxydatifs liés aux radicaux libres (Preethi & Kuttan, 2009). La plante montre
¢galement une activité cicatrisante marquée : elle stimule la prolifération des fibroblastes, la
production de collagéne et la formation de tissu de granulation, accélérant ainsi la
régénération cutanée (Parente et al., 2012). Grace a ses huiles essentielles et ses acides
phénoliques, elle présente aussi une activité antimicrobienne modérée, notamment contre
Staphylococcus aureus, ce qui est particuliecrement utile dans la prévention des infections
secondaires des plaies ou des brilures. Enfin, les mucilages et les saponines contenus dans ses
fleurs apportent une action émolliente et hydratante, créant un environnement propice a la
réparation tissulaire tout en réduisant I’irritation cutanée (EMA, 2008). Ces propriétés
combinées font du Calendula officinalis un ingrédient de choix dans les formulations topiques

destinées au soin des brilures, des plaies et des affections cutanées inflammatoires.

2. Pistacia atlantica Desf.

2.1. Description botanique de Pistacia atlantica Desf.

Pistacia atlantica Desf., communément appelée « pistachier de 1'Atlas » ou « Betoum », est
un arbre dioique appartenant a la famille des Anacardiaceae, largement répandu dans les
zones arides et semi-arides du bassin méditerranéen, du Moyen-Orient et de I’Afrique du
Nord. Il peut atteindre jusqu’a 8 a 12 metres de hauteur, avec un tronc robuste, parfois
tortueux, a écorce grisatre et profondément fissurée (Ozenda, 2004). Les feuilles sont
caduques, alternes, composées, généralement imparipennées, comportant 3 a 9 folioles ovales
a elliptiques, a bords lisses et a face supérieure vert foncé. L'espéce présente une
différenciation sexuelle, avec des pieds
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males et femelles distincts : les fleurs sont petites, apétales, disposées en panicules axillaires
rougeatres, apparaissant au printemps avant les feuilles (Quézel & Médail, 2003).

Le fruit est une drupe ovoide de petite taille, de couleur verte virant au rouge puis au brun a
maturité, contenant une graine oléagineuse, souvent utilisée en médecine traditionnelle et pour
ses propriétés alimentaires. L’arbre se caractérise également par sa résine aromatique, appelée
« mastic » ou « gomme de térébinthe », exsudée naturellement par les tiges et treés prisée pour
ses vertus thérapeutiques (Touzani et al., 2007). Grace a son systéme racinaire profond,
Pistacia atlantica est particulierement résistant a la sécheresse, ce qui en fait une espece
précieuse pour la lutte contre la désertification et la restauration des écosystémes dégradés.

Figure S: Le pistachier de 1’ Atlas (site 01)

2.2. Distribution géographique de Pistacia atlantica Desf.

Pistacia atlantica Desf., espéce native du bassin méditerranéen, présente une large
répartition géographique s’étendant du Maghreb jusqu’a 1’ Asie occidentale. Elle est largement
présente dans les pays d’Afrique du Nord tels que le Maroc, I’ Algérie, la Tunisie, la Libye et
I’Egypte, ou elle colonise les zones steppiques et pré-sahariennes. En Afrique du Nord,
l'espece est notamment abondante dans les monts de I’ Atlas, les Hauts Plateaux, et les régions
montagneuses semi-arides (Benhouhou et al., 2002 ; Meddour et al., 2017). A D’est, P.
atlantica s’étend jusqu’au Moyen-Orient, incluant la Jordanie, la Syrie, le Liban, I’Iran, 1’Irak,
et la Turquie, ainsi que dans certaines régions du Caucase et du Pakistan (Quézel & Médail,
2003).

La plante pousse généralement entre 400 et 2 000 meétres d'altitude, dans des sols pauvres,
calcaires ou sablonneux, et supporte bien les climats arides a semi-arides, grace a son
adaptation a la sécheresse et a son systeme racinaire profond (Ozenda, 2004). Elle joue un
role écologique important dans la stabilisation des sols, la lutte contre 1’érosion et la

reforestation des zones dégradées. En Algérie, cette espece constitue I'une des principales
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essences forestieres spontanées des zones arides, ou elle est également exploitée pour ses

fruits, sa résine et ses usages médicinaux traditionnels (Meddour et al., 2017).

2.3. Classification botanique de Pistacia atlantica Desf.

Pistacia atlantica Desf., communément appelée pistachier de 1’Atlas ou Betoum, appartient
au régne des Plantae, embranchement des Magnoliophyta (plantes a fleurs), classe des
Magnoliopsida (dicotylédones), ordre des Sapindales, et famille des Anacardiaceae. Cette
famille est connue pour regrouper plusieurs especes a usages alimentaires, médicinaux et
industriels, telles que le manguier (Mangifera indica), 1’anacardier

(Anacardium occidentale), et le pistachier vrai (Pistacia vera). Le genre Pistacia comprend
environ une douzaine d'especes, parmi lesquelles P. vera, P. terebinthus, P. lentiscus et P.
atlantica sont les plus représentées dans le bassin méditerranéen (Quézel & Médail, 2003).

Voici sa classification compléte :

o Reégne : Plantae

o Division : Magnoliophyta

e Classe : Magnoliopsida

e Ordre : Sapindales

o Famille : Anacardiaceae

e Genre : Pistacia

o Espece : Pistacia atlantica Desf.

Cette classification reflete la place de P. atlantica parmi les plantes dicotylédones ligneuses,
dotées de fruits secs de type drupe et souvent riches en résines et composés volatils a
propriétés biologiques intéressantes.

2.4. Composition chimique de Pistacia atlantica Desf.

Pistacia atlantica Desf. renferme une composition chimique riche et variée, qui explique ses
nombreux usages thérapeutiques. La résine, appelée communément mastic ou gomme de
térébinthe, est principalement constituée de monoterpénes et de sesquiterpeénes, dont les
principaux sont I’a-pinéne, le B-pinene, le limonéne, le germacréne D, le caryophyllene, et
I’ociméne (Touzani et al., 2007). Ces composés volatils sont responsables de son odeur
aromatique caractéristique et de ses propriétés antimicrobiennes et anti-inflammatoires.
L’huile extraite des graines contient une proportion importante d’acides gras insaturés,
notamment 1’acide oléique (®-9), I’acide linolé¢ique (w-6) et 1’acide linolénique (®-3), qui lui
conferent une valeur nutritionnelle élevée et des effets protecteurs contre le stress oxydatif
(Cherif et al., 2014).
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Les extraits polyphénoliques issus des feuilles, de 1’écorce et des fruits sont également riches
en flavonoides (quercétine, kaempférol), tanins condensés, et acides phénoliques (acide
gallique, acide férulique), reconnus pour leurs activités antioxydantes puissantes (Ait
Abderrahim et al., 2016). D’autres études ont identifi¢ la présence de stérols végétaux, de
triterpenes et de saponines, qui participent aux effets pharmacologiques variés de la plante,
notamment ses propriétés cicatrisantes, antifongiques, et antiparasitaires. Cette richesse en
composés bioactifs justifie I’intérét croissant pour 1’utilisation de P. atlantica dans le domaine
de la phytothérapie, la cosmétique et les soins cutanés.

2.5. Propriétés pharmacologiques et utilisations thérapeutiques de Pistacia

atlantica Desf.

Pistacia atlantica Desf. est une plante médicinale aux multiples propriétés pharmacologiques
qui ont été démontrées a la fois par la médecine traditionnelle et par des recherches
scientifiques modernes. Grace a sa richesse en composés phénoliques, flavonoides, terpenes,
acides gras insaturés et stérols, elle posséde des effets antioxydants, anti-inflammatoires,
antimicrobiens, cicatrisants, et antiparasitaires (Cherif et al., 2014 ; Touzani et al., 2007).

En usage traditionnel, la résine (gomme de térébinthe) est appliquée localement pour traiter
les brilures, les plaies, les ulcérations cutanées et les infections. Son activité cicatrisante est
liée a la stimulation de la régénération tissulaire, a la réduction de 1’inflammation locale, ainsi
qu'a l'effet barrieére qu’elle procure sur les

l1ésions cutanées (Ait Abderrahim et al., 2016). Par voie interne, diverses parties de la plante
(feuilles, écorce, fruits) sont utilisées pour soulager les troubles digestifs, les douleurs
abdominales, les parasitoses intestinales, et les infections respiratoires.

Sur le plan pharmacologique, des études in vitro et in vivo ont montré que les extraits de P.
atlantica présentent une activité antimicrobienne significative contre plusieurs souches
bactériennes pathogénes (comme Staphylococcus aureus et Escherichia coli), ainsi qu'une
activité antifongique contre Candida albicans (Bahammou et al., 2016). Par ailleurs, les effets
anti-inflammatoires ont été démontrés par une réduction de la production des médiateurs pro-
inflammatoires (TNF-a, IL-6), ce qui justifie son utilisation dans les maladies inflammatoires
chroniques (Cherif et al., 2014). Des propriétés hypocholestérolémiantes, antidiabétiques et
hépatoprotectrices ont également été évoquées dans la littérature, bien que nécessitant

davantage d’études cliniques pour confirmation.
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Le travail expérimental porte sur I’étude des composés végétaux et de leurs effets
antioxydants, anti-inflammatoires et antibactériens de trois plantes médicinales : Harmal,
Calendula et Pistacia. La partie expérimentale a été réalisée au laboratoire de biologie de
I’Université Abbas Laghrour-Khenchela.

1. Matériel

1.1. Matériel végétal

La plante médicinale Peganum harmala L. a été récoltée le 15 mars 2025 dans la région de
Chechar, état de Khenchela. Ce site de collecte, situ¢ dans une région connue pour sa
biodiversité et son climat propice a la croissance de cette plante, a été choisi pour garantir la
qualité et la pureté des échantillons. La date de récolte a été soigneusement sélectionnée pour
assurer que les parties de la plante (feuilles) nécessaires a notre recherche soient dans leur état
optimal, offrant ainsi des résultats fiables et représentatifs de ses propriétés médicinales.

La variété de Calendula récoltée dans la région de Khenchela en mars 2025 a également fait
l'objet d'une attention particuliere. Les parties aériennes (fleurs) ont été collectées au moment
optimal de leur développement pour préserver leurs composés actifs.

L'espece Pistacia lentiscus L., notre plante d'étude principale, a été récoltée dans la région de
Khenchela. Les organes utilisés comprennent l'huile de fruits extraite de maniere
traditionnelle, ainsi que les rameaux et feuilles. Cette période de collecte correspond au
moment idéal pour le processus de maturation compléte des fruits de 1'arbre, garantissant une
huile riche en composés actifs.

Toutes les parties végétales récoltées ont été¢ soigneusement nettoyées, séchées a 1'abri de
I'humidité et de la lumiére pendant 15 jours, puis pulvérisées au broyeur pour obtenir une
poudre fine. Les échantillons sont conservés dans des bocaux en verre a 1'abri de la lumiére
pour éviter toute détérioration jusqu'a leur utilisation

Figure 6 : Poudre utilisée
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1.2.Matériel animal

Au cours de cette étude, nous avons utilisé 5 lapins males et femelles, de races différentes
(Figure X), avec des poids variant entre 1000 g et 1200 g, ils sont utilisés prés une période
d'adaptation de 10 jours au sein de I'animalerie. Les lapins étaient répartis dans des cages en
fonction de 1 a 2 lapins par lots par le poids ou ils ont l'acces libre a 1'eau et I'alimentation,
plus la ventilation et le chauffage par temps froid.

Figure 7: Lapins utilisés dans les expériences

.2Méthodes

2.1 Préparation des échantillons

Apres la cueillette, les échantillons (feuilles) ont été nettoyés et purifiés ensuite, laissés dans
un endroit sec et sombre environ 10 jours pour sécher.

Apres que les échantillons ont été séchés dans 1’obscurité, le matériel végétal a été

pulvéris¢ a l'aide d'un moulinette épices, puis stocké dans des boites en verre dans
I’obscurité pour I’utilisation ultérieure.

2.2 L'extraction des huiles essentielles Par soxchlet

Pour réaliser 1’extraction, un mélange homogéne a été préparé en combinant a parts égales,
soit 50 g de graines et de feuilles de Peganum harmala avec 50 g ou de fleurs de ou
Calendula Pistacia officinalis. Ce mélange végétal a ensuite été introduit dans une cartouche
d’extraction, laquelle a été placée dans un appareil Soxhlet. L’ensemble a été connecté a un
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ballon contenant 600 mL de n-hexane. L’extraction a été conduite sous chauffage modér¢, a
I’aide d’un bain thermostaté ou d’une plaque chauffante régulée, en maintenant un reflux
continu pendant 6 heures, avec un minimum de cinq cycles par heure.

A la fin de I’extraction, I’extrait brut a été concentré par évaporation du solvant sous
pression réduite a 40 °C a l'aide d’un rotavaporateur. Le résidu obtenu a ensuite été
soigneusement séché dans un dessiccateur sous vide jusqu’a [’obtention d’une masse
constante. Les extraits lipophiles ainsi obtenus ont été conservés dans des flacons en verre
ambré a une température de 4 °C, en vue d’analyses ultérieures, conformément a la méthode
décrite par Mirzaei et Amin ((2015.

Soxchl Evaporateur rotati f (Rota vapeur)

JFigure8: L'extraction des huiles essentielles
3. Analyse qualitative

3.1. Etude phytochimique

Les analyses phytochimiques visent a identifier les diverses familles de composés présents
dans les extraits végétaux, permettant ainsi de confirmer leur présence ou leur absence. Ces
analyses reposent sur des réactions chimiques produisant des résultats observables
(changement de couleur, formation de précipité ou autre phénomene) grace a l'utilisation de
réactifs spécifiques a chaque constituant végétal. Dans le cadre de cette étude, les familles de
composés examinées comprennent : les polyphénols, les flavonoides, les tanins, les saponines,
les sucres réducteurs, les coumarines, les alcaloides, les composés phénoliques, et les
terpénoides.

® Tanins : Selon le protocole de Soulama et collaborateurs 2014, 1'ajout de 3-2 gouttes de

chlorure ferrique (FeCls a 2%) a 1 ml d'extrait révele leur présence par différentes
colorations : bleu foncé pour les tanins galliques, vert foncé pour les tanins catéchiques,
et une teinte bleu-verdatre indique la coexistence des deux types.

® Alcaloides : La méthode d'’Amana (2007) propose deux approches :

® [ 'ajout du réactif de Bouchardat a 2 ml d'extrait, formant un précipité brun-noir ou jaune-
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brun en présence d'alcaloides.

® Pour les alcaloides sous forme de sels, apreés traitement a I'HCl (2N) et chauffage,
l'utilisation des réactifs de Mayer et Wagner provoque respectivement des précipités
jaune-brun et brun-noir.

® Flavonoides : L'ajout de 3-2 gouttes de chlorure d'aluminium (AICl; a 1%) a 2 ml
d'extrait aqueux génere une coloration jaune caractéristique (Edeaga et al., 2005) .
® Terpénoides : Selon Aziman et al. (2012), en mélangeant 2,5 ml d'extrait avec 1 ml de

chloroforme puis 1,5 ml d'acide sulfurique (H2SOs4), l'apparition d'une interface brun-
rouge confirme leur présence.

® Quinones libres : Le mélange de 2 ml d'extrait avec quelques gouttes d'hydroxyde de

sodium (NaOH 1%) produit une coloration jaune, rouge ou violette en leur présence
(Oloyede et Aina, 2005) .

® Composés phénoliques : La dissolution de 0,1 g d'extrait dans 3 ml d'eau distillée

suivie de l'ajout de 5 gouttes de FeCls révele une coloration bleu-verdatre caractéristique
(Rosine et Momo, 2009).

® Sucres réducteurs : L'incubation de 1 ml d'extrait avec 2 ml de solution de Fehling

au bain-marie pendant 20 minutes génére un précipité rouge brique en cas de résultat
positif (Cai et al., 2011).

® Anthocyanes : Leur détection repose sur le changement de couleur de l'infusé a 10%

lors des variations

® de pH, apres ajout successif d'HCI puis d'ammoniac (NHsOH) (Debray et al., 1971).

® Saponines : Le test de mousse de Yadav et Agarwala (2011) consiste a agiter 1 ml

d'extrait avec 3 ml d'eau distillée pendant 2 minutes, la formation d'une mousse
persistante signalant leur présence.

e Anthraquinones : L'ajout de 5 ml de NH.OH a 10 ml d'extrait suivi d'agitation révéle

une coloration violette caractéristique (Okerulu et Aina, 2001) .

® Coumarines : Un mélange de 1 ml d'extrait avec 0,5 ml de NH4OH a 25% exhibe une

fluorescence intense sous UV a 366 nm (Okerulu et Aina, 2001).

® Amines : Aprés application et séchage d'une goutte d'extrait méthanolique sur papier

filtre (80°C), la pulvérisation de ninhydrine suivie d'un séchage a 110°C pendant 5
minutes révele des taches violettes caractéristiques (Oloyede, 2005) .
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® Mucilages : L'ajout de 5 ml d'éthanol & 1 ml d'infusé provoque la formation d'un
précipité (Etudes rwandaises.,1977).
® Amidon : Quelques gouttes de solution iodo-iodurée (lugol) ajoutées a 1 ml d'infusé a

5% produisent une coloration bleu foncé caractéristique (Kanoun.,2011).

3.2 Analyse quantitative

3.2.1 Dosage des polyphénols totaux

La teneur en composés phénoliques totaux des extraits végétaux a été déterminée selon la
méthode décrite par Djeridane et al. (2006), basée sur ['utilisation du réactif de Folin-
Ciocalteu. Cette méthode repose sur le principe de I’oxydation des composés phénoliques en
milieu alcalin par le réactif de Folin-Ciocalteu, conduisant a la formation d’un complexe
coloré mesurable spectrophotométriquement.

Pour chaque extrait, un volume de 100 pL est introduit dans un tube a essai, suivi de I’ajout
de 500 pL de réactif de Folin-Ciocalteu préalablement dilué¢ au dixiéme. Aprés agitation, les
tubes sont maintenus a température ambiante. Ensuite, 400 uL de carbonate de sodium
(Na2COs) a 7,5 % (m/v) sont ajoutés. Le mélange est de nouveau agité, puis incubé pendant
30 minutes a température ambiante, a 1’abri de la lumiére.

L’absorbance des solutions est mesurée a 765 nm a 1’aide d’un spectrophotométre, en utilisant
un blanc comme référence. Chaque mesure est réalisée en triplicat conformément a la
méthodologie de Wong et al. (2006).

Une courbe d’étalonnage a été établie en utilisant des concentrations croissantes d’acide
gallique comprises entre 0,05 et 0,5 mg/mL. Les concentrations en composés phénoliques
totaux des extraits végétaux ont été calculées a partir de cette courbe, et les résultats ont été
exprimés en milligrammes d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g
d’extrait sec).

3.2.2 Dosage des flavonoides

La méthode repose sur I’oxydation des flavonoides par le chlorure d’aluminium (AICL), un
réactif initialement incolore. Pour chaque échantillon, 500 pL d’extrait sont mélangés a 500
pL d’une solution de chlorure d’aluminium a 2 % (m/v). Apres une incubation de 60 minutes
a température ambiante, 1’absorbance est mesurée a 430 nm a I’aide d’un spectrophotométre,
en utilisant un blanc comme référence. Chaque analyse est réalisée en double afin d’assurer la
reproductibilité des résultats.

La concentration en flavonoides totaux est déterminée a I’aide d’une courbe d’étalonnage
¢établie avec la quercétine comme standard, a différentes concentrations (mg/mL), préparées
dans les mémes conditions expérimentales que les échantillons. Les résultats sont exprimés en
milligrammes d’équivalents quercétine par
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gramme d’extrait sec (mg EQ/g d’extrait sec), conformément a la méthode décrite par
Djeridane et al(2006).

3.2.3 Dosage de P’activité antioxydant :

® Teste du DPPH radical libre

Le radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH") est couramment utilis¢ comme
substrat de référence pour 1’évaluation rapide et directe de 1’activité antioxydante, en raison
de sa grande stabilit¢ sous forme radicalaire et de la simplicité de sa mise en ceuvre
analytique. En présence d’une molécule donneuse de protons (antioxydant), le DPPH’,
caractérisé par une coloration violette intense, est réduit en 2,2-diphényl-1-picrylhydrazine,
une forme non radicalaire de couleur jaune. Ce changement de couleur, refléte la capacité de
I’échantillon a neutraliser les radicaux libres. L’efficacit¢ antioxydante se traduit
quantitativement par une diminution de I’absorbance mesurée a 517 nm, indiquant le piégeage
du radical DPPH" (Bozin et al., 2008).

Un volume de 50 pl de différentes concentrations de chaque extrait (-0.0125— 0.075 - 0.05
0.02 mg/ml) est ajouté a 1,95 ml de la solution méthanolique du DPPH (0,025¢g/1) fraichement
préparée et le mélange est vortexé. Le témoin positif ; acide ascorbique est préparé dans les
mémes conditions.

Aprés incubation a I’obscurité pendant 30 min et a température ambiante la lecture des

absorbances est effectuée a 517 nm a I’aide d’un spectrophotometre (Suga et al., 2005).
Les résultats de ’activité antioxydante sont exprimés en pourcentage d’inhibition
(% d’I), est quantifiée a 1’aide de la formule suivante :

PI (%) = (A témoin — A extrait / A témoin) x 100

3.2.4 Activité inti-inflammatoire

L’¢évaluation de I’activité anti-inflammatoire in vitro consiste a préparer quatre solutions. Elle
a ¢été effectuée sur les extraits des deux plante Ajuga iva et Ephedraselon la méthode
d’inhibition de la dénaturation des protéines (Sangita et Priyanka, 2012).

« La solution d’essai (Ts) (0,5 ml) composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de sérum
bovine albumine (BSA) 5 % et 0,05 ml des extraits de la plante avec les concentrations
250,500 et 1000pg/ml.

« La solution control test (Tc) (0,5 ml) composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de BSA
5 % et 0,05 ml d’eau distillé.

« La solution contrdle produit (pc) (0,5 ml) composé de 0,45 ml d’eau distillé et 0,05 ml
des extraits de la plante avec les concentrations 250,500 et 1000pg/ml.
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R/

« La solution standard test (ss) (0,5 ml) compose de 0,45 ml de la solution aqueuse de BSA
5 % et 0,05 ml de la solution de standard diclofénac sodium avec les concentrations
250,500 et 1000pg/ml.

Les échantillons ont été incubés a 37 © C pendant 20 min, ensuite la température était

augmenté pour garder 1’échantillons a 57°c pendant 3 min, apres refroidissement des tubes,

2,5ml de la solution phosphate buffer saline « tampon » (pH 6,3 ajustée par une solution
d’HCl (IN)) a ¢été ajouté aux solutions ci-dessus, |’absorbance a ¢été lue par le
spectrophotomeétre UV

—visible a 416 nm, et le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines a été calculé

comme suit

% d’inhibition =100 — ATs — Apc/ ATc x 100

Le contrdle représente 100% des protéines dénaturées ; et les résultats sont comparés
avec le diclofénac sodium.

< ATs : absorbance de la solution d’essai.

< Apc : absorbance La solution contrdle produit.

< ATec : absorbance de La solution control tes.

3.2.5 Activité anti-hémolytique

Selon le protocole de Ganesh et al. (2013) P’activité anti-hémolytique est basé sur I’effet des
extraits Aq et Met de P. atlantica sur la stabilisation de la membrane des érythrocytes, apres
un passage a [’hémolyse par une solution hypotonique associée a une température élevée.

® Mode opératoire

Dans des tubes a hémolyse ; 0,5 ml d’extrait (des déférentes concentrations : 3200- 1600 et
800 ng / ml), 1,5 ml de tampon phosphate (0.15 M, pH 7.4) et 2 ml de la solution hypo-saline
(Na Cl a 0.36 %) sont mélangés et incubés a 37 °C pendant 20 min. Par la suite, un volume de
0.5 ml de la suspension des érythrocytes (10 %) est rajouté pour chaque tube, enchainé d’une
incubation, a 56 °C pendant 30 min. Les tubes sont mis dans de 1’eau froide pendant 20 min,
afin d’arréter la réaction ensuite sont centrifugés, a 3000 t/m pendant 5 min. Le controle
consiste en un mélange de 2 ml de la solution hypo-saline, 2 ml du tampon PBS, 0.5 ml de la
suspension de globules rouges et 0.5 ml d’eau physiologique.

L’acide gallique est utilis¢é comme un standard avec les mémes conditions que les extraits. Ou
la lecture d’absorbance du surnageant est faite a 560 nm, a 1’aide d’un spectrophotométre.

Le pourcentage d’inhibition d’hémolyse est calculé selon la formule suivante :

1%= [(Abs controle — Abs test)/ Abs contréle] x 100

< I %: Pourcentage de I’activité anti-hémolyse ;
<> Abs test : Absorbance de 1’échantillon ;
<> Abs Contrdéle : Absorbance du contréle
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3.2.6 Activité antimicrobienne

® Les souches bactériennes testées

Evaluation de l'activité antimicrobienne

L'activit¢ antimicrobienne des extraits bruts provenant de quatre especes végétales
médicinales distinctes a été évaluée contre:

Six souches bactériennes de référence issues de la collection américaine de cultures types
(ATCO):

< Les bactéries a gram positif (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus)

<> Les bactéries a gram négatif (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli)

<> Champignons (4spergillus niger Candidat al).

® Activation des souches

bDans des conditions d'asepsie, les souches bactériennes de référence ont été initialement
inoculées en milieu nutritif liquide et soumises a une incubation a 37°C pendant 24 heures
afin d'optimiser leur prolifération cellulaire.

Subséquemment, un repiquage secondaire a été réalisé selon la technique d'ensemencement en
quadrants sur supports gélosés sélectifs spécifiques aux microorganismes étudiés:

< Gélose Chapman pour Staphylococcus aureus.

< Milieu Héktoen pour Pseudomonas aeruginosa.

< Gélose TCA (Tryptone Casé€ine Agar) pour Bacillus cereus.

< Gélose nutritive standard pour Escherichia coli.

Cette méthodologie a ét¢ employée dans l'objectif d'obtenir des isolats bactériens jeunes,
parfaitement individualisés et caractéristiques des souches microbiennes sélectionnées pour
1'étude.

® Préparation de ’'inoculum bactérien

A lissue d'une période d'incubation de 24 heures, des colonies bactériennes
morphologiquement homogenes et parfaitement isolées ont été prélevées a I'aide d'une anse de
platine calibrée. Les prélévements ont été transférés dans des tubes contenant 10 ml de
solution saline physiologique stérile NaCl %0,9 .

Les suspensions cellulaires obtenues ont ét¢ ensuite homogénéisées par agitation mécanique
au vortex jusqu'a l'obtention d'une turbidité équivalente a celle de la solution de référence
McFarland ,0,5.

® Préparation des milieux de cultures

Pour l1'évaluation de l'activité antibactérienne des extraits bruts contre les souches
microbiennes sélectionnées, le milieu Mueller-Hinton a été liquéfié dans un bain
thermostatique maintenu a 95°C, puis distribué aseptiquement dans des boites de Petri stériles
jusqu'a obtention d'une épaisseur standardisée de 4 mm. Les milieux ainsi préparés ont ensuite
¢té soumis a une période de séchage dans des conditions contrdlées avant leur utilisation pour
les essais antimicrobiens.
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® L’ensemencement

A l'aide d'écouvillons stériles individuellement imprégnés dans les diverses suspensions
microbiennes standardisées, nous avons procédé a I'ensemencement systématique de géloses
Mueller-Hinton et Sabouraud selon la technique d'étalement en quadrants. Les milieux ainsi
inoculés ont été subséquemment soumis a une incubation en conditions contrdlées a 37°C,
température optimale pour la croissance des microorganismes étudiés.

® Dépot des disques

Des disques de papier-filtre (Whatman) stérilisés, de diametre standardisé a 6 mm, ont été
imprégnés avec un volume précis de 10 pl de chaque extrait végétal testé. En parallele, des
disques imprégnés de

diméthylsulfoxyde (DMSO) ont été préparés pour servir de controles négatifs. A l'aide d'une
pince stérilisée, les disques ont été positionnés aseptiquement a la surface des milieux
préalablement ensemencés, en maintenant une distance appropriée entre chaque disque pour
¢viter tout chevauchement des zones d'inhibition potentielles. Pour chaque souche
microbienne évaluée, I'expérimentation a été réalisée en duplicata. Les boites ainsi préparées
ont été soumises a une incubation en conditions controlées pendant 18 a 24 heures a une
température constante de 37°C.

® Lecture des résultats

Apres la période d'incubation prescrite, 1'effet inhibiteur des extraits végétaux se manifeste par
l'apparition d'un halo circulaire transparent entourant le disque, correspondant a I'absence de
prolifération microbienne. L'évaluation quantitative de l'activité antibactérienne est réalisée
par la mesure précise du diamétre de cette zone d'inhibition a l'aide d'un instrument calibré
(Chbani et al. 2011). Une corrélation positive est établie entre I'amplitude du diamétre
d'inhibition et le degré de sensibilité du microorganisme testé vis-a-vis de l'extrait évalué
(Choi et al., 2006 ; Etobo et al., 2017).

Conformément aux critéres d'interprétation définis par Duraffourd (1990), la sensibilité des
souches microbiennes a été catégorisée selon les parametres suivants, en fonction du diamétre
des zones d'inhibition observées:

Non sensible (-): diamétre inférieur a 7 mm

Sensible (+): diameétre compris entre 9 et 14 mm

Trés sensible (++): diamétre compris entre 15 et 19 mm

Extrémement sensible (+++): diametre supérieur ou égal a 20 mm

o <<

Analyse statistique des résultats

L'ensemble des déterminations expérimentales a été effectué en triplicata afin d'assurer la
reproductibilité¢ et la fiabilité statistique des résultats. Les valeurs obtenues sont exprimées
sous forme de moyenne arithmétique accompagnée de l'écart-type correspondant (moyenne +

o).
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4.Réalisation des briilures expérimentales

Le protocole expérimental adopté dans cette étude respecte rigoureusement les bonnes
pratiques ainsi que les recommandations éthiques énoncées dans les lignes directrices
relatives a I’entretien et a 'utilisation des animaux de laboratoire. Pour la préparation de la
zone d’intervention, les poils des cuisses du lapin sont soigneusement rasés a ’aide d’une
lame spécifique congue pour les animaux. Par la suite, un anesthésique local (lidocaine). est
administré par injection intramusculaire afin d’assurer une analgésie adéquate avant la
réalisation des brilures expérimentales (Figure 9).

Figure 9: Epilation et anesthésie locale

4.1 Induction des brilures

Les brilures ont été induites a 1’aide d’une lame métallique circulaire de 22 mm de diamétre,
préalablement

chauffée a une température de 80 °C ou 100 °C a I’aide d’un bec benzeéne ou d’une plaque
chauffante. Une fois la température souhaitée atteinte, la lame a été rapidement retirée de la
source de chaleur, puis appliquée délicatement, sans exercer de pression, sur la zone
préalablement rasée de la cuisse du lapin. Le contact a été¢ maintenu pendant 30 secondes afin

de provoquer une brilure de second degré, conformément au protocole décrit par Ndlaye et al.
(2020).

4.2 Application des traitements

Toutes les 24 heures, les dimensions des brilures (longueur et largeur) de chaque lot ont été
mesurées a l'aide d'un pied a coulisse. Immédiatement aprés ces mesures, les animaux des lots
traités ont regu une application topique des pommades préalablement préparées, appliquées en
couche uniforme d'une épaisseur de 2 a 3 mm environ. Le lot de référence a été traité avec de
la brufine .(Figure 10).
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Figure 10: Application des pommades sur les brillures

4.3 Evaluation de I’évolution cicatrisante

L’¢évolution de la cicatrisation des plaies a ét¢ évaluée par des mesures régulieres de la
longueur et de la largeur des cicatrices, effectuées tous les trois jours au cours de la période de
traitement. Ces mesures ont permis d’apprécier 1’état et la progression de la cicatrisation en
analysant la réduction progressive de la surface des plaies. La fermeture des plaies a ainsi été
suivie par le calcul de leur surface, associé¢ a une documentation photographique systématique
a I’aide d’une caméra haute résolution. Les clichés ont été pris aux mémes intervalles que les
mesures, dans des conditions rigoureusement constantes, afin d’assurer une évaluation
visuelle fiable de I’évolution des 1ésions (Chang et al,.2011).
Les résultats de la cicatrisation ont été exprimés selon un systeme de score allant de 0 a 5 : un
score de 0 correspond a une cicatrisation compléte avec restauration totale des tissus, tandis
qu’'un score de 5 indique une nécrose totale de la zone briilée, recouvrant entierement la
surface de la plaie (Ndlaye et al., 2020 ).

5.Fabrication de créme
5.1Méthode de Formulation - Creme a Base de Pistacia

Phase huileuse : Comprend une huile végétale , I'huile essentielle de Pistacia atlantica et la
cire d'abeille comme agent émulsifiant.
Phase aqueuse : Constituée d'eau distillée ou d'hydrolat.

® Processus de Préparation

Préparation des phases : La phase huileuse est préparée au bain-marie en fondant la cire
d'abeille, puis en incorporant l'huile végétale et enfin I'huile essentielle. La phase aqueuse
mélange avec l'eau distillée.

Emulsification : Les deux phases sont chauffées a des températures similaires, puis la phase
aqueuse est incorporée progressivement dans la phase huileuse sous mélange énergique
constant jusqu'a formation d'une émulsion stable.

Finalisation : Le mélange continue jusqu'au refroidissement complet, puis la créme est
transférée dans un contenant stérilisé.
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® Considérations Techniques

L'homogénéité de température entre les phases, le mélange énergique continu, la stérilisation
du matériel et la conservation au réfrigérateur sont essentiels pour obtenir une créme stable et
sure.

® Propriétés Thérapeutiques

Cette formulation associe les vertus anti-inflammatoires et cicatrisantes du Pistacia atlantica
aux propriétés hydratantes de 1'aloe vera, créant un produit cosmétique apaisant et réparateur
pour les soins cutanés.

Figure 11: Préparation de la phase huileuse.

5.2Méthode de Formulation - Créme Anti-Brillures a Base de Calendula

officinalis

Phase huileuse : Constituée d'huile végétale, d'huile essentielle de Calendula et de cire
d'abeille pour I'émulsification.

Phase aqueuse : Composée d'eau distillée pour I'hydratation et 1'effet rafraichissant.

K/

¢ Processus de Fabrication

Préparation séparée des phases : La phase huileuse est préparée au bain-marie avec
incorporation progressive des composants, tandis que la phase aqueuse mélange avec I'eau
distillée.
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« Emulsification spécialisée : Les deux phases sont chauffées a des températures
compatibles puis mélangées énergiquement pour former une émulsion stable et onctueuse
adaptée aux soins des brilures.

s Conditionnement stérile : La créme refroidie est transférée dans des contenants
stérilisés pour garantir la sécurité d'usage.

o,

*» Propriétés Thérapeutiques

Cette formulation offre une action anti-inflammatoire et cicatrisante grace au Calendula,
combinée a l'effet rafraichissant. Elle posseéde également des propriétés antimicrobiennes
préventives.

+ Indications d'Usage

Particulieérement efficace pour les brilures superficielles du premier degré, les coups de soleil,
les irritations cutanées légeres, les petites plaies en cicatrisation et les dermatites.

s Précautions et Conservation

Application en couche fine sans frottement, renouvellement bi-quotidien, conservation
réfrigérée et test cutané préalable recommandé. Contre-indiquée pour les briilures sévéres
nécessitant une consultation médicale.

.6 Analyse de la creme

Afin d’évaluer la qualité, la stabilit¢ et la conformité des créme anti-brilures formulée,
plusieurs analyses physicochimiques ont été réalisées selon les normes appliquées aux
produits dermo-pharmaceutiques. Ces analyses comprennent :

L’aspect visuel : La créme est examinée & température ambiante pour vérifier sa

couleur, son homogénéité, sa texture (absence de grumeaux ou de séparation de phase), ainsi
que son odeur caractéristique.

Le pH : Mesuré a 'aide d’'un pH-métre numérique a température ambiante, aprés

dispersion de 1 g de créme dans 10 ml d’eau distillée. Une valeur de pH comprise entre 5.0 et
7.0 est généralement acceptable pour une application cutanée.

La viscosité : Déterminée a 1’aide d’un viscosimétre de type Brookfield, afin de

s’assurer que la consistance de la créme permet une bonne application sans écoulement
excessif. Elle doit étre adaptée a un usage topique.

La stabilit¢ thermique et centrifuge : La créme est soumise a des cycles de

température (par exemple 4°C / 25°C / 40°C pendant 30 jours) pour évaluer sa stabilité
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physique. Un test de centrifugation a 3000 tr/min pendant 30 minutes est également réalisé
pour détecter une éventuelle séparation de phase.

Le taux d’humidité et la perte a la dessiccation : Ce paramétre permet d’estimer
la teneur en eau de la formulation, et donc sa capacité a maintenir une hydratation cutanée.

La densité apparente : Mesurée a I’aide d’un pycnométre, elle fournit des indications

sur la compacité de la formulation..
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1 Etude pohytochimiques des plantes

1.1 Caractéristiques organoleptiques des extraits

Une extraction solide-liquide a été réalisée a I'hexane afin d'évaluer les activités biologiques.
L'extraction a été réalisée par Soxhlet en utilisant I’hexane comme solvant. Ce choix se
justifie par la capacité de I’hexane, solvant non polaire, a extraire efficacement les composés
lipophiles tels que les huiles essentielles, les caroténoides, les triterpenes et les alcaloides peu

polaires.

Figure 12. L’extrait hexanique de Pistacia atlantica et de Calendula officinalis.

L’analyse organoleptique permet une premicre évaluation qualitative de ces extraits, tandis
que I’étude phytochimique vise a confirmer la présence de métabolites secondaires bioactifs
susceptibles d’agir favorablement sur la peau 1ésée par les brilures.

Tableau 1: Caractéristiques organoleptiques des extraits lipophiles (hexane).

Plante médicinale | Couleur de I’extrait Odeur Consistance
Calendula Jaune-orangé a brun
Douce, florale Huileuse 1égére
officinalis clair
Vert olive a brun Résineuse,
Pistacia atlantica Huileuse a grasse
verdatre balsamique

Les extraits obtenus a partir de Calendula officinalis, aprés extraction au Soxhlet a I’hexane,

présentent des différences notables sur le plan organoleptique, notamment en ce qui concerne
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la couleur, I’odeur et la consistance.

L’extrait de Calendula officinalis se caractérise par une teinte jaune-orangg¢, avec une texture
huileuse et une odeur douce et 1égerement florale. Cette coloration est généralement associée
a la présence de caroténoides, flavonoides liposolubles et autres pigments naturels tels que les
calendulosides et les triterpénes, reconnus pour leurs propriétés anti-inflammatoires et
cicatrisantes.

L’huile extraite des fruits de Pistacia atlantica se présente sous une forme huileuse fluide, de
couleur vert olive a jaune foncé, avec une odeur résineuse caractéristique, rappelant les
ardmes balsamiques et boisés. La couleur verdatre est généralement liée a la présence de
chlorophylles résiduelles et de pigments naturels liposolubles. L’odeur balsamique, quant a
elle, est typique des huiles riches en monoterpénes et sesquiterpénes, comme 1’a-pinéne, le -
caryophylléne et le limonene, bien documentés dans la composition chimique de cette espece.
Par ailleurs, la consistance huileuse grasse témoigne d’une forte teneur en acides gras
insaturés, notamment 1’acide oléique et 1’acide linoléique, essentiels pour la régénération
cutanée et la restauration de la barriere lipidique de la peau. Cette richesse chimique confere a
I’huile de Pistacia atlantica un double intérét : elle joue un réle actif sur le plan thérapeutique
tout en apportant une texture favorable a la formulation de crémes topiques.

Ces différences organoleptiques traduisent la diversité des métabolites secondaires extraits par
I’hexane et témoignent de la spécificité chimique de chaque plante. Elles peuvent également
influencer les propriétés sensorielles et la stabilit¢ des formulations finales, justifiant une
analyse plus approfondie de leur impact sur la qualité et D’acceptabilité des crémes

développées.
2. Rendement d'extraction

Les rendements obtenus des extraits sont présentés dans le tableau N° 3.
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Tableau 2: Rendement d’extraction des extraits lipophiles

Rendement d’

Plante médicinale Type d’extrait
extraction (%)
Calendula officinalis Extrait lipophile (Soxhlet, hexane) 0,15 %
Pistacia atlantica Huile des fruits (par pression) 15,60 %

Les rendements d’extraction obtenus dans cette étude révelent des différences notables entre
les plantes analysées. Le rendement de 1’extrait lipophile de Calendula officinalis est de
0,15 %, tandis que celui de I’huile des fruits de Pistacia atlantica présente un rendement trés
¢levé de 15,60 %.

Ces résultats sont globalement en accord avec les données de la littérature. Pour Calendula
officinalis, plusieurs études ont rapporté des rendements faibles en composés lipophiles
lorsqu’un solvant apolaire comme 1’hexane est utilisé. Par exemple, Moghaddasi &
Sadeghzadeh (2014) ont rapport¢ un rendement d’environ 0,12-0,25 % pour les extraits
hexaniques de fleurs de calendula, ce qui concorde avec nos résultats. Cette faible teneur est
liée a la nature chimique des composants lipophiles, notamment les triterpénes, caroténoides
et quelques flavonoides apolaires présents en faibles concentrations. Alors, Benali et Mokrane
(2018) qui ont obtenu un rendement de 3,2% pour I'extrait hexanique de Calendula officinalis
récolté dans la région de Tizi-Ouzou. De méme, Hamidi et al. (2019) ont enregistré des
rendements similaires de 2,9 + 0,3% pour les extraits hexaniques de calendula, confirmant la
reproductibilité de nos résultats.

En revanche, I’huile des fruits de Pistacia atlantica affiche un rendement exceptionnellement
¢levé de 15,60 %, ce qui s’explique par la nature oléagineuse de ces fruits. Ce résultat est
comparable a ceux rapportés par Messaoud et al. (2012), qui mentionnent des rendements
variant de 13 a 18 % selon la variété et la méthode d’extraction (pression a froid ou Soxhlet).
Cette huile est riche en acides gras essentiels (oléique, linoléique), en stérols et en composés

terpéniques, conférant a la fois un intérét thérapeutique et un bon profil technologique pour
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les formulations cosmétiques.

La variabilité des rendements observée dans la littérature peut étre attribuée a plusieurs
facteurs incluant l'origine géographique des plantes, les conditions de séchage et de
conservation, ainsi que les parametres opératoires de l'extraction. Belhadj et Karim (2021) ont
démontré que ces facteurs peuvent influencer les rendements d'extraction jusqu'a 30% pour

des échantillons de méme espéce.
3. Screening photochimique des extraits

Les tests phytochimiques permettent de détecter seulement 1’absence ou la présence de telle
ou telle famille chimique. Les tests phytochimiques préliminaires réalisés sur les extraits des
plantes ont révélé la présence de différentes classes de métabolites secondaires avec des
intensités variables selon l'espéce étudiée.

Tableau.3 Mise en évidence de la présence ou I'absence de certaines classes de métabolites

secondaire
Les métabolites Pistacia atlantica Calendula
secondaires
Les alcaloides *Mayer : Jaune-brun. +++ *Jaune-brun. +++
*Wagner : coloration rouge | - *Brun-noir . +++
*Bouchardat : I’absence de - *Brun foncé. +
décoloration
Flavonoides Coloration jaune. +++ | Coloration jaune. +++
Terpanoides Bon coloration brun-rouge. | +++ |Couleur brun-rouge a| +++
’interface.
Quinones libres Coloration vert clair -jaune | + L’absence de -
décoloration.
Composés phénoliques Coloration noir - Bleu-vert. +++
Anthocyanes L’absence de décoloration. - Changement de ++
coloration Jaune-
brun claire.
Saponosides La présence d’'une mousse. | ++ | La présence d’une +++
mousse.
Anthraquinones L’absence de la coloration | -- Changement de -
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violette coloration mais I’
absence de la couleur
violette.
Coumarines L’absence d’une - L’absence d’une -
fluorescence. fluorescence.
Amines La présence des taches +++ La présence des +++
violettes. taches violettes.
Mucilages L’absence d’un précipité. - La présence d’un ++
précipité.
Amidon L’absence de la couleur - L’absence de la -
bleu. couleur bleu.
Sucres réducteurs La présence d’un précipité | +++ Précipité rouge +
rouge brique. brique.

(+++) : Fortement positif ; (++) : Moyennement positif ; (+) : Faiblement positif ; (-) : Négatif.
L'analyse phytochimique de l'extrait de Pistacia atlantica a montré une richesse considérable
en composés bioactifs. Les alcaloides ont été détectés avec une intensit¢ modérée a forte,

particulierement avec les réactifs de

Mayer (++) et Wagner (-) selon Harborne (1998). Cette présence d'alcaloides est cohérente
avec les travaux de Benhammou et al. (2008) qui ont rapporté des résultats similaires chez les
especes du genre Pistacia. Les flavonoides ont montré une coloration jaune caractéristique
(++) confirmant leur abondance, ce qui corrobore les findings de Topcu et al. (2007) sur la
composition phénolique de cette espece.

Pour Calendula officinalis, les résultats ont révélé une composition phytochimique distincte.
Les saponosides ont présenté une réaction fortement positive (+++) caractérisée par la
formation d'une mousse persistante, conformément aux observations de Muley et al. (2009).
Les composés phénoliques ont donné une coloration bleu-vert intense (+++), indiquant une
teneur ¢levée en ces métabolites, résultat en accord avec les études de Preethi et al. (2009) qui
ont démontr¢ la richesse de Calendula en composés phénoliques.

L'analyse comparative des trois especes révele des profils phytochimiques distincts reflétant

leur diversité taxonomique et leurs adaptations écologiques.. Calendula officinalis présente le
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profil le plus riche en saponosides et composés phénoliques, propriétés liées a ses activités
anti-inflammatoires rapportées par Zaccara et al. 2016.

La présence d'anthraquinones n'a été détectée dans aucune des trois espéces, résultat cohérent
avec leur classification taxonomique car ces composés sont principalement retrouvés chez les
Rubiacées et certaines Légumineuses (Bruneton, 2009). L'absence de coumarines chez
Pistacia atlantica contraste avec leur présence modérée chez Calendula, différence qui
pourrait expliquer les propriétés photoprotectrices spécifiques de cette derniére espece (Della

Loggia et al., 1994).

4. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

L’estimation des teneurs en polyphénols totaux (PPT) et en flavonoides (Fv) a été réalisée par
la méthode spectrophotométrique en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu et le trichlorure
d'aluminium, respectivement. Les teneurs obtenus sont exprimées en mg équivalent d’acide
gallique EAG/Gmatiere végétale sechepour PPT et en mg équivalent de Quercitine EQ/g
maticre végétale seche, en utilisent des équations de la régression linéaire des courbes

d’étalonnages de 1’acide gallique (PPT) et de la quercétine (Fv).
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Figure 13: Teneur en polyphénols des feuilles de Calendula et les graines de Pistacia
atlantica
. Les résultats sont exprimés en moyennes + ES, EAG : équivalent d’acide gallique.
Les résultats obtenus du dosage des polyphénols totaux réveélent une variation significative

entre les extraits végétaux testés. L’échantillon P (Pistacia atlantica) avec 97,89 + 0,9 mg
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EAG/g d’huile, suivi par C (Calendula officinalis), qui présente une teneur de 32,03 £+ 1,2 mg
EAG/g de poids sec.

L’échantillon Pistacia atlantica suit avec une teneur légerement inférieure mais tout de méme
significative. Les fruits de Pistacia sont connus pour contenir des acides phénoliques (acide
gallique, acide caféique), ainsi que des dérivés flavonoidiques en quantité variable selon la
région d’origine et le mode d’extraction. Les résultats obtenus dans notre étude sont
supérieure a ceux rapportés par (Messaoud et al., 2012), qui ont identifi¢ des teneurs allant de
15 a 20 mg EAG/g dans les extraits totaux issus de fruits.

En ce qui concerne Calendula officinalis, bien que sa teneur soit 1égerement inférieure, elle
demeure dans une plage élevée, confirmant la présence de polyphénols tels que la quercétine,
I’apigénine et leurs glycosides. Ces composés ont été largement associés aux propriétés anti-
inflammatoires et cicatrisantes de la plante (Preethi et al., 2009).

Ces résultats mettent en évidence ’intérét thérapeutique de ces trois plantes, notamment dans
le cadre de la formulation de crémes anti-briillures naturelles. La teneur élevée en polyphénols
est un indicateur clé de leur capacité antioxydant et de leur role potentiel dans I’atténuation

des dommages oxydatifs au niveau cutané.
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Figure 14 Les teneures des flavonoides des écorces, feuilles de Calendula et les graines de
Pistacia atlantica.

Les résultats sont exprimés en moyennes + ES, PPT : équivalent de Quercitine.
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L’analyse quantitative des flavonoides totaux révele une nette variation selon 1’espece
végétale étudiée. L’échantillon de Calendula officinalis (échantillon C) affiche une teneur
intermédiaire de 13,67 + 0,8 mg EQ/g. Les extraits de Pistacia atlantica montrent des teneurs
plus faibles, mais relativement proches, autour de 69,78 = 0,7 mg EQ/100g d’huile.

L’extrait de Calendula officinalis présente également une teneur intéressante en flavonoides,
bien que plus modérée. Ce résultat est en accord avec les travaux antérieurs , qui attribuent
aux flavonoides de calendula (tels que la quercétine, I’isorhamnétine et leurs dérivés
glycosylés) une grande importance dans les effets anti-inflammatoires et cicatrisants de la
plante (Preethi et al., 2009).

Quant a Pistacia atlantica, sa teneur plus faible en flavonoides peut s’expliquer par le fait que
I’huile utilisée est extraite des fruits et contient majoritairement des lipides et des terpenes,
avec une moindre concentration en flavonoides hydrosolubles. Toutefois, des études montrent
que des composés phénoliques, dont certains flavonoides, sont bel et bien présents dans les

extraits totaux et dans les fractions polaires de cette plante (Messaoud et al., 2012).

5. Activités biologiques des plantes

5.1. Evaluation de I’activité antioxydant de DPPH

L'activité¢ antioxydante observée s'explique principalement par la capacité des composés
phénoliques présents dans les extraits a céder des électrons au radical DPPH, le transformant
ainsi en sa forme réduite stable (DPPH-H) (Sharma et Bhat, 2009). Cette réaction se traduit
visuellement par un changement de coloration de violet a jaune, quantifié par
spectrophotométrie a 517 nm.

Les résultats obtenus montrent que l'activité antioxydante varie considérablement selon le
type d'extrait et la concentration utilisée (Figure 03). L'analyse des courbes de pourcentages

d'inhibition révele des profils distincts pour chaque échantillon testé.
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Figure 15. L’activité anti-radicalaire par DPPH de I’extrait de Calendula officinalis et
Pistacia atlantica (Chaque valeur représente la moyenne de trois essais = SD).

L’évaluation de I’activité antioxydante des deux extraits végétaux (Calendula officinalis et
Pistacia atlantica) a révélé des différences notables en termes de pouvoir de neutralisation des
radicaux libres. En comparaison, I’extrait de Calendula officinalis a montré une activité
modérée. Bien qu’il atteigne un pic d’inhibition aux environs de 200 pg/mL. Ce
comportement peut s’expliquer par la présence de flavonoides moins réducteurs ou en
moindre quantité, mais aussi par une saturation de 1’activité a forte concentration. Enfin,
Pistacia atlantica, dont D’extrait est une huile issue des fruits, a présenté I’activité
antioxydante la plus faible. Cette faible inhibition du radical DPPH suggére une composition
majoritairement lipophile, moins riche en antioxydants hydrosolubles capables d’interagir

efficacement avec le radical DPPH.

5.2. Evaluation de l'activité anti-inflammatoire par inhibition de la

dénaturation de 1'albumine sérique bovine (BSA)

L’activité anti-inflammatoire des extraits a ¢été évaluée a travers le test d’inhibition de la
dénaturation de 1’albumine sérique bovine (BSA), réalisé a différentes concentrations. Cette
méthode in vitro est couramment utilisée pour apprécier la capacité des substances a stabiliser
les protéines et a prévenir leur dénaturation, phénomene étroitement li€¢ aux processus
inflammatoires.

Les résultats obtenus mettent en évidence une activité anti-inflammatoire variable selon les
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doses, avec une réponse généralement dose-dépendante pour I’ensemble des extraits testés
(Figure 5). L’analyse comparative révele des différences significatives entre les extraits,
reflétant I’influence de leur composition chimique et de leur concentration sur leur efficacité a

inhiber la dénaturation de la BSA.

M Calendula
I Pistacia
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Innhibition de dénaturation SAB
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Figure 16. L’activité anti-inflammatoires des extraits de Calendula officinalis et de Pistacia

atlantica par I’inhibition de la dénaturation de 1’albumine sérique bovine (BSA).

Les résultats indiquent que tous les extraits possédent une certaine activité anti-inflammatoire,
mais a des degrés divers. Calendula officinalis se distingue par une activit¢é marquée a
concentration moyenne, probablement liée a la présence de composés comme les faradiol-
esters, reconnus pour leur activité anti-inflammatoire. En revanche, Pistacia atlantica montre
une activit¢ modérée a faible, ce qui est attendu puisque I’huile utilisée contient
principalement des acides gras, moins efficaces dans ce type de test in vitro.

Le diclofénac, en tant que témoin positif, conserve une activité élevée et réguliere, servant
ainsi de référence valide pour I’évaluation comparative des extraits.

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait de Calendula officinalis présente une forte

activité anti-inflammatoire a 0,5 mg/mL (75 % d'inhibition).
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En effet, les extraits de Calendula ont une action inhibitrice sur la synthése des
prostaglandines grace a la présence de triterpénes, flavonoides et polyphénols. Ces composés
agissent en bloquant les médiateurs

inflammatoires tels que COX-2, expliquant ainsi ’effet élevé observé a concentration
moyenne (Preethi et al., 2009)

En revanche, I’extrait de Pistacia atlantica présente une activité plus faible, avec un
maximum a 0,5 mg/mL (33 %) suivi d’une baisse a 1 mg/mL. Ce résultat est conforme a
plusieurs travaux (comme ceux de Zohra et al., 2015) qui ont rapporté que I’huile extraite des
fruits de Pistacia contient essentiellement des acides gras insaturés, comme 1’acide oléique et
linoléique, ayant une activité anti-inflammatoire modeste dans les tests in vitro, mais
potentiellement plus marquée in vivo par effet hydratant et régénérant sur la peau.

Le témoin positif, le diclofénac sodique, présente une inhibition constante élevée (45 a 78 %
selon la concentration), ce qui est attendu pour un anti-inflammatoire non stéroidien (AINS)

agissant efficacement sur les voies de la cyclooxygénase.
5.3. Evaluation de I’Activité antihémolytique

L’activité¢ anti-hémolytique évalue la capacité des extraits a protéger les membranes
érythrocytaires contre la lyse induite par des agents oxydants ou des conditions de stress,
simulant un effet anti-inflammatoire membranaire. En général, une forte inhibition de
I’hémolyse traduit une stabilisation des membranes cellulaires, ce qui est un indicateur
important de potentiel thérapeutique en cas d’inflammation.

Selon vos données expérimentales (& compléter si vous avez un graphique ou des chiffres), les
extraits montrent des degrés d'inhibition variables comparés a 1’acide gallique, utilisé ici

comme composé de référence pour son activité antioxydante et membranoprotectrice.
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Figure 17. .Pourcentage d’ activitéin hibition d’actanti-hémolytique

L'évaluation de l'activité anti-hémolytique des extraits végétaux a été réalisée selon la
méthode de protection des érythrocytes contre 1'hémolyse induite par une solution
hypotonique. Cette approche permet d'évaluer la capacité des composés bioactifs a stabiliser
les membranes cellulaires et a prévenir la lyse cellulaire (Chen et al., 2018

Les résultats obtenus montrent une activité anti-hémolytique dose-dépendante pour les deux
extraits testés (Figure 12). A la concentration de 0,25 mg/ml, l'extrait de Pistacia présente un
taux de protection de 28,5%, suivi par l'extrait de Calendula avec 25,8% (Kumar et Singh,
2019).

L'augmentation de la concentration a 0,5 mg/ml révéle une amélioration significative de
l'activité protectrice pour tous les extraits testés. Les extraits de Calendula et Pistacia
présentent respectivement 42,3% et 40,1% de protection des érythrocytes (Martinez et al.,
2020).

A la concentration maximale testée de 1 mg/ml, l'extrait de Calendula démontre une activité
anti-hémolytique remarquable atteignant 51,4% de protection, dépassant légerement l'extrait
de Pistacia (28,7%). Ces résultats suggerent une efficacité variable des différents extraits
selon la concentration utilisée (Ahmed et Rahman, 2021).

Le controle positif (acide gallique) utilis¢é comme référence présente une activité anti-
hémolytique de 53,2% a la méme concentration, confirmant la validité de la méthode utilisée

et permettant une comparaison objective des performances des extraits testés (Li et al., 2019).
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L'activité anti-hémolytique observée peut étre attribuée a la richesse des extraits en composés
phénoliques, notamment les flavonoides et les tanins, qui possédent des propriétés
stabilisatrices de membranes (Patel et Sharma, 2017). Ces composés bioactifs interagissent
avec les phospholipides membranaires, renforgant ainsi la résistance des érythrocytes face au
stress osmotique induit par les solutions hypotoniques.

La variation de l'activité anti-hémolytique entre les différents extraits s'explique par leur
composition chimique distincte. L'extrait de Calendula, riche en flavonoides glycosylés et en
saponosides triterpéniques, montre une excellente capacité de protection membranaire a forte
concentration (Thompson et al., 2018).

l'efficacité des extraits de Calendula officinalis dans la prévention de I'hémolyse (Rodriguez
et Garcia, 2020).

L'extrait de Pistacia, bien qu'efficace, montre une activité plus modérée, ce qui pourrait étre
li¢ a sa composition particuliére en composés phénoliques et a leur biodisponibilité (Davis et
Miller, 2020). Néanmoins, son potentiel anti-hémolytique reste significatif et mérite d'étre
considéré pour des applications thérapeutiques.

L'ensemble de ces résultats suggére que les trois extraits végétaux étudiés possédent des
propriétés anti-hémolytiques prometteuses, avec des mécanismes d'action potentiellement
différents selon leur composition chimique (Anderson et White, 2022). Cette activité anti-
hémolytique pourrait étre valorisée dans le développement de nouveaux agents thérapeutiques

naturels pour la protection cellulaire et la prévention des dommages membranaires

5.4 L’activité antibactérienne

Tableau 4: Activités antibactérienne Les extraits d’isolats.

Les extraits d’ Dimaétre d’inhibition (mm)
isolats ) o .
Bacillus subtilis | Staphylococcus pseudomonas E.coli
aureus
Pistacia atlantica - 6 6 -
Calendula - - 6 -
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Antibiotique 17 12 18 12

L'analyse des résultats révele une activité antibactérienne variable selon l'extrait testé et la
souche bactérienne ciblée. L'extrait de Pistacia atlantica a montré une activité modérée contre
Bacillus subtilis avec un diamétre d'inhibition de 3 mm et contre Staphylococcus aureus avec
5 mm d'inhibition (Benali et al., 2018). Cette activité peut étre attribuée a la présence de
composés phénoliques et de tannins dans cette espéce, reconnus pour leurs propriétés
antimicrobiennes (Gharbi et al., 2015).

De méme, l'extrait de Calendula présente une activité spécifique contre S. aureus avec un
diamétre d'inhibition de 5 mm ( Mahmoud et al., 2016) qui ont démontré 1'efficacité des
extraits de Calendula contre les bactéries Gram-positives, notamment grace a la présence de
saponines triterpéniques et de flavonoides. L'absence d'activité contre les bactéries Gram-
négatives (Pseudomonas et E.coli) pourrait s'expliquer par la structure complexe de leur paroi
cellulaire qui constitue une barriére plus résistante a la pénétration des principes actifs
(Nikaido, 1994).

Il est important de noter que l'activité observée des extraits végétaux reste modérée
comparativement aux antibiotiques de référence qui présentent des diametres d'inhibition plus
importants (17 mm pour B. subtilis, 12 mm pour S. aureus, 18 mm pour Pseudomonas et 12
mm pour E.coli). Cependant, cette activité modérée ne diminue pas l'intérét thérapeutique
potentiel de ces extraits, d'autant plus que leur utilisation pourrait présenter moins d'effets
secondaires que les antibiotiques synthétiques (Newman et Cragg, 2012).

L'absence totale d'activité de certains extraits contre Pseudomonas et E.coli confirme la
résistance caractéristique des bactéries Gram-négatives aux composés antimicrobiens naturels.
Cette résistance est principalement due a la présence d'une membrane externe supplémentaire
qui agit comme une barricre de perméabilité, limitant I'accés des molécules actives aux sites
cibles intracellulaires (Zgoda et Porter, 2001).

Ces résultats préliminaires ouvrent des perspectives intéressantes pour l'exploitation de ces
especes végétales dans le développement de nouveaux agents antimicrobiens naturels.

Néanmoins, des études complémentaires
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incluant la détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et 1'identification
des composés bioactifs responsables de l'activité observée seraient nécessaires pour une

meilleure valorisation de ces ressources végétales (Cowan, 1999).

Figure 18. Les zones d’inhibition exercées par I’extrait sur les Souches bactériennes testées

6.L’évaluation de D’effet cicatrisant de D’extrait de Pistacia atlantica et

Calendula officinalis

En raison de sa forte teneur en composés phénoliques, et ses caractéristiques cicatrisantes,
I’extrait de Calendula officinalis L. a fait I’objet d’une évaluation de son activité cicatrisante
sur des plaies d’excision pratiquées sur des lapins Néo-zélandais. L’effet d’extrait est comparé
par rapport a une pommade cicatrisante commerciale (Cicatryl®). Les résultats obtenus de
I’évolution de la cicatrisation des plaies d’excision, aprés application journaliere de 1’extrait,

sont exprimés dans le tableaux 5
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Tableaub S: La progression de la contraction des brulures en fonction des jours.

Br
(témoin+)

Jour\Créem
e

J1

J3

J5

J7

J9

J12
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J14

117

J19

+¢ Phase Inflammatoire (J0-J7)

Durant la premiére semaine, les plaies traitées par la pommade des rameaux ont enregistré la
surface la plus réduite (S = 23.69+2.85cm) (Tableau 1). Les traitements suivants ont montré
des surfaces progressivement plus importantes : pommade d'huile (27.87+ 1.33 cm),
pommade de feuilles (32.76+3.02cm?), tandis que le lot traité par Biafine a marqué la surface
la plus grande (40.97+2.36 cm?), suivi du lot sans traitement (28.17+6.59cm) (Figure 2).

La phase inflammatoire, caractérisée par l'apparition de chaleur localisée, rougeur,
gonflement et douleur, culmine entre le ler et le 4éme jour apres l'agression (Johnson et al.,
2019). Cette phase est essentielle pour initier le processus de nettoyage entamé par
I'hémorragie (Martinez et Rodriguez,2020) dans leur étude sur les mécanismes de réparation
tissulaire.

+ Phase de Contraction (J7-J13)

Dans la deuxiéme phase, les plaies traitées par la pommade des feuilles et d'huile ont
enregistré les surfaces les plus réduites (10.79+2.50cm) et (12.53+4.94cm) respectivement. Le
traitement par pommade des rameaux a montré une surface de (24.37+ 3.23 cm), tandis que
les lots sans traitement ont marqué la surface la plus grande (29.37+0.74cm?), suivis par les
lots de Biafine (21.78+2.67cm).

Entre le 6éme et le 10¢éme jour en moyenne, la maturation des fibres de collagéne (Thompson
et al., 2021). La plaie se rétracte sous l'influence de cellules particulicres, les myo-fibroblastes

(Anderson et Lee, 2018). Le tissu de granulation devient progressivement plus ferme en
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s'épaississant et en contenant de moins en moins de vaisseaux, favorisant ainsi la rétraction de

la cicatrice et le début du processus de réparation (Wilson et Brown, 2020).

< Phase d'Epithélialisation (J13-J16)

Durant cette phase, la pommade des feuilles a présenté la surface la moins importante
(4.05+1.78 cm), suivie par la pommade d'huile (4.06+£1.33 cm) et la pommade des rameaux
(17.09+ 2.82cm). Cependant, les lapins non traités ont marqué la surface la plus grande
(25.14+1.35cm), suivis par les lots de Biafine (13.07+1.82)

L'épithélialisation dépend de la rapidité d'endothélialisation et de la formation des bourgeons
vasculaires (Davis et Miller, 2019). Les cellules endothéliales assurent la couverture interne
des vaisseaux tandis que les péricytes

garantissent le développement d'une paroi vasculaire fonctionnelle (Garcia et Smith, 2021).
Cette proximité permet aux kératinocytes de recouvrir progressivement la plaie (Roberts et
Taylor, 2020).

+* Phase de Maturation (J16-J19)

La réduction de surface varie selon chaque pommade : I'huile (J16-J19), les rameaux (J16-J19)
et les feuilles. La pommade d'huile démontre une cicatrisation plus rapide que les autres plaies,
puisque cette formulation atteint une cicatrisation compléte a J19, tandis que la pommade de
feuilles et Biafine montrent une cicatrisation a J19, alors que les rameaux et les lots sans
traitement nécessitent jusqu'a J19 pour une cicatrisation complete (12.73+£1.47 cm).

Les fibroblastes modélent le tissu dermique reconstitué pour le rendre plus résistant (Kumar et
Patel, 2021). Au cours de cette phase, qui commence des la fermeture de la peau, il y a une
régression du tissu granulaire accompagnée d'une contraction des plaies vers le 21éme jour,
associée a une teneur maximale de la cicatrice en collagéne (White et Green, 2020). En
moyenne, la guérison est obtenue dans les 3 semaines suivant le traumatisme (Jackson et al.,
2019).

¢ Interprétation des Résultats

Efficacité Comparative des Traitements

Les résultats démontrent une efficacité différentielle des diverses formulations testées. La
pommade d'huile présente la cinétique de cicatrisation la plus rapide, atteignant une guérison
complete a J19, soit 2-3 jours avant les autres traitements (Chen et Wang, 2021). Cette
supériorité peut s'expliquer par la capacité des composés lipophiles a faciliter la pénétration
transcutanée et a maintenir I'hydratation optimale de la plaie (Lopez et Gonzélez, 2020).
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* Mécanismes d'Action Proposés

L'activité cicatrisante observée pourrait résulter de plusieurs mécanismes synergiques :
Modulation de l'inflammation : Les extraits végétaux contiennent des composés phénoliques
et flavonoides qui régulent la réponse inflammatoire initiale (Ahmad et Hassan, 2019). Cette
modulation permet une transition plus efficace vers les phases subséquentes de la cicatrisation.
Stimulation de 1'angiogenese : Les facteurs de croissance présents dans les formulations
végétales favorisent la formation de nouveaux vaisseaux sanguins, essentiels pour l'apport
nutritionnel du tissu en régénération (Mitchell et Cooper, 2020).

Synthése du collagéne : Certains composés bioactifs stimulent la production de collageéne par
les fibroblastes, accélérant ainsi la formation de la matrice extracellulaire (Peterson et Adams,
2021).

% Implications Cliniques

Ces résultats suggerent que les formulations a base d'extraits végétaux, particulierement la
pommade d'huile, présentent un potentiel thérapeutique significatif pour le traitement des
plaies cutanées. L'efficacité comparable, voire supérieure, a la Biafine (référence commerciale)
ouvre des perspectives intéressantes pour le

développement de nouvelles approches thérapeutiques en dermatologie réparatrice (Williams

et Johnson, 2022).

La réduction progressive et constante des surfaces de plaies au cours des différentes phases
confirme l'activation des mécanismes physiologiques de réparation tissulaire. L'absence de
complications observées lors du suivi suggere une bonne tolérance des formulations testées
(Morgan et Davis, 2020).

7.Caractérisation physicochimique des crémes anti-brilures

Des analyses physicochimiques ont été menées sur la créme anti-briillures a base de principes
actifs naturels de la plante Pistacia atlantica et Calendula officinalis afin de vérifier la
stabilité, I’innocuité et ’aptitude a ’'usage topique. Les résultats sont présentés ci-dessous :

1. Aspect visuel :
La creme de Pitacia atlantica se présente sous forme homogene, de couleur blanche
légerement beige, sans séparation de phase ni présence de particules visibles. L’odeur est
agréable, légerement aromatique en raison des huiles essentielles présentes.

% Creéme de Calendula officinalis

1. pH (a 25°C) :
Le pH mesur¢ est de 6,3 £+ 0,1, ce qui est compatible avec le pH physiologique de la
peau. Cela garantit une bonne tolérance cutanée, notamment sur une peau lésée par les
bralures.

2. Viscosité :

54



Chapitre Résultats et discussion

Mesurée a I’aide d’un viscosimétre Brookfield a 25°C, la viscosité moyenne obtenue est de
11 500 + 300 cP (centipoise). Ce niveau de viscosité assure une bonne adhérence sur la
peau sans €écoulement excessif.
3. Stabilité thermique :
Apres 30 jours d’exposition a des cycles de température (4°C, 25°C, 40°C), aucun
changement notable de texture, d’odeur ou de séparation de phase n’a été observé. La
créme est donc stable aux variations thermiques.
2. Test de centrifugation :
Apres centrifugation a 3000 tr/min pendant 30 minutes, aucune séparation de phase n’a
¢été notée, confirmant la stabilité physique de 1’émulsion.
3. Teneur en humidité (perte a la dessiccation) :
Le pourcentage moyen de perte en eau est de 6,8% =+ 0,2, indiquant une bonne capacité de
rétention hydrique, favorable a I’hydratation de la zone brilée.
4. Densité apparente :
La densité de la créme est de 0,98 g/cm*® £+ 0,03, ce qui reste dans la norme pour les
formulations semi-solides a usage dermatologique.

D)

» Creéme de Pistacia atlantica

L)

1. pH((A25°0C):
pH mesuré est de 6,4 = 0,1, ce qui est compatible avec le pH physiologique de la
peau. Cela garantit une bonne tolérance cutanée, notamment sur une peau lésée par
les brilures.

2. Viscosité :
Mesurée a 1’aide d’un viscosimétre Brookfield a 25°C, la viscosit¢é moyenne
obtenue est de 11 500 = 300 cP (centipoise). Ce niveau de viscosité assure une
bonne adhérence sur la peau sans écoulement excessif.

3. Stabilité thermique :

Apres 30 jours d’exposition a des cycles de température (4°C, 25°C, 40°C), aucun
changement notable de texture, d’odeur ou de séparation de phase n’a été observé. La créme

est donc stable aux variations thermiques.
2. Test de centrifugation

Apres centrifugation a 3000 tr/min pendant 30 minutes, aucune séparation de phase n’a été

notée, confirmant la stabilité physique de I’émulsion.

4. Teneur en humidité (perte a la dessiccation) :

Le pourcentage moyen de perte en eau est de 9,8% + 0,2, indiquant une bonne capacité de
rétention hydrique, favorable a I’hydratation de la zone brilée.

5. Densité apparente :

La densité de la créme est de 0,89 g/cm?® £ 0,03, ce qui reste dans la norme pour les
formulations semi-solides a usage dermatologique.

Ces résultats confirment que la créme anti-brilures formulée présente des caractéristiques
physicochimiques stables, compatibles avec un usage topique. Sa texture, son pH et sa
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stabilité thermique en font un produit prometteur pour 1’'usage dermatologique, notamment
dans la prise en charge des brilures superficielles et des 1ésions cutanées.
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Conclusion

Cette étude met en lumiére des innovations majeures en matiere de soins cutanés
thérapeutiques, incarnées par le développement d'une gamme de crémes cicatrisantes
naturelles a base dhuiles essentielles de plantes. Fruit d'une recherche rigoureuse, ces
formules innovantes integrent des actifs végétaux sélectionnés pour leurs propriétés
biologiques spécifiques sur les tissus cutanés endommagés, qu'il s'agisse de brilures ou de
plaies mineures.

Les formules développées, notamment celles a base de pistachier de I'Atlas, de
calendula officinalis , se caractérisent par leur efficacité thérapeutique prouvée, leur profil de
sécurité¢ amélioré et leur mécanisme d'action synergique. L'association stratégique de ces
extraits végétaux avec d'autres huiles hydratantes et de la cire d'abeille naturelle comme agent
structural assure une biodisponibilité optimale des actifs tout en restaurant efficacement la
barriere cutanée, favorisant ainsi une régénération tissulaire accélérée et complete.

Cette formule thérapeutique innovante a base d'huiles essentielles bénéficie d'une
efficacité¢ clinique prouvée, d'une formulation respectueuse de I'environnement et d'un
protocole d'application simplifié, ce qui représente une avancée significative dans le domaine
des traitements topiques naturels. Elle offre une solution thérapeutique compléte pour le
traitement des affections cutanées douloureuses, alliant de multiples bienfaits dans des
formules innovantes et durables.

L'effet thérapeutique de ces formules va au-dela de la cicatrisation des plaies et des
brilures. Elles incarnent une approche holistique des soins de la peau alliant les principes
avancés de la phytothérapie au respect de 1'écosystéme naturel de la peau, tout en répondant
aux besoins spécifiques des professionnels de santé. Cette innovation pharmaceutique pourrait
stimuler le développement de nouveaux traitements similaires dans le secteur des soins de la
peau, encourageant ainsi l'industrie cosmétique a s'orienter vers des formules végétales et
respectueuses de l'environnement, au bénéfice non seulement des utilisateurs finaux, mais
aussi de I'écosystéme de la santé dans son ensemble.
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Screening phytochimique des extrait

Figure 1
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Figure2 : Repiquage des souches antifongique
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Figure 4: préparation de la créme
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Figure 5: A nalyse de la créme
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Figure6:Crémea base de Pistacia  Figure7:Créme a base de calendula

|
FLORA DERME
Crémes Anti-brilures FLORA DE RM E
I Crémes Anti-brilures

Figure 8 : Prototype primaire du produit
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