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INTRODUCTION

Introduction

L’inflammation est [’ensemble des modifications tissulaires, vasculaires
et humorales consécutives a des Iésions cellulaires et tissulaires causées par les déférents
agents: physiques, chimiques ou microbiens. Elle se déroule dans le tissu conjonctif quel
que soit 1’étiologie et a pour but d’inactiver ou détruire les agents pathogenes, et puis
réparer les effets de 1’agression.

Cependant un exces de reactivité dans les tissus provoque une transformation de la
phase aigué de I’inflammation en phase chronique.

Des problémes de santé publique importants liés a des maladies inflammatoires
chroniques telles que I'asthme et I'arthrite sont de plus en plus présents dans le monde.

Le traitement actuel de I’inflammation fait appel aux anti-inflammatoires
stéroidiens (glucocorticoides) et non stéroidiens comme I’aspirine. Ces molécules bien
qu’étant efficaces présentent le plus souvent des effets indésirables qui peuvent limiter
leur utilisation a long terme. Dans les pays en voie de développement, les plantes
possédant une activité anti-inflammatoire pourraient constituer une alternative dans
la thérapeutique anti-inflammatoire du fait de leur meilleure accessibilité et de leur
moindre toxicité en général.

En médecine traditionnel, approximativement 80% de la population Africaine ont

consideéré les plantes médicinales la principale source pour leurs besoins de se soigner.

Notre travail est une contribution a 1’évaluation de I’activité anti-inflammatoire
de recettes traditionnelles a base de deux plantes: Fraxinus angustifolia et Galium mollugo,

en utilisant le test de 1I’cedéme plantaire a la carragénine chez la souris.
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I. Les composés phénoliques

Les plantes produisent une énorme variété de produits naturels avec des structures
extrémement diverses. Ces produits sont communément appelés les métabolites
secondaires (Springob et Kutchan, 2009).

Les polyphénols constituent le groupe de métabolites le plus large et le plus
répandu du regne végetal, ils peuvent étre conjugués avec un ou plusieurs résidu(s) sucré(s)
lié(s) ou ils peuvent également étre liés avec d’autres composés chimiques, tels que
des acides carboxyliques, des amines ou des lipides. Des liaisons avec d’autres phénols

existent également (Martin et Andriantsitohaina, 2002).
I.1. Biosynthése

Les compsés phénoliques sont issus de deux voies biosynthétiques : celle

de I’acide shikimique et celle de I’acétate (Martin et Andriantsitohaina, 2002).
1.1.1. Voie de shikimate

La voie shikimate conduit en premier lieu, via 1’acide shikimique, a la synthése des
acides amines aromatiques (phénylalanine et la tyrosine) a partir du phosphoénolpyruvate
et de ’erythrose-4-phosphate (Bruneton, 2008). Ces acides aminés servent de précurseurs
a I’acide p-coumarique (Richter, 1993).

La désamination de la phénylalanine en acide cinnamique de la tyrosine en acide
p-coumarique est catalysée par des enzymes spécifiques: la phénylalanine ammonia-lyase
et la tyrosine ammonia-lyase. Dans le cas de la phénylalanine 1’acide p-coumarique
se forme en générale par hydroxylation de I’acide cinnamique grice a un acide cinnamique
4-hydroxylase, qui est souvent associé a la phénylalanine ammonia lyase
(Figure 1) (Richter, 1993).

1.2.2. Voie de polyacétate

La voie polyacétate conduit a la formation des composés polycyclique, par
cyclisation et condensation de chaines polyacétate (poly-B-cetoesters) de longueurs
variables (Figurel) (Guignard, 1996; Bruneton, 2008).

De plus, la diversité structurale des composés polyphénoliques, due a cette double

origine biosynthétique est encore accrue par la possibilit¢ d’une participation simultanée
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des deux voies dans 1’élaboration de composés d’origine mixte, les flavonoides. (Martin et
Andriantsitohaina, 2002).

Shikimate pathway

e ™ ™
OH
(o] HO 0 O
Phosphoenol O‘
pyruvate —* "  HO NHo 5 b OH
Phenylalanine Malonvl Flavonol
PA alony
\. - J CoA 0 OH
HO Q
é - R O I
Cinnamic acids OH O
CaH l ) Flavone
4
OH
HO Ol O HO ¥ O
o H o OH .
HO CoAS OH O OH
HCA HCA-CoA Chalcone Anthocyanidin
\. J N
Phenylpropanoid pathway Flavonoid branch pathway

Figure n° 01: Les voies de biosynthese des phytophénols (Sakihama et al., 2002).
1.2. Classification

La classification des composés phénoliques différe d’un auteur a un autre.
La premiere classification a été proposée par Gayon (1968) en se basant sur la structure
moléculaire et le nombre d’atomes de carbone. Deshpandes et al., en 1986 ont divisé
les composés phénoliques des plantes selon leur structure. En 1987, Rakipov les a classé
selon le principe biogénétique. Richter en 1993, a proposé cing groupes différents
en se basant sur leur structure de base.

La classification suivie dans ce travail est celle décrite par Guignard en 1996, qui

est basée sur 1’origine biosynthétique des métabolites secondaires.
1.2.1. Dérivés de la voie de shikimate

Chez les plantes supérieures, un petit nombre de composés dérive directement

du shikimate ou des composés en amont de la chaine de biosynthese (Guignard, 1996).
1.2.1.1- Acides phénoliques

Les acides phenoliques sont des composeés en sept atomes de carbones organisés en
CeCy provenant de I’acide cinnamique ou de ’acide benzoique (dérivé de la cinnamate)

(figure n°1).
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v Acides phénoliques provenant de I’acide cinnamique

Ces acides sont des dérivés qui se forment a partir de 1’acide cinnamique grace

a des substitutions au niveau de son cycle aromatique (Richter, 1993) (Figure n°2).

A1
F2
@NCGGH

Figure n°2 : Structure chimique de I’hydroxycinnamique : R1=H et R2=0OH: acide p-
coumarique, R1=0H et R2=0H: acide caféique (Negrao et Faria, 2009)

v Acides phénoliques provenant de I’acide benzoique
Ces acides sont des dérivés hydroxylés de I’acide benzoique, sont trés communs

aussi bien sous forme libre que combinée a I’état d’ester ou hétéroside (Bruneton, 2008)
(Figure n°3)

A1

R COaH
RS

Figure n°3 : Structure chimique de 1’acide hydroxybenzoique : R1=0OH,
R2=0H et R3=0H: acide gallique (Negrao et Faria, 2009)
1.2.1.2. Coumarine
Les coumarines sont issues du métabolisme de la phénylalanine via 1’acide
shikimique par estérification et cyclisation, se formant par une substitution sur un cycle
aromatique analogue a celle des dérivés de I’acide cinnamique. Presque toutes

les coumarines sont substituées par un hydroxyle en position C7. (Guignard, 1993;
Richter, 1993; Bruneton, 2008) (Figure n°4).

Figure n°4 : Structure chimique des coumarines (Kostova, 2007).
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1.2.2. Dérivés de la voie de polyacétate (Flavonoides)

Les flavonoides sont les métabolites les plus distribués dans le regne végétal,
formés a partir des acides aminées aromatiques phénylalanines et tyrosine et malonate
(Pietta, 2000; Ghedira, 2005). Ces composés ont une structure fondamentale (le noyau
flavan), qui se compose de 15 atomes de carbone, arrangés en deux noyaux aromatiques A
et B liés par un autre noyau hétérocyclique C sous la forme Cg-C3-Cg (Figure n°5) (Pietta,
2000; Rita et Ana, 2009).

Figure n°5 : la structure basique des flavonoides (Irfan et al., 2006)
v Classification

Plus de 4000 composés de flavonoides déférents ont été déja identifiés dans
la nature, la variation de position, du nombre et de la nature des substituants
de ces composes expliquent leurs grande diversité dans la nature (Aders, 2002).

Les différentes classes de flavonoides se different par le niveau d’oxydation
et le type de substitution de I’anneau C, pendant que les composés d’une méme classe
different par le type de substitution des anneaux de B et A (Pietta, 2000).

Et selon ces parametres et la modification apportée aux flavonoides, on distingue
plusieurs classes : les Flavones, les Isoflavones, les Flavanols, les anthocyanidines,
les Chalcones.....etc (Irfan et al., 2006) (Tableau n° I).
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Tableau I : Classification des flavonoides.
Flavonoides Remarque Structure (Heim, 2002) | Exemple (Heim,
2002)

Présente des R1=H; R2=0H:
substitutions en Apigenol

Flavones positions C5, C7, C3’ R1=0H; R2=0H:
et C4’, et une liaison Luteolol
C2-C3 insaturée
(Bruneton, 2008)
Ont une liaison C2-C3 R1 H; R2 H; R3
de moins que les OH: Naringenol

Flavonones Flavones (Richter, R1 OH; R2 OH; R3
1993) OMe: Hesperetol
Dérivent des R1=H; R2=0H;
Flavonones par R3=H: Kaempferol

Flavanols addition de OH en R1=0H; R2=0H;
position 3 (Richter, R3=H: Quercetol
1993)
Proviennent d’une
transposition

Isoflavones secondaire du noyau R1=H: Daidzeol

aromatique en
présentant une
substitution du noyau
benzénique en position
3 (Ghedira, 2006 ;
Bruneton, 2008)

R1=0H: Genisteol

a1 R1=H; R2=H:

Sont des aglycones qui on | Pelargonidol

se distinguent des | o @ . R1=0OH;  R2=H:
Anthocyanidines | autres par des @ c Cyanidol

substitutions sur le o

cycle B (Richter, 1993) on

Dépourvues de

[’hétérocycle central et
Chalcones caractérises par la Xanthohumol

présence d’un chainon
carboné  (Bruneton,
2008)




CHAPITRE I : LES COMPOSES PHENOLIQUES

1.2.3. Tannins

On distingue, chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tannins différents par
leurs structure aussi bien que par leurs origine biogénétique : les tannins hydrolysables

et les tannins condensés (Bruneton, 2008).
1.2.3.1. Tannins hydrolysables

Ces métabolites issues du métabolisme de 1’acide shikimique (Bruneton, 2008)
sont des esters d’un sucre (généralement le glucose) ou d’un alcool polyhydrique
et d’un acide phénolique, pouvant étre 1’acide gallique dans le cas des tannins galliques,
ou l’acide hexahydroxydiphénique (HHDP) et ses dérivés d’oxydation dans le cas
des tannins ellagiques (Derbel et Ghedira, 2005; Bruneton, 2008) (figure n°6).

COOH OH OH
HO OH
HO OH  Ho | OH
OH HO,C  CO,H
A 3B

Figure n° 6: Structure de 1’acide gallique (A) et de I’acide hexahydroxydiphénique (B)
(Derbel et Ghedira, 2005).

1.2.3.2. Tannins condensés

Les tannins condensés sont des polymeres flavaniques (Derbel et Ghedira, 2005;

Bruneton, 2008) formes par des unites monomériques (flavan-3-ol) reliées par des liaisons

interflavanique carbone-carbone (figure n°7) (Bennick, 2002).
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OH
OH
OH

OH R =3[ -0H: (+)-catéchine
R =3 o - OH : ()-epicatéchine

Procyanidine dimére B1

Figure n°7 : Structure de la catéchine, de 1I’épicatéchine (A) et d’un tannin condensé(B)
(proanthocyanidol) (Derbel et Ghedira, 2005).

1.3 Propriétés biologiques

L’explication de I’efficacité supposée de nombreuses plantes médicinales repose en
partie sur la présence de composés phénolique (Hennebelle et al., 2004). Ces derniers,
possédent de remarquables activités biochimiques et pharmacologiques dues
essentiellement a leur pouvoir antioxydant (Djeridane et al., 2006) et a I’inhibition
de certaines enzymes impliquées dans la genese de certaines pathologies
(Chang et al., 1994; Yoon et Baek, 2005). En effet, I’étude des antioxydants d’origine
végétale suscite de plus en plus d’intérét pour la prévention et le traitement des maladies

a caracteres inflammatoires et cardiovasculaires (Olayinka et al., 2009).

Les polyphénols sont en effet capables d’abaisser la pression artérielle chez le rat
(Yoon et Baek, 2005), d’empécher I’oxydation des lipoprotéines a faible densité (LDL)
(Kim et al., 2008), et de stabiliser les cellules immunitaires (Mantovani et al., 2006).
IlIs ont été décrits comme des anti-allergénes (Shohaib et al., 2011),
des anti-thrombotiques et des anti-tumoraux (Martin et Andriantsitohaina, 2002)
(Figure 8).
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Action sur les cellules du
systéme immunitaire Anti-tumoraux

Anti-oxydant

NF-kB
Détoxifiant <«——~, POLYPHENOLS<_———> Anti-inflammatoire

/ \ A

Vasodilatateur Anti-thrombotique

m
eNOS NO

iNOS

Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure n°08: Les activités biologiques des polyphénols
(Martin et Andriantsitohaina, 2002).

En phytothérapie, méme si certaines indications sont communes a plusieurs classes
de composés phénoliques, chaque classe chimique semble étre utilisée pour des activités
spécifiques (Hennebelle et al., 2004). (Tableau I1)

Tableau Il : Activités biologiques des composés phénoliques (Bahorun, 1997)

POLYPHENOLS ACTIVITES
Acides Phénols Antibactériennes
(cinnamiques et benzoiques) Antifongiques

Anti-oxydantes
Protectrices vasculaires
Anti-eedémateuses

Coumarines

Anti-tumorales
Anti-carcinogenes
Flavonoides Anti-inflammatoires
Hypotenseurs et diurétiques
Anti-oxydantes

Anthocyanes Protectrices capillaro-veineux

Effets stabilisants sur le collagéne
Anti-oxydantes
Proanthocyanidines Anti-tumorales

Antifongiques
Anti-inflammatoires

Tannins galliques et catéchiques Une Anti-oxydantes
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l. INFLAMMATION

L’inflammation qui associe rougeur et tumeur, chaleur et douleur est une réaction
de défense de I’organisme immeédiate et transitoire face aux agressions ( Paul et Winyard;
Guillonneau et al., 1998; Binard et Saraux, 2006). Elle se traduit par un ensemble
de réactions cellulaires et moléculaires locales et périphériques, déclenchees a partir
d’un foyer afin de circonscrire 1’agression, l’infection ou le traumatisme, il s’agit
d’une prévention suivie d’une réparation nécessaire au retour de la fonction du tissu
(Raymondjean, 2007).

Quel que soit le siege de I’inflammation et la nature de 1’agent pathogéne,
le déroulement d’une réaction inflammatoire présente des mécanismes communs
néanmoins, les différentes étapes présentent des variations liées a la nature de I’agent
pathogéne, I’organe ou elle se déroule, le terrain physiologique de I’hote.

Tous ces éléments conditionnent I’intensité, la durée de la réaction inflammatoire

et I’aspect Iésionnel (Roussellet, 2005).
I1.1- Les facteurs de ’inflammation

L’inflammation fait intervenir des cellules, des vaisseaux, des modifications
de la matrice extracellulaire et de nombreux médiateurs chimiques qui peuvent
étre pro ou anti-inflammatoires et qui peuvent modifier ou entretenir la réponse
inflammatoire (Rousselet, 2005).

Les médiateurs de I’inflammation comprennent le systeme enzymatique
plasmatique, les cellules du systeme immunitaire et les produits pathogénes eux-mémes
(Male, 2005).

11.1.1 Facteurs étiologiques

Des agents exogénes ou endogene (les antigénes, les auto-antigénes, les complexes
immuns circulants, les cristaux formés dans les liquides biologiques) peuvent provoquer
des réactions inflammatoires (Bayes, 1997; Russo-Marie, 2000).

Cependant, I’agent agresseur peut se présenter selon trois formes (tableau I11)
(Rosso-Marrie, 2000).
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Tableau 111 : Evénement initiateur de ’inflammation (Russo-Marrie, 2000)
Physique Chimique Infectieux
> Bactéries
» UV » Toxiques LPS
» Radiations > Antigénes paroi
» Traumatismes > Allergénes super antigenes
» Corps étrangers > virus
> levure

UV : ultraviolet LPS : lypopolysaccarides

11.1.2 les médiateurs cellulaires

11.1.2.1 Les cellules phagocytaires
% Les polynucléaires neutrophiles (PNN) : sont produites dans la moelle osseuse,
stimulés par des cytokines inflammatoire, ils migrent de la microcirculation sanguine
vers le site inflammatoire par diapédése (Figure 10) (Binard et Saraux, 2006).
Leurs différentes fonctions sont: la phagocytose, la régurgitation.

% Les PN éosinophiles : elles complétent 1’action des neutrophiles, leurs différentes
fonctions sont :
-la phagocytose limitée (complexes immuns)
- La libération de protéines enzymatiques (arylsulfatases, histaminases)
(Raynaud, 2008)

+ Les PN basophiles et les mastocytes

Le contenu enzymatique des polynucléaires basophiles et des mastocytes est
comparable, or que ces derniéres sont des cellules non circulantes présentes dans les tissus
mais les polynucléaires basophiles sont présents dans le sang circulant.

Ces cellules jouent un réle important dans les phénomeénes vasomoteurs associés
aux réactions inflammatoires grace a la libération du contenu enzymatique

de leurs granules cytoplasmiques; histamine et héparine (Genetet et al., 2005).
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11.1.2.2 Les plaquettes

Elles jouent un role fondamental dans :
- 1’hémostase par leur agrégation,
- la protéolyse de la matrice extracellulaire au niveau du site inflammatoire par
dégranulation de leurs enzymes lysosomiales (hydrolases, cathepsines),
- la libération de dérivés de I’acide arachidonique (prostaglandines, leucotriénes
et thromboxanes) ayant des actions locales (vasomotricité, attraction de polynucléaires)

et des effets généraux (fievre) (Binard et Saraux, 2006; Raynaud, 2008).
I1.1.3 Les médiateurs d’origine cellulaire

- Les amines vasoactives: Les polynucléaires basophiles et les mastocytes liberent
de I’histamine; les plaquettes libérent de la sérotonine, tous deux sont de puissants

vasodilatateurs (Genetet et al., 2005).

- Les Eiocasonoides : sont des médiateurs dérivés de 1’acide arachidonique qui est libéré

des membranes cellulaires par la phospholipase A2 (Male, 2005).

- Les Radicaux libres: Ils sont produits par la membrane plasmique des polynucléaires
a la suite de I‘activation de la NADPH oxydase qui produit I’ion super oxyde qui est
transformé en hydrogéne peroxyde (H2O,) par la super oxyde dismutase. Le H,O, peut
aussi réagir avec 1’ion super oxyde pour donner le radical hydroxyle qui est un puissant

oxydant (Figure X). Le H,0O, est dégradé par la catalase et la glutathion peroxydase.

- Les Cytokines: sont des médiateurs protéiques capables a la fois d’activation
et d’inhibition du processus inflammatoire. Deux d’entre elles, I’interleukine-1 (IL-1)
et le TNFa, jouent un role majeur dans le déroulement de 1’inflammation. Sous leur action,
les cellules produisent des médiateurs lipidiques, des enzymes protéolytiques, des radicaux
libres (NO’, O;) qui sont directement responsables des signes de 1’inflammation

(Jacqz-Aigrain et Guillonneau, 1998).
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I1.2 Le mécanisme de I’inflammation

Les mécanismes de DI’inflammation peuvent étre regroupés selon la séquence

et les manifestations cellulaires et tissulaires suivantes :
11.2.1 Phase vasculaire et plasmatique

Cette phase se traduit cliniquement par les quatre signes de I’inflammation aigué:
rougeur, chaleur, cedéme et douleur. Elle comporte trois phénoménes: une congestion
active, un cedéme inflammatoire (I’exsudat) et une diapédese leucocytaire
(figure 9) (Rousselet, 2005).

Chimiotaxie>
Exsudation de
Vasodilatation glolécules sériques

sl Flux sanguin Adhésion
des leucocytes

y y Expression des molécules
Contraction des muscles lisses d‘adhésion et des chimiokines

Artériole Capillaire Veinule

Figure n°09 : Les éléments de 1’inflammation (Male, 2005).

-La congestion active : Elle se définit par I’augmentation de la quantité de sang
artériel arrivant au site de I’inflammation suivie d’une vasodilatation et enfin un
ralentissement du courant sanguin. Les principaux responsables de cette congestion active
sont I’histamine et la sérotonine libérées par les mastocytes et les plaquettes, et
I’activation du systeme des Kinines, les prostaglandines en particulier PG2 qui potentialise
les effets de I’histamine et de la bradykinine, enfin les fractions activées C3; et Cs du
complément (Diebold et al., 1995).
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- L’cedéme inflammatoire : L’cedéme est riche en albumine, fibrinogene,

facteurs de la coagulation, enzymes diverses, immunoglobulines (Diebold al., 1995).

- La diapédése leucocytaire: C’est la migration des leucocytes en dehors
de la microcirculation et leur accumulation dans le foyer lésionnel. Les polynucléaires
migrent pendant les 6 a 24 premiéres heures, puis un peu plus tard (en 24 a 48 heures)
les monocytes et les lymphocytes. 1l s’agit d’une traversée active des parois vasculaires qui
comporte plusieurs étapes: marginalisations des leucocytes, leur adhérence aux cellules

endothéliales, et le passage trans-endothélial de ces derniers (Rousselet, 2005).

Veinule

= \\\ Intégrines
@ @ % Endothélium

7 ) |

Sélectines CAM

T
—

ﬂ j Cytokines
TNF K
IL1 g2

Tissu Chimiokines Chimiotaxie

Figure n°10 : les étapes de migration des leucocytes dans les tissus (Male, 2005).

11.2.2 Phase cellulaire

L’afflux des cellules sur le site de ’inflammation est dans les environs d’une trentaine
de minutes aprées une présence de polynucléaires neutrophiles plaqués le long des cellules

endothéliales (Genetet et al., 2005).
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11.2.3 phase de régénération
Elle se traduit en plusieurs étapes :

v Elimination de 1’agent causal et des débris cellulaires et tissulaires du foyer
inflammatoire de fagon interne (phagocytose, pinocytose); externe par les orifices naturels
ou par formation d’abcgés.

v" Une cicatrisation (Cohen, 1986; Schorderet et al., 1998; Haslet et al., 2000).
11.3 Biochimie de I’inflammation

Les médiateurs vaso-actifs sont I’histamine et la sérotonine, les Kkinines, les

prostaglandines et les leucotriénes.
I1.3.1 L’;edéme inflammatoire

Son origine est lié a I’association des mécanismes de congestion active qui
provoque une augmentation de la pression hydrostatigue d’ou un passage
d’une grande quantité d’eau et d’électrolytes, et a I’augmentation de la perméabilité
capillaire ,ce qui permet un passage non de sang de substances de poids
moléculaires élevés L’histamine libérée localement par les mastocytes est responsable
de cette rétraction des cellules endothéliales qui se gonflent et se globalisent

par pénétration de liquide (Diebold et al.,1995).
11.3. La cascade des prostaglandines et des leucotriénes

Tous les stimuli inflammatoires provoquent la synthése des prostaglandines
et leucotriénes. La cascade des prostaglandines dépend initialement des deux formes
enzymatiques dites COX1 et COX2 de la cyclo-oxygénase. COX1, présente a 1’état basal
dans la plupart des tissus, permet la synthese des prostaglandines exercant des fonctions
physiologiques au niveau de I’estomac, du rein, etc. Alors que COX2, induite par
les cytokines de I’inflammation, permet la synthése des prostaglandines de 1’inflammation,

jouant un réle vaso-actif et amplifient les phénomeénes douloureux (figure 11).
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Figure n°11: Production et action des prostaglandines et du thromboxane.

Ces médiateurs lipidiques amphiphiles prostaglandine et leucotriéne sortent
de la cellule ou ils ont ét¢ formés et vont provoquer une série d’effets autocrines
et paracrines par l’intermédiaire de récepteurs spécifiques ils vont ainsi contribuer
a la vasodilatation (pro-inflammatoire).

Cependant ces dérivés de 1’acide arachidonique et quelques acides gras insaturés
(acide linoléique, acide linolénique) pouvaient avoir des effets anti-inflammatoires,
ces effets relévent d’une action intracellulaire de ces médiateurs.

Cette dualité des effets pro et anti-inflammatoires serait régulée d’une maniére

spatiotemporelle (Rosso-Marrie, 2000).
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I11. Activité anti-inflammatoire

Les substances a activité anti-inflammatoire sont destinées a contréler 1’exces
de réaction spécifique des tissus et a éviter la transformation de la phase aigué
de I’inflammation en phase chronique, (Muster, 2005) et du fait de la grande variété
des stimuli pathogenes (immuns, microcristaux, infections, corps étranger, traumatismes...)
qui peuvent léser 1’organisme, les anti-inflammatoires sont utilisés pour traiter toutes

les pathologies a caractere inflammatoire, (Muster, 2005).
111.1 Les anti-inflammatoires synthétiques

Ces substances demeurent une des classes thérapeutiques les plus utilisées dans
le monde, que ce soit dans le cadre de la prescription médicale ou de celui

de I’automédication, en raison de leurs propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiques

et antalgiques (Jouzeau, 2004).

Il existe deux grandes classes de medicaments possedant des effets

anti-inflammatoires : les anti-inflammatoires non stéroidiens et les glucocorticoides.

Stimulus physiologique Stimulus inflammat.
®IL1 ©
] Phospholipides

l [fj?S_Aj,i 13 ll sphohpase A2 J Glucocorticoides
g4 1

— = Araohodonata
[cox1 | lcox2 |
/’ " 3 Lipo-oxygénase
Prostaglandine H Glucocorticoides Leucotriene A4
il Leucotriene By Leucotriéne C4, Dg
Prostaglandines Thromboxane A, Chimiotactisme  Bronchoconstriction
N
v o - -
gré:t‘:étml g:triph c Inflammation : [ ulceres Anomalies de
Fonction rénale * oma x‘aésqdilatation } I'hématopoiese \
Hyperalgie diatases * Asth ' Grossesse, !
Dilatation bronchique ~ Protéases * sl * Allaitement

Figure n°12 : Les différents sites d’intervention des anti-inflammatoires synthétiques

(Jacgz-aigrain et Guillonneau, 1998)
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111.1.1 Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) :

Les anti-inflammatoires non stéroidiens sont caractérisés par 1’absence de structure
chimique stéroidienne, a I’inverse des corticoides. Ils sont classés en dérivés salicylés,
dérivés indoliques, acides, arylcarboxyliques, dérivés oxicam, déerives fénamates, dérivés

pyrazolés et autres (Jacqz-aigrain et Guillonneau, 1998).
v' Mécanismes d’action

Le mécanisme d’action largement accepté des médicaments anti-inflammatoires
non stéroidiens est I’inhibition de la conversion d’acide arachidonique en endoperoxides
cyclique par I’enzyme cyclooxygenase (Blain, 2001).

L’inhibition des cyclo-oxygénases par les AINS a donc, d’une part, un effet
anti-inflammatoire qui est principalement li¢ a I’inhibition de COX2, (Jacgz-aigrain
et Guillonneau, 1998), d’autre part, réduit les effets physiologiques des prostaglandines
(Burmester, 2000). Notant comme exemple le diclofénac qui agit de maniére équivalente
sur COX1 et COX2 (Jacqz-aigrain et Guillonneau, 1998).

L ]

A Cytokines pr::l-ir1rJeamm.‘at:‘;iresﬁ1
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| Acide arachidonigue |

I=]| Certicoides, salicylés ?
‘*\. Inkibiteurs p3g-MALK
Inhibiteurs NF-x 8
COoX-1 COoX-2
constitutionnelle
(=]

inductible
<ﬂ| AINS classiques H
A

Production basale Production stimuldée
deicosancides d'eicosancides

Physiologie +++ Physiclogie ++
Pathologie + Pathologie +++

Figure n°13 : Modulation pharmacologique des enzymes de la cyclo-oxygénase
(Jouzeau et al., 2004)
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111.1.2 Les glucocorticoides
Les glucocorticoides sont dérivés par synthese du cortisol. Ils possedent
des propriétés anti-inflammatoires, antiallergiques et immunosuppressives puissantes

et une action minérale corticoide réduite (Jacgz-aigrain et Guillonneau, 1998).
v' Mécanismes d’action

Contrairement aux anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), les glucocorticoides
sont capables d’inhiber toutes les phases de la réaction inflammatoire (Muster, 2005),
lls se lient a des récepteurs intracellulaires, le complexe formé agissant au niveau
de I’ADN et modifiant la transcription de nombreux geénes. Dans le cadre
de I’inflammation, les glucocorticoides inhibent la transcription des génes de COX2 (alors
qu’ils n’ont pas d’effet sur COX1), de la phospholipase A2 et inhibent donc a la fois
la synthése des prostaglandines et des leucotrienes. Cela explique la grande efficacité
des glucocorticoides sur les phénoménes inflammatoires. Les glucocorticoides réduisent
aussi sur les migrations cellulaires vers le site inflammatoire, modulent les fonctions
cellulaires des lymphocytes et macrophages et modifient la production des cytokines.

(Jacgz-aigrain et Guillonneau, 1998)
111.2 Les anti-inflammatoires phénoliques

Le traitement des maladies a caractéres inflammatoire par les molécules
synthétiques entraine chez les patients des perturbations métaboliques tel que 1’ulcere
(Bjarnason et al., 1993), perturbation de la fonction rénale (Triebskorn et al., 2004),
suppression de la réponse aux infections (Steinmeyer, 2000), ostéoporose (Falcini
et al, 1996), cataractes (Foster et Barrett, 1993). Les molécules d’origine végétale ont été
étudiées et ont prouvé leur effet anti-inflammatoire dans des modeéles in vitro et in vivo
(Gupta et al., 2006; Subhan et al., 2007; Patra et al., 2010; Goetz, 2011; Valli, 2012;
Chouhan et al., 2012). Les polyphénols ont été largement étudiés pour leur activité
préventive ou curative de I’inflammation (Nigrao, 2009). Ces derniers peuvent moduler

la cascade des événements inflammatoires et agissent selon plusieurs mécanismes.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Barrett%20F%22%5BAuthor%5D
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111.2.1 Inhibition des enzymes pro-inflammatoires

Plusieurs études ont démontré que les polyphénols sont capables d’inhiber certaines
enzymes impliquées dans la genese de la reaction inflammatoire, les principaux sites
d’action sont la phospholipase Ay, les cox et la 5-LPO (Ferreira and Vane, 1974; Chang
et al.,, 1994; Yoon et Baek, 2005) (Figure 13). L’inhibition de PLA 2 provoque
le blocage de la production des médiateurs inflammatoires provenant du métabolisme
des acides aminés (Nigrao, 2009).

Les flavonoides exhibent différents effets inhibiteurs sur la Nitrite oxyde synthétase
inductible (NOSI), la quercetine régulait I’expression de la NOSi au niveau traductionnel,
en inhibant la production du NO (Santangelo et al., 2007). De nombreux travaux
ont indiqué que les flavonoides exercent un effet inhibiteur sur le métabolisme de 1’acide
arachidonique (Ferrandizet al., 1990) tel que la chrysine, apigenine, phloretine, lutéoline,
morine, galangine et catéchine en inhibant I’activité de la cyclooxygénase-2 (Landolfi et
al., 1984; Gabor, 1986; Han et al., 2005;Girotti-Chanu, 2006; Yang et al., 2009).
La quercitine régulait négativement I’expression de la COX-2 dans les macrophages
(Miyak et al., 1997) et elle bloque I’action des LPO (Stavric, 1994). Les bioflavonoides
sont un groupe de flavonoides qui exercent un puissant effet inhibiteur sur la PLA;
(Middleton et al., 2000).

111.2.2 Activité antioxydant

Les polyphénols possédent de remarquables activités biochimiques
et pharmacologiques dues essentiellement a leur pouvoir antioxydant (Djeridane et al.,
2006)

IT est connu dans la littérature que les especes réactives de 1’oxygeéne et de 1’azote
sont impliquées dans plusieurs maladies impliquant un processus inflammatoire
(Beaurova and Bezek, 1999; Rahman, 2002; Horton, 2003 ; Afonson et al., 2007).
Ces molécules provoquent des lésions au niveau du tissu environnant par oxydation
directe et initient la lipoperoxydation provoquant une destruction membranaire (Kanner
et al., 1987).

Les espéces réactives de 1’oxygeéne activent la matrice métallo protéique
(collagénase) causant des dommages observes dans de variables réactions arthritiques.
Ainsi les agents scavengers de ces especes peuvent étre utilisés dans le traitement
de I’inflammation (Gutteridge, 1995).
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La propriété des flavonoides la mieux décrite est leur activité antioxydant et leur
capacité a piéger les radicaux hydroxyles (OH) les anions super-oxydes (O, ) et le radical
NO, grace a leur groupement hydroxyle (C3-OH) fortement réactif (Ghedira, 2005), selon

la réaction suivante :
Flavonoide (OH) + R™ — flavonoide (O") + RH (Ghedira, 2005)

La phagocytose qui accompagne une infection est suivie d’une production
d’especes oxygénées réactives par les neutrophiles ce qui va promouvoir I’inflammation
(Ward, 1994). Il est intéressant de noter que de nombreux flavonoides sont capables
de contrer cette production d’espéces oxygénées (Limass et al., 1993). Les flavonoides

inhibent également 1’adhésion et 1’agrégation des plaquettes (Roengsumran et al., 2000).
111.2.3 Action sur les facteurs de transcription

Il a ét¢ montré que les flavonoides sont capables d’inhiber d’autres médiateurs
impliqués dans le processus inflammatoire comme la protéine C réactive ou les molécules
d’adhésion. La modulation de la cascade des événements moléculaires menant
a une surexpression de ces médiateurs est initiée par 1’inhibition du facteur de transcription
tel que NF-kB et AP-1 a travers Dinhibition de la protéine kinase impliquée
dans la transduction su signal (Figure 14).

Des études in vitro ont confirmé que les flavonoides tel que la quercitrine inhibent

la production du NO et I’expression de la NOSi (Gonzalez-Gallego et al., 2007).

Par ailleurs, les flavonoides sont susceptibles de diminuer la libération d’histamine
des basophiles et des mastocytes (Middleton et Drzewiecki, 1984).
Les flavonoides sont de puissants inhibiteurs de la prolifération des lymphocytes B et T,
cet effet antiprolifératif pourraient s’expliquer par la capacité des flavonoides a inhiber
I’activité de certaines enzymes impliquées dans 1’inflammation protéines kinases (protéine

Kinase C ou protéine tyrosine kinase) (Mookerjee et al., 1986; Namgoong et al., 1994).
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Figurel4 n° : Un modéle schématique de quelques effets anti-inflammatoire des flavonoides
(Gonzalez-Gallego et al., 2007)
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IV. Matériels et méthodes

IV.1. Matériels

IV.1. 1. Matériel vegétal

IV.1.1.1. Fraxinus angustifolia

e Description botanique

Le fréne un arbre qui atteint de 8 a 15 m de haut, a écorce lisse de couleur grise,
ses feuilles composées, sont disposée 5 a 9 folioles opposées, un peu étroites et dentées.
Ses fleurs forment des bouquets latéraux assez fournis, rougeatre et sans pétales ni sépales
Ses fruits tombent en grappes. Le fruit est une graine prolongée d’une longue aile.
(Khadem, 2000)

e Classification

Régne : Végetal

Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Astéridées

Ordre : Oléacées Figure n°15 : Photographie des feuilles de Fraxinus angustifolia

Famille : Fraxinus

Genre : Angustifolia

Espéce : Fraxinus angustifolia

Appellation local : Dardar, mesharouane, lessane et acefour (arabe); Taslen, Asléne
(berbére)

Appellation commune : Le Fréne ; fréne oxyphylle (Rameau et al., 1989).

o [Effets et usages médicinaux

Quelques especes trouvent I’application dans la médicine, les feuilles sont
principalement recommandées contre la fiévre et les rhumatismes (Kostova et lossifova,
2007), Les extraits et les métabolites de Fraxinus se sont avérés a posséder des activités
régénératrices de peau, anti-inflammatoires, modulatrice immunitaire, antimicrobiennes,

antioxydants, dans la prévention des dommages photodynamiques et activité
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antiallergique, aussi c’est un diurétique et un effet purgatif doux et laxatif (Calis
et al., 1993). En Ecosse, la tradition exigeait que 1’on donne aux nouveau-nés une cuillerée
a café de seve de fréne (Paul, 2001).

L’ écorce du fréne américain (Fraxinus americana) est employée comme fortifiant
amer et astringent. Plusieurs espéces de fréne produisent une séve nourrissante utilisée
comme laxatif pour les enfants. Le fréne-ome (Fraxinus omus), connu pour son action

antioxydant, est cultivé en Europe du Sud pour sa seve (Paul ,2001).

e Habitat

Le fréne oxyphylle est présent en région méditerranéenne dans le sud de I’Europe,
I’ouest de I’Asie (jusqu’a I’ouest de I’lran) et dans le nord de I’Afrique. Il est
généralement présent dans la vallée au bord des riviéres pour son besoin d’humidité
et sa préférence des soles ayant un pH basique (Rameau et al, 1989).

e Composition chimique :

Le genre Fraxinus est une source riche en composés phénoliques biologiquement
actifs, dont plusieurs ont été identifiés comprenant des coumarines (Tableau 1V),
des secoiridoids, des phenylethanoids, des flavonoides (la rutine, 1’astragaline
et la nicotiflorine) et des lignanes.

Ce qui prouve que les futures investigations phytochimiques et biologiques
sur I’espéce de Fraxinus sont de grandes importances (lossifova et al., 1997; Kostova

et lossifova, 2007).

Tableau IV : les types de coumarines présents dans les extraits de Fraxinus angustifolia.

e 4 s R1 R2 R3 R4
R‘ef : o\ 0
Re

Esculetin H OH OH H
Esculin H OGLc OH H
Cichoriin H OH OGLc H
Fraxine H OMe OH OGLc
Fraxinol OMe OH OMe H




PARTTE PRATIQUE : MATERIELS ET METHODES

1V.1.1.2. Galium mollugo

e Description botanique

Plante vivace et rampante de 20-80 cm a feuilles
étroites d’un vert foncé en verticilles et a minuscules
fleurs blanches disposées en touffes (80 cm de haut).
La tige anguleuse et plusieurs petites feuilles (3)
disposées en verticilles autour cette tige. Elles sont cing
fois plus longue que large, les fruits sont assez gros,
glabres (Rohfritsch, 1967; Paul, 2001).

e Classification :

Figure n°16 : photographie de la plante Galium mollugo

Regne Planta

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Rubiales

Familles Rubiaceae

Genre Galium

Espéce Galium mollugo

Nom commun Gaille-Lait, Caille-lait blanc, Gaillet mollugine,
Mollugine

Nom vernaculaire arabe Mokhatiralhalib

Nom targui ou berbére Fwawa (Paul, 2001)

o [Effets et usages médicinaux

Diurétique efficace, le gaillet blanc est souvent prescrit en cas d’affections
cutanees comme la séborrhée, I’eczéma et le psoriasis, mais aussi contre les cedémes
des glandes lymphatiques. Elle est diurétique, sudorifique et antalgique et est utilisée pour

soigner les calculs rénaux et d’autres troubles urinaires.
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Autrefois, on la disait méme efficace contre le cancer. En homéopathie, contre
les gonflements des glandes et les enflures (John et Ogle,1862). La plante est

antispasmodiques, contre 1’épilepsie et I’hystérie (Perroti et al., 1999).

e Habitat

La plante est trés commune, se rencontrant dans les lisieres, les broussailles,
chemins, prairies et pentes jusqu’a 2100m. Aime les sols secs, alcalins (Rohfritsch, 1967).
Elle est répandu en Europe et en Amérique du Nord, le gratteron pousse dans
de nombreuses autres régions tempérees, notamment en Australie, On la cueille a la fin

du printemps, juste avant la floraison (Paul, 2001).
e Composition chimique

La plante est riche en Iridoides (notamment de I’aspéruloside, 1égérement laxatif),
anthraquinones  (uniquement dans la racine), acides polyphénoliques, tanins
et flavonoides.

Parmi les polyphénols et flavonoides, on trouve I’acide Chlorogenique, acide Caféique,
acide Ferulique , acide Coumarique, Rutine, acide Rosmarinique, Luteoline et Quercetol
(Danila et al., 2011)

1V.1.2. Matériel animal

- Pour évaluer I’activité anti-inflammatoire des extraits de plantes sélectionnées,
nous avons utilis¢ des souris albinos, pesant 30+3g, provenant des centres d’¢levage
de I’institut pasteur.

- Conditions d’élevage : Des leur réception les animaux ont été répartis dans
des cages et ont été placées dans une animalerie soumises a un cycle jour/nuit de 12 heures
d’éclairage et de 12 heures d’obscurité et maintenue a une température de 23+2°C.

L’eau et I’aliment sont fournis a volonté.
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Figure n°® 17 : Lieu d’¢élevage des souris au laboratoire d’expérimentation animal.
IV.1.3. Appareillages et reactifs

Une balance électronique
Sonde de gavage

Seringue de 1 ml gradués au centieme et 2,5 ml

v

v

v

v"Un micrométre digital
v Un chronométre

v Une solution de carragénine
v

Une solution de diclofénac sodique

1V.2. Méthodes

IV.2.1. Préparation des extraits

-La récolte : La récolte des feuilles de Fraxinus angustifolia et sommité fleuris
Gallium mollugo ont été réalisées en mois de juin et mois de mars, dans la forét d’Azru n
Bechar a Amizour wilaya de Bejaia et a la forét de Ziama wilaya de Jijel, respectivement.

- Le Séchage : Les feuilles de Fraxinus angustifolia et sommité fleuris Galium

mollugo ont été séchées a 1’étuve (40°C) afin d’éliminer toute trace d’humidité.

-Broyage : A I’aide d’un broyeur électrique les feuilles des deux plantes ont été

broyées afin d’obtenir une poudre fine.
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-Tamisage : La poudre obtenue a été tamisée pour récupérer une poudre tres fine
d’un diameétre inférieur a 63um, cette poudre a été préservée dans des flacons en verre

fermés et stockés a 1’abri de la lumiére.
- Extraction

C’est une extraction sélective avec plusieurs solvants selon le protocole de Chiang
et ces collaborateurs avec quelques modifications (figure18) 600g de poudre de plante ont
¢té macérés dans de 1’éthanol avec un rapport de 1:6 (P/V) pour la poudre de feuilles
de Gallium Mollugo et 1:4 (P/V) pour la poudre issue des feuilles de Fraxinus
angustifolia. Le mélange a été laissé sous agitation pendant 24h. Le surnagent a été
centrifugé puis séché a l’aire libre a une température ambiante. L’extrait éthanolique
obtenu a été remis dans un mélange eau/acétate d’éthyle avec un rapport de 1:3 (V/V).
Apres séparation et séchage, la phase organique de 1’éthyle acétate subit une extraction

avec un mélange chloroforme /eau avec un rapport de 1:3 (V/V) (Chiang et al., 1994).

Poudre végétale

l Extraction éthanolique

Extrait éthanolique

Extraction éthyle acétate / eau

| l

Extrait éthyle acétate Extrait aqueux

Extraction chloroforme/eau

Extrait chloroforme Extrait aqueux chloroforme

Figure n°18 : Schéma récapitulatif de ’extraction (Chiang et al., 1994).




PARTTE PRATIQUE : MATERIELS ET METHODES

1VV.2.2.Test de toxicité aigle

Le test de toxicité aigiic de 1’extrait a été réalis¢ selon la méthode décrite par OECD
(Organisation of Economic Coopération and Developpement) in (Paschapur et al., 2009).
Deux lots de six souris a poids homogenes ont recus par administration intra-gastrique
10ml/kg de la solution d’extrait a une concentration de 200mg/Kg.

Apres administration de I’extrait, les animaux ont été observés pendant les trois
premiéres heures pour toutes manifestations de toxicité, augmentation dans I’activité
locomotrice, salivation, convulsion, coma et mort. Ces observations ont été faites

réguliérement jusqu’a 24 heures (Ghose, 2005).
1V.2.3. Evaluation de Pactivité anti inflammatoire in vivo

L’activité anti-inflammatoire des extraits des deux plantes sélectionnées, a été
étudiée selon la méthode de Winter et ses Collaborateurs, 1963 (in Okokon et al., 2006;
Sonogo et al., 2006), en provoquant un cedéme aigu par injection d’une solution
de carragénine préparée dans de 1’eau physiologique au niveau de la région sub-plantaire

de la patte gauche postérieur de la souris (figurel9).

"~ ‘\

Figure n°19 : Injection de la carragénine au niveau de la patte postérieur gauche

d’une sourie.

Une heure avant I’injection de la carragénine, les différents lots de six souris ont

recu par administration intra-gastrique les différentes solutions (figure 20).




PARTTE PRATIQUE : MATERIELS ET METHODES

v Le lot contrble négatif (Témoin) a recu de I’eau physiologique (NaCl & 0,9%) ;
v Le lot test (Extrait) a recu I’extrait de plantes a une dose de 200 mg/kg ;

v le lot de controle positif (Standard) a recu le Diclofénac a une dose de 50 mg/kg.

Figure n° 20 : Les différentes étapes d’une administration intra-gastrique.

Le diametre de la patte a été mesuré, a I’aide d’un micrométre digitale (Figure 21),

avant et aprés induction de I’cedéme a des intervalles d’une heure, pendant six heures.

Figure n° 21 : Photo d’cedéme au niveau de la patte gauche de la souris (A)

et la mesure du diamétre de 1’cedéeme (B).
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L’importance de I’évolution de 1’cedéme a été estimée par la détermination
des pourcentages d’augmentation moyens de 1’cedéme en fonction du temps, calculés selon

la formule suivante :

% Augmentation d’cedéme (20AUG) = [(D,, — Do) / D] x 100

D : le diamétre initial de la patte avant de provoquer I’cedéme ;

D, : le diametre de la patte au temps t apres I’injection de la carragénine.
L’activité anti-inflammatoire des solutions testées a été estimée par la

détermination du pourcentage d’inhibition de 1’cedéme, calculé selon la formule suivante :

% Inhibition = 100x [(%6AUG contréle négatif - %0 AUG traité) / %0AUG contrble négatif]

IV.2.4. Analyse statistique

Les résultats de ’ensemble des tests réalisés sont exprimés en moyenne plus ou
moins I’erreur type. En utilisant le logiciel Statistica, les moyennes ont été comparées par
I’analyse de la variance (ANOVA). Une différence significative est représentée

aunp<0,05.




CHAPITRE V : RESULTATS & DISCUSSION
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V.1 Résultats

V.1.1 Toxicité aigle

Les observations réalisées sur les lots ayant subi le test de toxicité ont révelé que
la dose de 200mg/kg n’est pas toxique pour les souris, vu qu’aucun cas de mortalité n’a été
révélé et 1’absence de toutes anomalies comportementales ou autres symptémes
indésirables. Ce qui nous permet de tester 1’extrait éthanolique de Fraxinus angustifolia
et ’extrait aqueux chloroforme de Galium mollugo a la dose de 200mg/kg pour évaluer

leurs activité anti-inflammatoire.
V.1.2 Activité anti-inflammatoire

Fraxinus angustifolia et Galium mollugo sont des plantes utilisées dans la médecine
traditionnelle pour traiter les pathologies a caracteres inflammatoires. Cette étude a pour
but d’évaluer au laboratoire D’activité anti-inflammatoire des feuilles de Fraxinus
angustifolia et les sommités fleuries celle de Galium mollugo, en reéalisant le modéle
de I’inflammation aigie de la patte de souris induite par la carragénine, et pour cela nous
avons testé sur ce modele les extraits éthanolique de Fraxinus angustifolia et 1’extrait
aqueux chloroforme de Galium mollugo a une dose de 200 mg/kg administré
par voie intra-gastrique, et les resultats obtenus ont été comparés a ceux du diclofénac

utilisé comme référence.
V.1.2.1 Fraxinus angustifolia

L’injection d’un volume de carragénine préparé dans une solution saline isotonique
(NaCl, 0,9%), sous I’aponévrose postérieur gauche des souris albinos, induit la formation

d’un cedéme visible a I’ceil nu (Figure 22).

Figure n° 22 : Photo de I’cedéme formé apres I’injection de la carragénine
L’cedeéme a été déterminé par une augmentation progressive du diameétre de la patte

(Tableau V) et caractérisé par un pourcentage d’augmentation qui est plus important chez
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le lot de contrdle négatif, et est significativement diminué en présence de I’extrait
et du diclofénac (Figure 23). L’activité anti-inflammatoire des solutions de traitement
a été évaluée par la détermination du pourcentage d’inhibition de I’cedéme caractéristique

de chaque substance testée (Figure 24).

Tableau V: Diamétre de la patte aprés injection de la carragénine et traitement par 1’extrait

éthanolique de F. angustifolia et le diclofénac.

Diametre de la patte (mm)

av inj AP 1H AP 2H AP 3H AP 4H AP 5H AP 6H

Lots

Extrait 2,280,075 3,12+0,099 2,96+0,126 2,97+0,130 3,14%0,191* 3,17+0,234 3,21+0,172

Standard 2,34+0,044 3,16%0,181 2,88+0,102 2,78+0,119* 3,13+0,105* 3,24+0,134 3,25+0,104

Témoin 2,17+0,076 3,02+0,093 3,16+0,093 3,34+0,141 3,62+0,160 3,49+0,111 3,46+0,137

AV INJ : avant injection. AP : aprés injection. Les résultats sont exprimés en Moyennez erreur type, n=6 dans chaque lot.

* représente des différences significatives par rapport au témoin a p< 0,05
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AV INJ : avant injection. AP : aprés injection Les résultats sont exprimés en Moyenne =+ erreur type, n=6 dans chaque lot.

La lettre alphabétique (a) représente des différences significatives par rapport au témoin ap < 0,05
Figure n° 23 : Pourcentages d’augmentation de I’cedéme induit par la carragénine en fonction du

temps lors du traitement par I’extrait de F. angustifolia et le diclofénac.
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Figure n° 24 : Pourcentage d’inhibition de I’inflammation par 1’extrait éthanolique

de Fraxinus angustifolia et le diclofénac.

Chez le groupe témoin, une grande sensibilité envers la carragénine se présente, par
une augmentation de I’cedéme qui est proportionnelle au temps, cette augmentation s’éléve
de 39,79 £ 6,234% a 67,09 + 7,076% dans les quatre premieres heures, mais une légeére
diminution caractérise les heures qui suivaient (59,73 £ 7,076% a la sixieme heure). Le lot
traité par le diclofénac se manifeste par une diminution de la progression de 1’cedéme
durant les trois premiéres heures (diminue de 34,95 + 7,412% a 19,24 + 6,142 %), avec
une faible augmentation de ce dernier jusqu’a la sixiéme heure (39,15 + 6,427 %).
Le diclofénac est caractérisé par un pourcentage d’inhibition maximal apres trois heures
(65,31£ 8,078 %), ce dernier se stabilise a partir de la cinquieme heure
a 35,42 + 11,263 %. Cette évolution de ’cedéme est significativement analogue a celle
du lot traité par I’extrait éthanolique des feuilles de Fraxinus angustifolia, dont on observe
une variation des pourcentages d’augmentation allant de 36,72 + 3,713% a 41,23 £ 8,002%
de la premiere a la sixieme heure, respectivement. Une inhibition maximale de 1’cedéme
par I’extrait (44,13 + 11,946 %) a été enregistrée a la quatrieme heure. L’augmentation
de 1’edéme est significativement diminuée chez les groupes traités par [’extrait

et le diclofénac par rapport au groupe témoin.
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V.1.2.2. Galium mollugo

L’¢tude de D’activité anti-inflammatoire de Galium mollugo, a été évaluée par
la mesure du diameétre des pattes des souris durant 1’expérimentation (tableau V1) ce qui
permet de calculer le pourcentage d’augmentation de 1’cedéme en fonction du temps (figure
25) et d’évaluer efficacité des traitements anti-inflammatoire a travers la détermination

du pourcentage d’inhibition exhibé par chaque substance (figure 26).

Tableau VI : Diamétre de la patte apres injection de la carragénine et traitement par 1’extrait

éthanolique de G. mollugo et le diclofénac.

Diameétre de la patte (mm)
Lots

av inj AP 1H AP 2H AP 3H AP 4H AP 5H AP 6H

Extrait 2,360,021 2,95+0,084 3,07+0,135* 3,40+0,204 3,66+0,164 3,78+0,089 3,71+0,117

Standard 2,43+0,051 3,12+0,100 3,04+0,089* 3,23+0,169* 3,32+0,167* 3,45x+0,184* 3,46+0,180*

Témoin  2,31+0,055 3,17+0,124 3,50+0,125 3,96+0,248 4,07+0,123 3,95+0,073 3,99+0,040

AV INJ ravant injection. AP : apres injection Les résultats sont exprimés en Moyenne * erreur type, n=6 dans chaque Tot.

* représente des différences significatives par rapport au témoin (p< 0,05)
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AV INJ : avant injection. AP : apres injection. Les resultats sont exprimes en Moyenne * erreur type, n=6 dans chaque lot.

Les lettre alphabétique (a, b) représente des différences significatives par rapport au témoin a p < 0,05

Figure n° 25 : Pourcentages d’augmentation d’cedéme, en présence d’extrait aqueux chloroforme
de G. mollugo et le diclofénac.
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Figure n° 26: Pourcentages d’inhibition de 1’cedéme par I’extrait aqueux chloroforme

de G .mollugo et le diclofénac.

L’injection de la carragénine chez le controle négatif a provoqué un cedéme
caractérisé par un pourcentage d’augmentation allant de 37,16+£3,391% a 76,90 + 5,917%
dans les quatre premieres heures pour se stabiliser apres une légére diminution dans
les heures qui suivaient. On observe au niveau du lot traité par le diclofénac une légére
diminution dans les deux premiéres heures (varie de 28,20+2,524% a 24,90+2,264%), cette
diminution est significativement diminuée par rapport a celle enregistrée au niveau
du groupe témoin qui a augmenté de 37,16 + 3,391% a 52,30 + 5,917% entre la premiére

et la deuxiéme heure.

L’administration de 1’extrait aqueux chloroforme de Galium mollugo
a significativement diminué 1’augmentation de 1’cedéme par rapport au témoin durant les
quatre premiéres heures, allant respectivement de 37,16 + 3,391% a 25,15 + 2,933%
et de 76,90 + 5,665% a 54,88 + 5,965%, alors qu’aucune différence significative n’a été

observée apres ces quatre heures d’expérimentation.

A partir de la figure 25, on n’a remarqué aucune différence significative dans
I’augmentation de I’cedéme entre le groupe test et le groupe traité par le standard durant
les quatre premieres heures, or que des différences significatives ont été enregistrées apres
la quatrieme heure. L’extrait a exhibé un pourcentage d’inhibition maximal

de 41,15+ 8,348 % a la deuxieme heure qui suivait I’injection de la carragénine.
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V.2 Discussion

Pour justifier I’utilisation traditionnelle des deux plantes sélectionnées pour cette
étude nous avons évalué D’activité anti-inflammatoire des extraits préparés a partir
des feuilles Fraxinus angustifolia et des sommités fleuries de Galium mollugo sur
un modele animal.

Pour cela des prélévements d’échantillons, sains, non abimés, ont été effectués en
mois de juin, la période durant laquelle la teneur en composés actifs est maximale
au niveau des feuilles et des fleurs. La récolte a été réalisée dans des régions naturelles,
loin de toute sorte de pollution, afin de préserver la composition chimique de deux parties
et d’éviter toute éventuelle toxicité non li¢ a la composition des préparations & tester
(Chevallier, 2001).

Ces feuilles cueillies renferment une importante proportion d’eau, qui favorise
une altération des principes actifs s’y trouvant a travers l’activation de nombreuses
enzymes. Pour cela un séchage a été réalisé dans une étuve a 40° C (Ben Omar, 2007),
le broyage et le tamisage ont permis de récupérer une poudre trés fine d’un calibre
inférieur ou égale a 63pm, permettant ainsi une augmentation de la surface d’échange entre
le solide et le solvant d’extraction et de faciliter I’extraction a 1’intérieur des tissus
végétaux ; en induisant I’augmentation du degré de disponibilité des composés actifs
recherchés (Ben Omar, 2007).

A cette phase de préparation du matériel végétal, une extraction sélective avec
plusieurs solvants a été effectuée selon le protocole de Chiang et ses collaborateurs ; avec
de Iégéres modifications. L’éthanol permet 1’extraction d’un taux important en polyphénols
(Ben Omar, 2008; Fuiza et al., 2009). Turkumen et ses collaborateurs (2007) ont montré
que I’acétate d’éthyle permet la dissolution d’une grande quantité de polyphénols selon
leurs polarités.

La derniere phase de 1’extraction permet le fractionnement de 1’extrait en composés
polaires et composes plus en moins polaires (Cowan, 1999).

Le modéele d’inflammation aiglie a ¢été choisi pour étudier 1’activité
anti-inflammatoire des extraits de plante en utilisant le test de I’cedéme plantaire chez
la souris.

Selon Otterness et Gans (1988), dans ce modéle expérimental, la distribution

et le mécanisme d’action des anti-inflammatoires seraient proches des phénoménes
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observés chez I’Homme, vue que la souris est 1’espéce la plus comparable a I’humain sur
le plan métabolique (Anonyme, 2006).

L’cedéme a la carragénine, a 1’albumine ou autres agents phlogistiques est
I’une des méthodes les plus utilisées pour 1’étude des potentialités anti-inflammatoires
des substances actives (Okokon et al., 2006; Akindel et Adeymi, 2007; Chouhan
etal., 2012).

La carragénine a été prise comme un prototype de phase exsudative d’inflammation
aiglie dont les mécanismes et les médiateurs impliqués sont communs a ceux déclenchés
par les microbes de stimulus inflammatoires, les produits chimiques et les cellules nécroses
(Mule et al., 2007).

Le développement de I’cedéme aprés une injection de carragénine au niveau
de la patte d’une souris est attribué¢ a la libération d’histamine, sérotonine, Kinins
et de prostaglandines (Akinedele et Adeyni, 2007 ; Subhan et al, 2007 ; Shankhajit
et al., 2010) et qui se déroule en 3 phases distinctes dans le temps et les médiateurs
impliqués. Une premiere phase, dans les environs d’une heure et demis, qui fait appel
a I’histamine et a la 5-hydroxy-tryptamine (sérotonine) (Alam et al., 2011) ce qui favorise
la vasodilatation, la transsudation plasmatique et la formation de I’cedéme (Sonogo
et al., 2006), la seconde phase prend place une heure aprés (Zhang et al., 2008) et fait
appel aux kinines (Das et al., 2010) comme médiateurs augmentant la perméabilité
vasculaire (Sonogo et al., 2006) et une troisieme phase est liée a la production
de la prostaglandine, libération des radicaux libres d’oxygéne et production
des cyclo-oxygénase (Karawya et al., 2010 ; Mula et al., 2010).

Une inhibition de I’cedéme provoqué par la carragénine au niveau des trois phases
est d0i probablement & I’inhibition des médiateurs inflammatoires tel que I’histamine,
la sérotonine, les Kinines et les prostaglandines (Das et al., 2010) notant que la phase
de libération de ces derniers est trés sensible aux anti-inflammatoire non stéroidiens
(Gupta et al., 2006; Khabbal et al., 2006; Paschapur et al., 2009).

Les animaux ont été privés d’eau pendant la période d’expérimentation pour ne pas
influencer la réaction cedémateuse. La carragénine a provoqué un cedeme visible juste
aprés son injection et atteint son maximum a la quatriéme heure, ce qui en accord avec
les travaux réalisés par (Shreedhara et al., 2009; Devi et Mira, 2010; Chauhan
et al., 2012).
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Le diclofénac, utilisé dans cette étude comme substance anti-inflammatoire
de reférence, se caractérise par une demi-vie plasmatique de 2 heures et un intervalle
d’absorption de 2 a 3 heures aprés son administration orale (Jacqz-aigrain
et Guillonneau, 1998) ce qui explique 1’augmentation du pourcentage d’inhibition dans
les quatre premiéres heures et son élimination induit une diminution progressive dans les
heures qui suivaient, ce qui coincide avec nos résultats (Gupta et al., 2006 ; Priya et al.,
2008; Shedhara et al., 2009).

Le diclofénac agit sur le métabolisme des prostaglandines a travers une inhibition
de COX1 et COX2, ce qui provoque la diminution de 1I’cedéme (Burmester et al ., 2000).

L’évaluation du pourcentage d’inhibition de I’inflammation montre que 1’extrait
éthanolique des feuilles de Fraxinus angustifolia agit de la méme facon que
I’anti-inflammatoire de référence avec une efficacité moins importante (inhibition
a 65,31 % en présence du Diclofénac contre 44,13 % pour I’extrait de Fraxinus
angustifolia). Ce qui nous laisse suggérer que le mode d’action de 1’extrait testé est
équivalent a celui du diclofénac, nos résultats sont en accord avec ceux rapportés par
d’autres études (Alam et al., 2011 ; Chouhan et al., 2012). Donc I’extrait éthanolique
de Fraxinus angustifolia possede une activité anti-inflammatoire par blocage des différents
médiateurs inflammatoires stimulés par I’injection de la carragénine (Khabbal et al.,
2006; Paschapur et al., 2009).

Il a été rapporté dans la littérature que certains composés phénoliques existants dans
les différentes espeéces du fréne notamment la fraxine et 1’esculetin agissent comme
inhibiteurs de I’AMPc phospholipase et de la formation des leucotriéne, et agissent aussi
comme des antioxydants comparable a I’acide caféique connue pour son potentiel
antioxydant élevé (Kostova et Issifova, 2007; Peng et al., 2010;). Certains flavonoides
tel que la rutine présente dans le fréne exerce une activité antioxydant (Jean et al., 2010),
cependant I’activité anti inflammatoire de Fraxinus angustifolia qui demeure la plus
exploité¢ dans la médecine traditionnelle, n’a pas encore fait 1’objet d’étude, pour cela on
peut suggérer que son activité anti-cedémateuse est liée a sa composition riche en
coumarine et flavonoides. Les activités antioxydants et anti-radicalaire des extrais
de F. angustifolia prouvés par des études antérieures (Atmani et al., 2009 ; Berboucha

et al., 2010) peuvent étre en partie responsables de I’activité anti-inflammatoire.

ifférence  significative n’a été enregistrée entre >activité
Aucune  diffi gnificat ’ t gist t I’activite

anti-inflammatoire de Galium mollugo a travers son extrait aqueux chloroforme
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et le diclofénac tout au long des six heures d’expérimentation. On peut penser que
les composeés actifs présents dans 1’extrait aqueux chloroforme de Galium mollugo ont agi
au niveau des différentes phases de I’inflammation aigiie provoquée par la carragénine,
ce qui a été déja suggéré par d’autres études ayant montré que les extraits aqueux
chloroforme de différentes plantes ont inhibé 1’cedéme pendant toutes les phases
de I’inflammation (Radhika et al., 2009 ; Patra et al., 2009 ; Duta et al., 2010 ;
Subhashini et al., 2010).

Le pourcentage d’inhibition maximal été obtenue aprés deux heures (41.15+8%),
ainsi on peut penser que l’extrait aqueux chloroforme contient des substances ayant
des effets antagonistes ou blogquants sur les médiateurs pro-inflammatoires tel que
I’histamine, sérotonines et les kinines; ce qu’a été déja rapporté par les travaux de Duta

et ses collaborateurs (2010).

La luteoline et la quercetine sont des flavonoides identifiees dans les extraits
de Galium Mollugo (Miguel, 2009). Ces composés inhibent I’activit¢é du Nf-KB
responsable de 1’activation de 1’expression des cytokines, des chimiokines et des enzymes

pro-inflammatoires, et peuvent moduler le métabolisme de 1’acide arachidonique par
inhibition de COX et de LPO (Jain et al., 2010; Petar et al.,2012).

D’autres composés phénoliques tel que la rutine, ’acide caf€éique et I’acide
coumarique ont été identifiés dans les extraits de G. mollugo (Danila et al., 2011),
ces derniers sont de puissants antioxydants (Jain et al., 2010) qui peuvent étre

responsables de 1’activité anti-inflammatoire montrée par notre extrait.

m
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Conclusion

L’activité anti-inflammatoire de 1’extrait éthanolique des feuilles du fréne
et ’extrait aqueux chloroforme des sommités fleuries du Caille-lait blanc a été confirmée
par des pourcentages d’inhibition importants de 1’cedéme causé par la carragénine dans
les pattes des souris, permettant ainsi, de justifier et de confirmer les indications
thérapeutiques des formulations traditionnelles a base des deux plantes. D’autre part, cette
étude peut confirmer la richesse des parties des deux plantes étudiées en substances
a caractére anti-inflammatoire.

Le test de toxicité effectué sur les deux extraits de plantes n’a révélé aucun effet

néfaste ou symptomes indésirable sur les souris testés aux doses thérapeutiques.

Les résultats obtenus montrent une efficacité inhibitrice comparable a celle
du traitement par un médicament anti-inflammatoire non stéroidien, ce qui a permis
de wvalider scientifiquement 1’utilisation de ces deux plantes dans la médecine

traditionnelle.

Des ¢études complémentaires sont a envisager dans le but d’étudier la composition
chimique et d’évaluer ’efficacité des substances identifiées contre des inflammations
aiguies et chroniques.

Ca serait aussi intéressant de déterminer le mode d’action de ces substances dans

le but d’une application pharmaceutique.
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Résumé

L'effet anti-inflammatoire des produits extraits a partir des plantes a été évalué dans
un modéle animal. L'effet anti-inflammatoire de I’extrait aqueux de Galium mollugo
et I'extrait éthanolique de Fraxinus angustifolia ont été évaluées en utilisant la méthode de 1'cedéme
plantaire provoqué par la carragénine chez la souris.

D’aprés les résultats obtenus, I'administration intra-gastrique des extraits de plantes
a la dose de 200mg/Kg a produit une inhibition significative le long de I'expérience notamment
44,13% a 4 heures pour l'extrait de F.angustifolia et 41,15% pour l'extrait de G .mollugo
a 2 heures.

Ainsi nous pouvons suggérer que l'activité anti-inflammatoire des extraits testés est
probablement due a l'inhibition de la synthése des prostaglandines et au blocage des processus
inflammatoires comme la formation des cellules fibroblastes, [Iinfiltration neutrophiles,
et I'accumulation des liquides.

Cette étude a permis de justifier I'utilisation de ces plantes dans la médecine traditionnelle pour
le traitement des inflammations, comme I’arthrite.
Mots clés : Activité anti-inflammatoire; Galium mollugo; Fraxinus angustifolia.

Abstract
Anti-inflammatory effect of herbal products extracted from plants was evaluated on
an animal model. The anti-inflammatory effect of an aqueous fraction of Galium mollugo and
an ethanolic extract of Fraxinus angustifolia were evaluated using the carrageenan-induced mice
paw edema in mice.
From the results obtained, the intra-gastric administration of herbal products at a dose of 200mg/Kg
produced significant inhibition through the duration of the experiment mainly 44, 13%
after 4 hours of treatment for F. angustifolia extract and 41, 15 % for G. mollugo after 2 hours.
Thus we can suggest that the anti-inflammatory activity of tested extracts may be due
to the inhibition of prostaglandins synthesis and arrest of inflammatory events like fibroblast
cell formation, neutrophils infiltration, and accumulation of fluids.
These findings contribute to the validation of the use of these plants in traditional medicine for
the treatment of inflammation, including arthritic conditions.
Key words: Anti-inflammatory activity; Galium mollugo; Fraxinus angustifolia.



