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Introduction

I ntroduction

Les rayonnements solaires, la pollution (industrialisation) et la cigarette sont des
agressions quotidiennes qui peuvent provoquer un stress oxydant produisant la formation
des espéces réactives de I'oxygene (ROS), ces derniéres peuvent mener a des dommages
cellulaires, désordres métaboliques, processus de sénescence, et désordres inflammatoires
(Ksouri et al., 2008).

La médecine moderne a essayé d'y remédier en fabriquant des meédicaments
conventionnels synthétiques qui s avérent avoir une certaine efficacité (Hermann et al.,
1992; Muller et al., 1992). Cependant, ces traitements a base de produits chimiques se
sont averé générés des effets secondaires sur le métabolisme, et présentent des
inconveénients tels que la nécessité d’'un traitement a long termes pour certaines maladies
chronique (Conforti et al., 2007).

Ainsi, les recherches se sont orientées vers les produits d origines naturelles telles
que les plantes médicinales pour remplacer ces traitements chimiques (Conforti et al.,
2007).

Les végétaux constituent une source importante de métabolites actifs avec un
important potentiel thérapeutique, trés riches en termes de structure et propriétés
biologiques. De récentes études ont méme associé la prévention contre les maladies
cardiovasculaires et le cancer a la consommation de fruits, légumes et extrais de plantes
riches en produits antioxydants (Abdelwahed et al., 2006). Ainsi, les recherches de ces
dernieres années se sont intensifiées sur I’ éude de la flore médicinale, particulierement
celle présentant des effets bénéfiques sur les désordres sérieux telles que I'inflammation,
les cancers, le diabete (Magaji et al., 2008).

Notre travail Sest intéressé a I’éude de I'activité anti-inflammatoire de I’ extrait
éthanolique d’ écorces de F.angustifolia, une variété du fréne présente en abondance en
Méditerrané ; utilisée en médecine traditionnelle pour le traitement de divers maladies telle

que les désordres inflammatoires (Conforti et al., 2008).
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|.1. Stress oxydant :

[.1.1. Définition du stress oxydant :

C’est un ensemble de mécanismes par lesquels I’ oxygene ou des formes dérivées de
I’ oxygene provoquent des perturbations au niveau dune cellule, d'un organe ou dun
organisme. (Goudable et foret, 1997 ; Preneau et Jehan, 2002)

C'est un état de désequilibre entre la production d’ especes réactives et les défenses
de I’organisme. Un état de stress oxydant existe lorsqu’au moins une des trois conditions
suivantes est présente:

» Excés des especes réactives d’ Oy, N, ou Cl,

» Défenses insuffisantes (endogenes et exogenes)
» Mécanismes de réparation insuffisants

(Chen et al., 2007)

Il est courant qu'au cours d'un état de stress oxydant, les espéces réactives de
I’ oxygene (ROS) comme O, — H,O, et OH, sont sans interruption produits a l'intérieur du
corps humain comme une conséquence d'exposition importante a des produits chimiques
exogene dans notre environnement ambiant ou a des processus métaboliques endogénes
impliquant les enzymes redox et transfert bioénergétique d'éectron (Chen et al., 2011 ;
Sreelatha et Padma, 2009).

Cependant, la surproduction de ROS, ou le déséquilibre entre les systemes
producteurs d’espéces radicalaires oxydantes et les systémes de défense antioxydants
peuvent entraver la croissance de ROS qui aboutit a des dommages oxydants sur divers
biomol écules
(Bonnefont-Rousselot et al., 2002 ; Atmani et al., 2011)

Quand ces espéces sont produites en quantité anormalement importante, elles
peuvent exercer des effets délétéres sur les lipides, les protéines et le matériel génétique
provoquant ains plusieurs pathologies (Fukagawa et al., 1999; Beaudeux et al., 2006)
telles que des désordres neurodégénératifs, cancer, les maladies cardiovasculaires,

athérosclérose, cataractes, et inflammation (Conforti et al., 2008).
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[.1.2. Lesradicaux libres

Ils sont produits au cours de nombreuses réactions engagées dans les mécanismes
physiologiques (respiration mitochondriale), dans les mécanismes pathologiques
(Inflammation, infection, toute pathologie dégénérative et vieillissement accéléré) et au
cours de la pollution (par les métaux lourds, les xénobiotiques, ozone, les rayonnements
ionisants...) (Curtay et al., 2000).

Dans toutes les cellules aérobies, les radicaux libres sont essentiellement des
radicaux oxygenes. Leur hyperréactivité les engage dans des réactions de dénaturation des
constituants cellulaires de type peroxydation, avec les glucides, les lipides, les protéines et
I”ADN, formant des produits tres instables (Curtay et al., 2000 ; Afonso et al., 2007)

A I’éat naturel, I’ oxygéne, qui comporte naturellement deux électrons célibataires
sur la couche périphérique, est tres instable avec une trés forte tendance a « oxyder » les
composés qu'il rencontre en leur arrachant un électron pour |'apparier a I'un de ses
électrons célibataires. Ces composées deviennent a leur tour instable, initiant une véritable
chaine de peroxydation. D’autres ééments physiques ou chimiques peuvent également
déstabiliser les électrons des molécules biologiques. Ains, la lumiéere (surtout certains
rayonnements ultra-violets), les radiations ionisantes (rayons X), la fumée de tabac et de
nombreux composés chimiques peuvent générer des radicaux libres (L everve, 2009).

ROS sont tres réactives causent des dommages sur |es especes chimiques.

En plus des sources exogenes de radicaux libres, comme les radiations ionisantes,
tabac, pesticides, polluant, et quelques médicaments, qui produisent sur les cellules des
produits métaboliques (Tawaha et al., 2007). ROS peut réagir avec les molécules
biologiques, telles que I'ADN, proténes, ou lipides, produisant des mutations et des
dommages membranaires, menant aux dommages de cellules et de tissu (Ksouri et al.,
2008).

I.1.3.Lesciblesdesradicaux libres:

1) Acide nucléque: L'ADN contient des groupes réactifs dans ses bases qui sont
fortement susceptible de I'attaque de radical libre, ce qui conduit a la mort cellulaire et a

des mutations carcinogenes ou toxicité (Sreelatha et Padma, 2009)

Cing classes principales de dommages oxydatifs médiés par OHe peuvent étre
générées, qui sont les bases oxydées, les sites abasiques (liaison entre la base et le
désoxyribose), les adduits intra-caténaires (par peroxydation des lipides), les cassures de

)
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brins et les pontages ADN-protéines (enzymes et facteurs de la réplication ou de la
transcription et les histones) (Favier, 2003).

2) Protéines: altération de structure par oxydation des acides aminées ou rupture des
ponts entre protéines (dénaturation), modification de la charge électrique, modification de
conformation ou de I’ activité biologique (perte de la fonction catalytique ou structurale),
augmentation de protéolyse, fragmentation et oxydation (Lemarchand, 2008). Cette
oxydation peut dérégler les signaux cellulaires de prolifération ou de défense, comme elle
peut inhiber des enzymes et générer des dépbts responsables d’ amyloidose et de fibrose
(Favier, 2003).

Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui

comportent un groupement sulfhydryle (SH) comme beaucoup d’ enzymes cellulaires et
protéines de transport qui vont ainsi étre oxydées et inactivées (Favier, 2003).
3) Lipides: Laperoxydation de lipide est un processus complexe se produisant en cellules
aérobies entre molécule d'oxygéne et acides gras polyinsaturés provogquant le
dysfonctionnement des membranes et dépdt de lipides oxydés dans les vaisseaux ou tissus
ageés (Rasool et al., 2011).

Il est bien établi que les bioenzymes soient beaucoup susceptibles a LPO, qui est
considéré comme le point de départ de beaucoup de processus dégénératifs et toxiques
(Ilavarasan et al., 2005).

4) Glucides: le radical OH peut couper les molécules de sucres et laisser apparaitre des
liaisons entre sucres et protéines provoguant un épaississement de la membranaire,
induisant des maladies (Pasquier, 1995).

ROS stimulent I'inflammation par stimulation de dégagement de cytokines telles que
I"interleukinel et les facteurs de nécrose tumorale et interféron qui stimulent le recrutement

des macrophages et neutrophiles (Conforti et al., 2008).




Chapitre | Sress oxydant et Réaction inflammatoire

Lumiere [’\'—]

02, Oxyvdases
Oxvygene E
Cycle redox
NADPH ox
10, mitochondrie
Oxyvgene
singulet H.0,

Péroxyvde
d hvdrogene

Avéloperoxyvdase

: (o Br v,
|.'-\.rginme I :
anios HOCI

superoxvde
Vv
NO*®
————————————= Monoxyde
d*azote
J? o
ONOO O.H
e {=4 radical
Péroxymitrite
hyvdroxyvle
< . :
Acrivation des AV
Nitration des cascades des Oxyvdation des Péroxydation Oxyvdation de
protéines kinases protéines lipidigue I'ADN

Figure N° 1 : Origine des différents radicaux libres oxygénés (Amzal, 2010).

|.2. Laréaction inflammatoire
1.2.1. Définition del’inflammation :

C’est un mécanisme immunologique de défense de I’ organisme en réponse a des
dommages mécaniques, brllures, infections microbiennes, produits chimiques toxiques,
allergénes et tout autre stimulus nocif (Masresha et al; 2012). Elle est considérée en tant
gue le mécanisme physiologique primaire de défense qui aide le corps a se protéger de ces
agressions, en assurant la cicatrisation, la défense et la stérilisation des tissus léses
(Asehnouneet Edouard, 2006 ; Achinto et Muniruddin, 2009).

C'est un processus hiologique fortement réglé par le systéme immunitaire qui permet
laneutralisation des stimuli nuisibles et |e lancement du processus curatif
(Masreshaet al., 2012).

En fonction de la virulence de I’éément éranger, I'inflammation peut se dérouler

dans des limites raisonnables et I'agresseur est éiminé. Mais des fois, elle peut étre
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importante et prolongée avec pour conséquence, un risque d'altération plus ou moins
définitive du tissu concerné (Souaga et al., 1996).

Le mécanisme de l'inflammation se manifeste par le dégagement des especes
réactives de I'oxygene a partir des neutrophiles et macrophages activés. Ces especes
soutiennent le processus inflammatoire et, par conséquent, sa neutralisation en dégageant
des cytokines tels qu'interleukine-1, facteur de nécrose tumoral-o et interféron-y qui
stimulent le recrutement additionnel des neutrophiles et macrophages (Conforti et al.,
2008). Elle se traduit dans sa forme classique par rougeur, gonflement, chaleur et
hyperalgésie (douleur) (Li et al., 2011).

[.2.2. Cellulesdel’inflammation:
1) Lespolynucléairesneutrophiles:

Les PN sont I’une des premieres barriéres de défense contre I’ agent pathogene dans
I’ organisme. Ce sont des cellules mobiles recrutées trés rapidement du sang circulant vers
un foyer infectieux ou inflammatoire (Asehnoune et al., 2006).

La migration des PNN est associée ala douleur inflammatoire en libérant des cytokines,
des especes réactives de |’ oxygéne et des molécules chimiotactiques (Guillot et al., 2011).

Leur fonction principale est la phagocytose de I’ agent pathogéne et digestion al’aide
d enzymes lysosomales (Scott et al., 2004). Ils interviennent dans |I’homéostasie tissulaire
ainsi que dans la régulation des réponses immunitaires et le remodelage tissulaire au cours
de la cicatrisation et régurgitation ; capacité a libérer dans la matrice extracellulaire des
produits de phagocytose (Asehnoune et al., 2006 ; Raynaud, 2008).

2) Monocytes-macrophages: gros leucocyte issu de la différentiation des monocytes,
dotés d’'un pouvoir phagocytaire important. Ils sont recrutés par certaines cytokines pro-
inflammatoires apres une lésion (Foret, 2006 ; Guillot et al., 2011).

Rdles dans I’ dimination d’ agent étrangers a |’ organisme, elles sont nécessaires pour
la présentation de I’antigéne et conduire a la formation des anticorps et lymphocytes
spéciaes. Ils présentent aussi un role dans le recrutement des PNN suite ala libération de
cytokines (Bryan et al., 2005). Le fonctionnement des macrophages repose sur la présence
des molécules de CMH et des cytokines CD (Bryan et al., 2005 ; Raynaud, 2008).
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3) Mastocytes: sont des cellules conjonctives présentes sous I’ épithélium et le long des
vaissealx sanguins. L’ entrée d’un agent pathogene provoque la libération d’ histamines et
héparines pour déclencher le processus inflammatoire (For et, 2006).

Ces produits issus de la dégranulation des mastocytes jouent un role important dans
I’activation des nocicepteurs, la vasodilatation ainss que dans les réactions
d hypersensibilité (Guillot et al., 2011).

4) Polynucléaires basophiles: sont présents dans le sang circulant, leur contenu
enzymatique est comparable a celui des mastocytes. IIs jouent un réle important dans les
phénomenes vasomoteurs associés aux réactions inflammatoires grace a la libération du
contenu enzymatique de leurs granules cytoplasmiques; histamine et héparine (Raynaud,
2008).

5) Polynucléaires éosinophiles: complétent |’ action des neutrophiles. Leurs différentes
fonctions se résument a la phagocytose et la libération de protéines enzymatiques jouant
un réle dans la dégranulation des PN basophiles. En excés, ces enzymes peuvent former
des pathologies a I'origine de dégranulation répétées de nombreux polynucléaires
eosinophiles (Raynaud, 2008).

6) L es plagquettes vont jouer un réle fondamental dans |"hémostase par leur agrégation, la
protéolyse de la matrice extracellulaire au niveau du site inflammatoire par dégranulation
de leurs enzymes lysosomales, la libération de dérivées de |'acide arachidonique
(Prostaglandines, leucotrienes et thromboxanes) (Raynaud, 2008).

7) Les lymphocytes T (LT) : contribuent également a la sensibilisation des nocicepteurs
périphériques. Thl favorisent la douleur en libérant des cytokines pro-inflammatoires (1L-2
et interféron) tandis que les cellules Th2 I'inhibent en libérant des cytokines anti-
inflammatoires (IL-4, IL-10 et IL-13) (Guillot et al., 2011).

[.2.3. Médiateursdel’inflammation :

a) Histamine (b-Imidazolylethylamine): synthétise a partir des mastocytes et
basophiles a partir de I’ appareil de Golgi suite a la décarboxylation de I’ histidine (acide
aminé), qui sera ensuite stocké avec |’ héparine ou des protéines a I’intérieur des granules
secrétoires. Sa libération est déclenché par la fixation de I'antigene sur I'lgE des
mastocytes et basophiles, il sera ensuite dissocié et libéré dans |’ espace extracellulaire
suite a I’entrés des ions Na'". Cette contraction conduit & la vasodilatation des muscles
lisses des tubes respiratoire et digestif (White, 1999 ; Male, 2005).

7
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Le réle de I’ histamine consiste donc en la stimulation de la perméabilité vasculaire,
contraction des muscles lisses, mucus respiratoire et sécrétion d'acide gastrique
(Male, 2005).

b) Sérotonine 5-HT (5-hydroxytryptamine) C'est une amine biogene,
neuromeédiateur sécrété par le systéme nerveux central et systeme gastro-intestinal. Elle est
synthétisée par les mastocytes et plaguettes sanguines a partir d hydroxylation et
décarboxylation du tryptophane (For et, 2006). Elle joue un réle dans I’ augmentation de la
perméabilité vasculaire et contraction des muscles lisses (M ale, 2005).

c) Bradykinines: Polypeptides formés a partir du kininogene plasmatique gréce a
I'action d'enzymes (les kallicréines). IIs sont synthétisés par lestissus et les fluides du corps
pendant I’inflammation (Rousselet et al., 2005 ; For et, 2006).

Trois (3) kinines sont identifiés chez I’homme : bradykinine, Kalinine (lys bradykinine),
et met-lys-bradykinine. La plus importante est la bradykinine. Leur rble consiste en
I’augmentation de vasodilatation, contraction des muscles lisses, augmentation de la
perméabilité vasculaire et douleur (White, 1999 ; For et, 2006).

d) Leukotrienes: sont produits par la plupart des types cellulaires qui participent
dans la réaction inflammatoire comprenant les mastocytes, basophiles, éosinophiles,
neutrophiles, et monocytes (White, 1999).

Ce sont des eicosanoide a 3,4 ou 5 doubles liaisons, qui sont issus respectivement
des acides dihomo-y-linolénique, acide arachidonique, et acide dihomo-eicosapentanoique.
lIs sont synthétisés selon la voie de lipooxygenase a partir des phospholipides
membranaires par action de phospholipase A2, phospholipase C et de diacylglycerol lipase
(White, 1999; Male, 2005 ; Foret, 2006).

Leurs roles: contraction des muscles lisses, augmente la perméabilité vasculaire,
attire les leucocytes, agrégation des plaguettes, chimiotactisme des neutrophiles (Male,
2005 ; Foret, 2006).

€) Facteursd’activation desplaquettes PAF :

Produit par la plupart des cellules impliqué dans la réaction inflammatoire ; mastocytes,
macrophages, neutrophiles, et éosinophiles. Sa synthése nécessite I'intervention de
phosphorylase C et acetyltransférase (White, 1999).

Les activités biologiques de PAF incluent [|'activation de plaquette et des
neutrophiles, contraction du muscle lisse, accumulation des €osinophiles a la surface
endothéliale, afin de libérer les protéines de base, menant aux dommages épithéliaux de
cellules (White, 1999 ; Male, 2005).

s
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f) Chimiokines: sont des molécules synthétisées par les mastocytes, leucocytes,
tissus et endothélium, ils sont impliqués dans la transduction de signal entre cellules et le
systeme immunitaire (M ale, 2005).

Ce sont des cytokines qui fonctionnent principalement en tant que molécules
chemoattractant pour des macrophages, neutrophiles, lymphocytesT, granulocytes et
leucocytes de la circulation mais peuvent produire d’ autres effets inflammatoires tels que
la libération de I’histamine par les basophiles et mastocytes, ainsi que I’ activation des
eosinophiles (White, 1999). Elle regroupe les lymphokines, interféron, facteurs de nécrose
tumorale (TNF)...etc (M ale, 2005).

g) Prostaglandines: constituent avec les thromboxanes les médiateurs de douleur et
d'cedéme causés par l'inflammation, ils sont induits a partir du métabolisme de |’ acide
arachidonique par les cyclooxygénases. L’acide arachidonique des phospholipides est
libéré aprés activation de PLA2 par les produits libérés par des mastocytes et les
macrophages, ce qui vastimuler I'activité de COX et de LOX (Garrido et al., 2004).

Comme la lipooxygénase, la cyclooxygénase catayse la formation des

intermédiaires instables PG2 et PGH2 qui vont étre convertis enzymatiguement ou
nonenzymatiguement par une isomérase/peroxydase spécifigue ou une enzyme synthétase
pour donner les précurseurs de prostaglandine ; PGD2, PGE2 (W hite, 1999).
COX se présente sous deux isofomes, COX-1 et COX-2 .COX-1 est constitutivement
exprimé, il maintient le flux plasmatique rénal et permet la filtration glomérulaire tandis
gue COX-2 est induit dans le tissu enflammé (Martin et Desmeules, 2001 ; Matu €t al.,
2003).

L’ action des prostaglandines inclue la modulation de la contraction du muscle lisse,
la perméabilité vasculaire, vasodilatation, sensation de douleur et de prurit, ains que
I’ agrégation et la dégranulation des plaquettes (White, 1999; Male, 2005).

|.2.4. Les éapesdelareéaction inflammatoire:
1. Phasevasculaire (vascul o-exsudative)

Elle se traduit cliniguement par les quatre signes cardinaux classiques de
I'inflammation aigué: rougeur, chaleur, tuméfaction, douleur (Béné et al., 2005). Elle
comporte trois phénomenes : une congestion active (vasodilatation pour augmenter la
perméabilité capillaire dans la zone atteinte) engendrant rougeur et chaleur, un ccdeme

inflammatoire (vasodilatation et augmentation de la perméabilité de la paroi des petits

o
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vaisseaux sous I’ effet de médiateurs chimiques), une diapédése leucocytaire (migration des
leucocytes vers le foyer 1ésionnel) ainsi que I’ excitabilité des terminaisons nerveuses qui
est al’origine de la douleur. Elle se manifeste par libération d’ histamines, sérotonines et
kinines (Bénéet al., 2005 ; Rousselet et al., 2005).

La réaction inflammatoire débute par la dégradation des phospholipides
membranaires pour produire I'acide arachidonique, ce qui conduit a la synthése des
prostaglandines a partir de deux (2) voies, celle de cyclooxygénase et celle de lipoxygénase
(voieleucotriene) (Garrido et al., 2007).

2. Phase cdlulaire migration des monocytes et macrophages qui sécretent
I’interleukine-1 et TNF-a qui sont des cytokines inflammatoires. Ces derniers attirent les

neutrophiles et mastocytes vers le foyer inflammatoire (Garrido et al., 2007).

Les PNN vont se rassembler sous |'endothélium, phagocytose du pathogene
(détersion interne), digestion par les enzymes lysosomales, ou liquéfaction du matériel
nécrose (détersion externe) se manifestant par un pus qui sera éiminé par la peau, conduit
bronchique, urinaire et intestinal. Ceci conduit a la sécrétion de protéases, radicaux libres,
élastase et collagénase et nettoyage du foyer Iésionnel (Rousselet et al., 2005).

Cependant, ces agents peuvent persister et il y'aura intervention des monocytes-
macrophages, ce qui constitue le passage de la réaction inflammatoire vers la forme
immunitaire (Béné et al., 2005).

3. Phasederéparation et cicatrisation : Apresladétersion, le site inflammatoire est
le siege d'une diminution des réponses vasculaire et cellulaire. Ce qui induit que La
réparation tissulaire peut prendre deux formes qui sont, soit la régénération ou la
cicatrisation. La restitution intégrale du tissu est observée dans un tissu capable de
régénération cellulaire (Bonnefont-Roussdlot al., 2002).

Les macrophages vont jouer le role de cellules présentatrices d’ antigene et de
réparation gréce a des molécules comme les cytokines et d’ autres médiateurs, les cellules
endothéliales vont détruire I’endothélium a I'aide de plusieurs molécules telles que la
collagénase (Béné et al., 2005). Ce processus implique de nombreux facteurs de croissance
et des interactions complexes entre les cellules et la matrice extra-cellulaire pour réguler
les proliférations et biosyntheses cellulaires (Rousselet et al., 2005).

.
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Si ladestruction est trés importante, |es macrophages vont participer al’ angiogenése,
puis remplacés par les fibroblastes. Ces derniers vont produire les laminines, fibronectines

et collagene qui est I’'éément clef de la reconstruction. Les vaisseaux reconstruits vont
faire que laréaction inflammatoire s arréte (Béné et al., 2005).
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Figure N° 2 : Les facteurs influengant la réaction inflammatoire (Afonso et al., 2007)
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[l. Activité anti-inflammatoire

[1.1. Définition des anti-inflammatoir es

Les anti- inflammatoires constituent la classe thérapeutique la plus prescrite au
monde. Ils permettent de réduire ou de supprimer les conséquences de la réaction
inflammatoire sans préuger de I’étiologie ni du mécanisme de celle- ¢i (Nardi et al.,
2003).

L’importance des especes réactives de I'oxygéne dans la génération de stress
oxydants et des pathologies parfois graves tels que les maladies inflammatoires ont
conduit le métabolisme a fabriquer une défense efficace contre ces especes, ains les
neutraliser et protéger le corps d’ autres agressions générés par |’ attague de ces derniéres.
Un nombre important de médicaments synthétiques ou naturels ont été étudiés pour y
remédier (Salvemini et al., 2001 ; Nardi et al., 2003).

[1.2. Lesdifférentstypesd’anti-inflammatoires

[1.2.1 Les anti-inflammatoir es synthétiques
[1.2.1.1 Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

1) Définition : Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont une des classes
thérapeutiques les plus utilisées dans le monde, que ce soit dans le contexte de la
prescription médicale ou de I’automédication prescrits, en particulier dans les cas ou la

douleur est associée aun état inflammatoire (Blain et al., 1999 ; Dayer et al., 2006).

Le choix thérapeutique entre les différents AINS se base, comme pour tout
médicament, sur un rapport mettant en balance deux criteres : |'efficacité analgésique et
I'incidence des effets secondaires, qui dépendent essentiellement du mécanisme d'action de
ces molécules (Langlade et al; 1997). Leur utilisation est du a leurs propriétés anti-
inflammatoires, antipyrétiques ou antalgiques, ce qui explique leur large utilisation a visée
symptomatique (Blainl et al., 1999 ; Jouzeau et al., 2004).

Cependant, ces drogues ont éé souvent associées a des effets secondaires
défavorables graves, tels que le saignement gastro-intestinal et ulceres peptiques souvent
dues a leur utilisation clinique along terme (Li et al., 2011 ; Su et al., 2011). Il est estimé
que 30 a 40 % des patients sous traitement prolongé par AINS auront ces effets
indésirables (Blain et al., 1999).
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IIs peuvent étre administré par voie orale puis sont absorbés par le systeme digestif,
entrent dans lacirculation sanguine, et sont métabolisés par le foie ou lesreins. 1ls peuvent

également étre injectés par voie intramusculaire (Ziltener et al., 2009).

2) Propriétés phar macodynamique et phar macocinéique

Quelgues soit leur voie d administration, tous les AINS ont une action antipyrétique,
antalgique, anti- inflammatoire et anti- agrégante. Leur vitesse d’ absorption dépend de leur
posologie, de leur forme gaénique (pour |'aspirine, les formes hydrosolubles et
tamponnées sont plus rapidement absorbées) et elle est plus rapide a jeun. Administrés par
voie générae, les AINS atteignent des concentrations intra- articulaires suffisantes pour
gu'il ne soit pas nécessaire de les administrer localement. La voie percutanée a une bonne
diffusion dans les tissus mous et les petites articulations, une fraction minime du produit

passe dans la circulation générale (Nardi et al., 2003).

3) Mécanismed’action des AINS

La dégradation de I’ acide arachidonique par la voie de la cyclooxygénase permet la
production des prostaglandines et du thromboxane A2 (Souaga et al., 1996).

Cependant, la production exagérée des prostaglandines en situation pathologique
participe a I’inflammation (vasodilatation, augmentation de la perméabilité capillaire) et a
la douleur (sensibilisation des nocicepteurs) alors que sa production basale permet
I”homeéostasie tissulaire (Blain et al., 1999).

Les AINS s opposent donc ala production des prostaglandines et du thromboxane

A2 en inhibant les enzymes cyclooxygénases, responsables de la synthéese des
prostaglandines a partir de |’ acide arachidonique (Ziltener et al., 2009).
[Is inhibent ainsi la biotransformation en prostaglandine H2 (PGH2) de I'acide
arachidonique issu des phospholipides membranaires, ce qui rend impossible la
transformation de PGH2 en prostanoides par les isomérases spécifiques a la cellule
(thromboxane B2 dans la plaguette sanguine, PGE2 dans les monocytes, prostacycline
dans I’ endothélium) (Blain et al., 1999). Les AINS agissent également sur la composante
cellulaire de I'inflammation en bloquant la mobilité de cellules notamment les
macrophages (Souaga et al., 1996). La migration, agrégation et la fonction des
macrophages et neutrophiles sont aussi inhibés (Ziltener et al., 2009).
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Il existe deux types de cyclooxygénases: COX- 1 et COX- 2.
- COX- 1, qui présente la forme constitutive, présent dans la plupart des tissus, induit la
production de prostaglandines (PG) physiologiques.
L’inhibition de la COX- 1 par les AINS est a |'origine des effets secondaires; anti-
agrégation, toxicité gastrique et rénale...
- COX- 2, qui est la forme induite, elle est a I’origine de la synthese des médiateurs de

I"inflammation.

L’inhibition de la COX- 2 est ainsi al’ origine des effets anti- inflammatoires (Ziltener et
al., 2009).

Membrane cellulaire Lésion
l traumatique

Phospholipides libres

l Bloc par cortico-
< stcroides

Acide arachidonique
//R\

Cyclo-oxvgénase Lipo-oxvgénase

Radicaux libres Prostacyclines HPETE —
oxygénés (PGI2) (Plaquettes) leukotri¢nes
PGEl - PGE2 Thromboxane A2

Figure N° 3 : Cascade du métabolisme de |’ acide arachidonique (Ziltener et al., 2009).

Il a été considéré que I'activité analgésique des AINS était basée sur une inhibition de
cyclooxygénase et donc sur une inhibition de la synthése des prostaglandines, en
particulier des PGS dont la PGE2. Les prostaglandines sensibilisent les nocicepteurs
périphériques aux actions des substances allogenes comme la bradykinine, libérées lors

d'agression tissulaire. Dés lors I'inhibition de la synthese des prostaglandines par les AINS
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conduit & une diminution, voire a une suppression des phénomeénes d'hyperal gésie observés
lors d'atteinte tissulaire (Langlade et al., 1997).

4) Classification des AINS

La demi-vie d' @limination permet de classer les AINS en produit d’ action bréve
(0,25 a 6,8 heures : aspirine, ketoprofene, indométhacine...) et produit d action longue (13
a 68 heures, sulindac, diflunisal, naproxen, piroxicam...) (Bannwarth et al., 1999).

Une nouvelle classification des AINS, fondée sur leur sélectivité pour les COXs plutdt que
sur leur structure chimique, a été proposee (Ziltener et al., 2009).

-lesinhibiteur s non sélectifs des COX : correspondant ala majorité des AINS classiques,
inhibent les deux isoformes de COX et réduisant ainsi I'inflammation, mais réduisent la
protection gastrique (ulcére et un saignement digestif) et interférent avec lafonction rénale
lorsqueils sont utilisés along terme (Ziltener et al., 2009).

Ils empéchent aussi latranslocation nucléaire de NF-kB (Fiorucci et al., 2001).

-les inhibiteurs sélectifs de COX-1 correspondant a I’aspirine a faible posologie, leur
effet exclusif repose sur |'agrégation plaquettaire (Bannwarth et al., 1999 ; Blain et al.,
1999).

-lesinhibiteurs préférentiels de COX-2 : Latolérance digestive est améliorée par rapport
aux anti-inflammatoires classiques. Cependant, le risque d’ effet indésirable digestif grave
reste probable.

Exemples: salicylate, meloxicam, nimesulide, etodolac...

IIs ont une faible ulcération chez I'animal et une absence d'activité antiagrégant (Blain et
al., 1999).

-les inhibiteurs séectifs de COX-2: ont été développés pour remédier aux désordres
gastriques, ce qui est due a |’absence de fonction acide carboxylique. Leur structure
volumineuse comprenant 2 grands cycles aromatiques reliés a un hétérocycle central leur
confere une liposolubilité supérieure aux AINS classiques (Bannwarthl et al., 1999).

IIs ont I’avantage de conserver leurs propriétés antipyrétiques, antalgiques et anti-
inflammatoires sans entrainer d'ulcérations digestives a court terme chez |'anima ou
I'hnomme. Les AINS anti-COX- 2 sdlectifs ont ainsi la méme efficacité que les AINS
classiques mais avec moins d’ effets secondaires.

Exemples: (celecoxib, flusolide, rofecoxib) (Blain et al., 1999 ; Jouzzau et al., 2004).
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Cependant, ces médicaments présentent des effets secondaires tels que des
dommages gastro-intestinaux, tension artérielle et hypersensibilité systémiques accrues
(Araico et al., 2007).

Voie de la
cyclo-oxygenase : COX
3 Fievre 25
COX, () |= > (-) COX5
l w
PG constitutives : PG inductibles -
effets protecteurs, e douleur
par exemple . » inflammation
de la mugueuse digestive
Aspirine
AINS
~
Inhibition = Inhibition =
effets toxiques effets thérapeutiques

Figure N° 4. Effet des AINS sur les isoformes de cyclooxygénase (Tumour, 2008)

5) Inconvénientsdes AINS

Ils sont responsables de 21 —25% des événements défavorables qui incluent les
réactions d'hypersensibilité immunologique et non immunologiques. L’ utilisation clinique
along terme des AINS est liée aux effets secondaires significatifs, tels que gastro-intestinal
lésion, saignement et ulcéres peptiques tension artérielle et hypersensibilité systémiques
accrues (Jenoure, 2004 ; Araico et al., 2007 ; Su et al., 2011).

[1.2.1.2.Lesanti-inflammatoires stéroidiens (A.l.S) ou corticoides

1) Définition : les glucocorticoides sont des hormones circulantes indispensables a la vie,
élaboré par la zone fasciculée de la corticosurrénale, elles sont impliquées dans le
meétabolisme glucidoprotéique, exercent des effets anti-inflammatoires en inhibant I’ entrée
de I’eau dans la cédllule, conduisant a la synthése de molécules anti-inflammatoire, et une
activité minéral ocorticoide réduite (For et, 2006).
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L’ efficacité des GC résulte de leur capacité d action sur la majeure partie des cellules
impliquées dans la réaction inflammatoire et sur la synthese de plusieurs médiateurs de
I"inflammation par interaction avec les récepteurs glucocorticoides présent dans le
cytoplasme. Cette activité anti-inflammatoire est exercée par la suppression de I’ expression
d’ iNOS (nitric oxyde synthase) produit par les macrophages lors d’'une stimulation par
LPS, ains que la suppression des NO produit par les macrophages aprés leur activation
(Devillier et al., 1996).

Les GC augmentent le nombre de neutrophiles circulants en provoquant leurs
démargination, mais diminuent le nombre d éosinophiles, basophiles, monocytes et
lymphocytes (Park et al., 2004).

2) Mécanisme d’action

Les GC exercent leurs effet en se fixant sur le récepteur de type Il des GC qui est un
récepteur cytoplasmique formant un complexe multimoléculaire avec des proténes
chaperons qui stabilisent le récepteur dans une conformation facilitant la fixation des GC
et empéchant la migration du récepteur libre vers le noyau ou sa dimerisation (Souaga et
al ; 1996).

Le complexe formé migre dans le noyau, se dimerise et se fixeal’ ADN en amont du
complexe d'initiation de la transcription et va moduler |’ activité des sites promoteurs de
genes cibles ; lafixation sur des sites GRE (GC respons element) vainduire I’ activation ou

larépression delatranscription (Souaga et al ; 1996).

La stimulation de la synthése des protéines anti-inflammatoires en augmentant la
synthése de lipocortine 1(annexine 1) qui exerce un effet inhibiteur sur la phospholypase
A2 induisant une diminution de la synthése de I'ensemble des médiateurs
phospholipidiques de I'inflammation. La phospholypase A2 représente une étape clé de la
synthése de |’ acide arachidonique, précurseur des prostaglandines, thromboxane A2 et des
leucotrienes, et de la synthése d’ un précurseur de PAF (Nardi et al., 2003).

Les GC contribuent aussi a I’inhibition de plusieurs cytokines comme celles
impliqué dans la stimulation d’IgE, différenciation des mastocytes et autres (Devillier et
al., 1996).

Un autre mécanisme, par lequel GC inhibent la transcription, par interaction du

complexe GC-GCRII avec d’autres facteurs de transcription tels que AP-1 et NF—«B en
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inhibant la transcription et empéchant AP-1 fixé sur I’ADN d'interagir avec le complexe

d'initiation de la transcription, ou bien en entrant en compétition avec AP-1 pour un

cofacteur indispensable al’ activation de latranscription (Devillier et al., 1996).
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Figure N° 5 : Modes d' action des anti-inflammatoires stéroidiens et non stéroidiens (Souaga et al ; 1996).
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Chapitre |

[1.2. Les anti-inflammatoires naturels

I1.2.1.Quelques plantes a activité anti-inflammatoir es

Tableau N° | : Quelques plantes a activité anti-inflammatoire.

Plantes

Parties utilisées

Activités

traditionnelles

Référence

Sderitis ozturkii

Parties aériennes

Propriétés anti-

Kupdli et al., 2007

anti-inflammatoire

(Lamiaceae) inflammatoire et

gastroprotective
Rosa canina Fruit anti-inflammatoires, | Orhan et al., 2007
(Rosaceae) contre la fievre,

désordres intestinaux

et autres...
Buddleja globosa Feuilles Activités Backhouse et al.,
(Buddl gjaceae) analgésique 2008

antioxydant,

(Euphorbiaceae)

et inflammations

Nauclea latifolia feuilles et racines | douleurs Amouzoun et al.,
(Rubiaceae) abdominales, 2008
pathologies gastro-
intestinales,
infections et fievre
Uncaria  tomentosa | Ecorce Maladies gastriques, | Aguilar et al., 2002
(Rubiaceae) cancer, infection et
inflammation
Croton celtidifolius Ecorce Ulcére, leucémie, | Nardi et al., 2003
rhumatisme
et inflammation
Mallotus peltatus Feuilles Infections Chattopadhyay et

al., 2002.
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[1.2.2.Les composés phénoliques
1. Définition

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des meétabolites secondaires
caractérisés par la présence d’'un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles
libres ou engagés avec un glucide. Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux
supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) (Boizot et al;
2006).

IIs regroupent un vaste ensemble de plus de 8000 molécules, présentant toutes un
point commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6
carbones, lui-méme porteur d'un nombre variable de fonctions hydroxyles libres ou
engageées dans une autre fonction : éther, ester, hétéroside (OH) (Hennebelle et al; 2004,
Edeaset al ; 2007).

Ce sont des phytomicronutriments et généralement des pigments responsables des
teintes automnales des feuilles et des couleurs des fleurs et fruits (jaune, orange, rouge)
(D’ Archivio et al; 2007). lls ont une propriété physico-chimique fondamentale, et deux
autres propriétés communes qui sont ala base de leur activité:

-leur activité réductrice, qui explique leurs propriétés antioxydant.
-leur affinité pour les ions et plusieurs protéines telles que les enzymes, les protéines de
transport et les récepteurs (Dangles, 2006).

Le réle des polyphénols est du aleurs propriétés d’ extracteurs efficaces des radicaux
libres et de dresseurs de la peroxydation lipidique, Ils peuvent chélater les métaux de
transition, tels que le fer et lesions de cuivre et empécher de ce fait le cycle redox de ces
derniers (Rice-Evans et Miler, 1996 ; Kuo et al., 1998).

IIs ont aussi un rdle dans la protection de la plantes contre les especes réactives de
I”oxygene, produites lors de la photosynthése et de la consommation par les herbivores,
dans la prévention des maadies dégénératives comme le cancer et les maladies
cardiovasculaires émergeants (M anach et al., 2003).

Des effets biologiques spécifiques tels que I'inhibition ou réduction de I’ efficacité de
différentes enzymes comme les cycloxygenases, telomerase, lipoxygénase, et I'interaction

avec des voies de transduction de signal et récepteurs de cellules (D’ Archivio et al., 2007).
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Les effets de santé des polyphénols dépendent de la quantité consommée et de leur
disponihilité biologique. Ils sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques
comme la croissance cellulaire, la rhizogenese, la germination des graines ou la maturation
desfruits (Boizot et al., 2006 ; Manach et al., 2003).

2. Classification: Les polyphénols peuvent ére divisés en plusieurs classes selon le
nombre d'anneaux de phénol quils contiennent et éléments structuraux qui lient ces
anneaux. s regroupent les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins issus de la

polymeérisation des flavonoides et des lignines (Edeas, 2007).

1-les flavonoides: Les flavonoides sont les polyphénols les plus distribués des plantes
impliqués dans plusieurs mécanismes biol ogiquement importants tels que la pigmentation,

Lafixation de |'azote et |a défense contre les produits chimiques (Dangles et al., 1999).

Ils sont de faible poids moléculaire, présent chez toutes les plantes vasculaires. La
structure de base se compose de 15 atomes de carbone (Cs—C3—Cs), disposé dans trois
anneaux marqués A, B et C. Ces substances sont connues pour posséder |es activités anti-
inflammatoires, antioxydants, antiallergique, hépatoprotective, anti-thrombique, antiviral et
anti-carcinogene (Sala et al., 2002).

L eurs mécanismes antioxydants incluent I'inhibition des enzymes impliguées dans la
formation des especes réactives de |'oxygéne (oxydase de xanthine, protéine kinase C,
lipooxygénase, cyclooxygenase, oxydase, etc...) Ou la chéation des oligoéléments (fer ou
cuivre libre) ou le piégeage des radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OH-),
anions superoxydes (O et radicaux peroxylipidiques, selon laréaction suivante :
Flavonoide (OH) + R* — flavonoide (O) + RH (Salaa et al., 2002 ; Ghedira, 2005).

Les flavonoides peuvent aussi inhiber COX-2 et iNOS (oxyde nitrique synthétase),
ains que dautres médiateurs du processus inflammatoire tels que les molécules
d’adhésion par inhibition de I’expression de facteurs de transcription tel que NF-kB
(nuclear factor kappa B) et AP-1 par inhibition des protéines kinases impliquées dans la
transduction de signal (Mosquera et al ; 2011).

Ils sont divisés en 6 sous-classes en fonction du type d hétérocycle impliqué:
flavonaols, flavones, isoflavones, flavanones, anthocyanidines, et flavanols (catéchine et

proanthocyanidins).
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Flavonols: ont une double liaison entre C, et C3; avec un groupement hydroxyle en
position Cs, ils ont le réle d'inhiber I'activité des proténes kinases de la voie de

signalisation.

Flavones:

Flavones

| soflavones. ont des similitudes structurales aux cestrogenes, c.-a-d. groupes d'hydroxyle

en C; et Cy, ilsont lerdle d empécher les voies de signalisation diverses.

isoflavones
Anthocyanidins: responsables de la plupart des couleurs rouges, bleues, et pourpres des
fruits, des légumes, des fleurs, et d'autres tissus végétaux .Leur cible est la voie de
signalisation MAPK en bloquant la transactivation de NF- kB et AP-1 (Kang et al., 2011).

Anthocyanins

Flavanones sont caractérisés par la présence d’'une chaine saturée de trois-carbone et un

atome oxygene en Cj.

&
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Flavanones

(Kang et al., 2011).

Flavanols contient une chaine saturée de 3 carbones, avec un groupement hydroxyle en Cs.
Contrairement aux autres flavonoides, ces derniers ne sont pas glycosylés

(D’ Archivio et al., 2007).

Les non-flavonoides : acides phenoligues, stilbenes, lignanes, coumarines et tanins:

2. Stilbenes: sont structurellement caractérisés par la présence d'un noyau 1,2-
diphenylethylene avec les hydroxyles substitués sur les anneaux aromatiques, et existent
sous forme de monoméres ou d'oligomeéres (Han et al., 2007).

3. Lignans sont produits par la dimérisation oxydante de deux unités de phenylpropane,
elles sont la plupart du temps, présentes en nature sous la forme libre, tandis que leurs

dérivés glycoside sont seulement une forme mineure (D’ Archivio et al., 2007).

CH,0 . CH,OH
| ] ]
OH 7 BH:.CIH
\:
/
OCH,
OH

LiTmams

4. Les tannins: sont un groupe de polyphénols hydrosolubles ayant les poids
moléculaires de 500 a 3.000 qui sont subdivisés en tanins condensé sou hydrolysables, et
forment un complexé avec alca oides, polysaccharides et protéines (Han et al., 2007).

5. Acides phenoliques: les caumarins qui ont plusieurs activités telles que I’inhibition de

cyclooxygénase, bacteriostatique, et anti inflammatoire (Stefanova et al., 1995).

R,

" _ﬁi}—\_f
“ou

Ry=0H : Coumaric acid
Ry=Ry=0H : Caffeic acid
Hydroxycinnams acid
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3. Mécanismed’action

Le métabolisme des polyphénols se produit par I'intermédiaire d'une voie commune.
Les aglycones peuvent étre absorbées du petit intestin. Cependant, la plupart des
polyphénols sont présents en nourriture sous forme de esters, glycosides, ou polymeéres qui
ne peuvent pas étre absorbés dans le leur forme indigéne. Ces substances doivent étre
hydrolysées par des enzymes intestinaux ou par la flore microbienne du cblon avant

qu'elles puissent étre absorbées.

Pendant |'absorption, des polyphénols sont conjugués dans le petit intestin et plus
tard dans le foie. Ce processus inclut principalement la méthylation, la sulfatation, et la
glucuronidation (M anach et al., 2003).

[1.3. Quelquestechniques detest anti- inflammatoiresin vivo

Tableau N° I1 : Quelques méthodes de tests anti-inflammatoires in vivo

Agent phlogistique (Edéme Références

acid arachidonique Application local a la surface | (Garrido et al., 2004;
del’oreille Backhouse et al., 2008)

Carragénine Injection intra-articulaire dans | (Winter et al., 1962).

la patte postérieure

huile de croton Application  locale dans| (Yaping et al., 2003 ; Ismaili
I’oreille et a.,2004
adjuvant de Freud Injection intra-articulaire dans | (Garrido et al.,2004)

patte postérieure

Albumine de I’ ceuf Injection intra-articulaire dans | Karthikeyan et Deepa,

patte postérieure 2011; Yuetal. 2012)




Matériels et Méthodes

Matériel e¢ méthodes

1) Matérie végétal : la plante éudiée a été choisi sur la base de son utilisation en
meédecine traditionnelle pour le traitement de plusieurs pathologies dont les maladies a

caractére inflammatoire.

Fraxinus angustifolia appelé communément fréne oxyphylle, fréne a feuilles aigués, fréne
afolioles aigués est un arbre, rarement arbustes a feuilles caduques atteignant 15-20 m de
haut et 10-12 m de large, présent en régions méditerranéennes ; dans le sud de I'Europe,
I'ouest de I'Asie (jusgu'a I'ouest de I'lran) et dans le nord de I'Afrique (nord de I'Algérie et
du Maroc) ades altitudes de 500-2000m (Bock, 2012).

Une plante utilisee dans les parcs, résiste au vent. Préfere un endroit moyennement

sec afrais et un sol riche en substances nutritives, sableux a argileux (L appen ; 2005).

» Classification :
Régne : végétal
Embranchement : sper maphytes
Sous-embranchement : angiosper me
Classe: dicotylédones
Ordre: Oleales
Famille : Oleaceae
Sous-famille : Oleocideae
Genre: Fraxinus
Espéce : Fraxinus angustifolia
Nom vernaculaire:
Nom arabe : dardar
Nom kabyle : aslene

Figure N° 6 : Photographie du Fréne

(anonyme 1)
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F.angustifolia possede 3 sous espéces qui différent par le nombre de foliole et la
forme du fruit:
ssp. angustifolia (M éditerranée);
ssp. oxycarpa (centre-est de I’ Europe et sud);
ssp. syriaca (Boiss.) (Turkei et est del’ Iran) (Bock, 2012).

» Description des constituants
Ecorce: grise aprofondes rides, clairement cannel ée.
Feuilles: caduques, opposees, 20-30 cm de long, pennées, vert fonceé brillant, violettes a
rouge bordeaux en automne, étroites de 5 a 13 folioles.
Systéme racinaire, pivotant a racines secondaires verticales et racines principales
latérales.
Bourgeon : noire a brunétre.

Fruits : samares contenant une seule graine

Lesfleurs: sont minuscules sans sépales ni pétales.
Sexualité : hermaphrodite (L appen, 2005).

3

Figure N° 7 : Photographie correspondants aux différents constituants du fréne ; fleur, fruit, écorce

et feuilles (anonyme 2)
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» Composition chimique
La composition de |'espéce F. angudtifolia en coumarins, secoiridoids,

phenylethanoids, lignans, flavonoides et phénols simples :

e caumarins. Esculetin, Esculin, Cichoriin, Scopoletin, lsoscopoletin, Fraxetin,

Fraxin, Fraxinol.

e Secoiridoids :Oleoside-7,11-dimethylester,Oleuropein,Ligstroside,
10 Hydroxyligstroside, 10-Hydroxyoleuropein, 36Angustifolioside A,
Angustifolioside B,Neuzhenide, Angustifolioside C,Fraxicarboside A ,
Fraxicarboside B, Fraxicarboside C ,Gl-3,GI-5 ,0Oleobutyl, Ligstrobutyl, Ligstral.

o flavonoides: Rutin,Astragalin, Nicotiflorin.

Lignanes: Pinoresinol, Pinoresinol-4-O-B-D-glucopyranoside,
8-Hydroxypinoresinol-4-O-B-D-glucopyranoside, Fraxiresinol-8-O-f-D-

glucopyranoside.

L es secoiridoides : se produisent principalement sous forme de glucosides et d'esters des
alcools hydroxyphenylethyl. Les lignans, les flavonoides et les composés phénoliques
simples sont également présents, mais a une distribution limitée.

Les coumarins: sont trouvés sous une forme libre ou comme glucosides dans toutes les

espéces étudiées de Fraxinus. (Kostova et 1 ossifova, 2006).
» Intérét biologique

Les espéces de Fraxinus ont été employées dans la médecine traditionnelle dans
différentes régions du monde pour leur effet diurétique et purgative aussi bien que pour le
traitement de la constipation, de I'hydropisie, de I'arthrite, de la douleur rhumatismale, de
la cystite et de démangeant du cuir chevelu (K ostova et 1ossifova, 2006).

Le Fréne est également utilisé comme anti-inflammatoire naturel pour le confort et
le bien-étre articulaire ains qu'en cas de problémes de réention d'eau car il stimule les

fonctions d'édimination de |'organisme. (K ostova et | ossifova, 2006).
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2) Préparation del’extrait

e Récolte: La récolte de I'écorce de F.angustifolia la plante a été réalisee en
septembre 2011, dans le foret d’ Azru n Bechar a I’Est de Bejaia au niveau de la
commune d Amizour, par temps sec et une matinée bien ensoleillée, lorsque la
rosée s est évaporée. Les plantes cueillies dans de bonnes conditions climatiques au
moment de leur pleine maturité ont une teneur tres élevée en composants actifs.
Cette récolte est faite dans un endroit naturel, dépourvues de pollution pour éviter
la contamination et I'influence sur les propriétés biochimiques et génétiques de la
plante.

e Séchage: a étéeffectué al’airelibre, al’ abri du soleil et atempérature ambiante

e Broyage: al’aide d un broyeur éectrique pour récupérer une poudre fine.

e Tamisage: la poudre a été tamisée par un tamis d'un diamétre de 63um pour
récupérer une poudre plus fine, la poudre est alors stockée dans des flacons en verre
fermés.

e Extraction : a été effectuée selon la méhode de Chiang et ses collaborateurs en
(1994) ; 200g de poudre ont été maceérés dans 800 ml d éthanol (95%), agitation de
24h al’abri delalumiére.

Décantation dans une éprouvette pendant 24h pour récupérer deux phases, le precipité et le
surnagent. Le surnagent est ensuite récupéré, puis centrifugé.
Récupération du surnagent, le sécher al’aire libre pour obtenir un résidu sec.

Letaux d’extraction : calculé selon I’ équation suivante :
% d’extraction= ((P1-Po)/Pr) x100
P1 : poids de boite de pétri aprés évaporation
Po : poids de la boite de pétri avide
Pr: poidstotal delapoudre

3) Animaux utilisés
Des souris Albinos des deux sexes, avec un poids corporel de 25 a 35¢g et une

moyenne d’ &ge d’' 1 mois, obtenus de I’ institut Pasteur d’ Alger

.
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L’ expérimentation a été réalisée au niveau du laboratoire d’ expérimentation animale
(animalerie) del’ université de Bejaia
e Conditionsd’élevage
Les souris ont été mises dans un milieu d’ élevage sous une température ambiante de
23 4 25°C, et nourries par des aliments fabriqués a base de céréales, ains que par |’ eau,
tout en respectant un rythme d'éclairage et d'obscurité de 12/12h pour respecter
I’alternance jour et nuit. Elles ont été laissées une semaine dans les conditions du

laboratoire pour s’ adapter au milieu.

4) Test detoxicité:

Pour vérifier la toxicité des extraits d écorces de F.angustifolia, le test a été réalisé
sur 6 souris pesant entre 30 et 35g, une solution mere de 60 mg /3 ml a été préparée avec
de I'eau physiologique, les souris ont été laisse a jeun pendant 16h précédant
I’ expérimentation (Kupeli et al, 2007).

Une quantité de 200mg/kg a éé administré pour chaque souris par voie intra-
gastrigue. Les souris ont ensuite été surveillées pendant 48 heures pour détecter les signes
detoxicité (Kupeli et al, 2007).

5) Evaluation del’activité anti-inflammatoire

La méthode de la carragénine induisant un cedéme au niveau de la patte a été utilisé
pour évaluer |’ activité anti-inflammatoire, le diametre de la patte a été mesuré a |I’aide du
micrométre avant et apres | injection de la carragénine pour évaluer |’augmentation et la
réduction du diamétre (Winter et al., 1963).

Les souris ont été réparties en 3 groupes (lots) de 6 souris chaque un.

Chaque jour, une souris de chague groupe a été traitée et cela pendant 6 jours.
Les souris sont laissées a jeun 16 h avant I’ expérimentation avec un acces libre a |’ eau, et
celapour faciliter |’ absorption des solutions (Ndiaye et al ; 2006).
La patte droite de chaque souris a été mesurée avant le traitement par la carragénine a
I’ aide du micrometre.
Les souris ont été traitées par voie orale (intra-gastrique) avec une sonde gastrique :
L e groupe témoin (control négatif) : ont regu de I’ eau physiologique (NaCl 0.9%) a une
dose del0 ml/kg

.
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Le groupe standard (control positif) : ont recu le Diclofénac comme anti-inflammatoire
de référence (anti-inflammatoire non stéroidien) a une dose de 10ml/Kg (50mg/kg)

La poudre du Diclofénac a été dissoute dans de |’ eau physiologique (0.9%) avec un rapport
de 5mg/10ml (Amouzoun et al ; 2008).

Le groupe traité par I'extrait : I’extrait éthanolique de I’ écorce de F.angustifolia a été
préparé avec de I’ eau physiologique (NaCl 0.9%), a raison de 200 mg/kg. Une solution de
10 mi/kg a été gavée pour chague souris (Kupeli et al, 2007).

Figure N° 8 : Photographie de |I’administration de I’ extrait al’ aide d’ une sonde gastrique. (Original)

1 heure aprés le gavage de différentes solutions, 0.1 ml d'une suspension de
carragenine 0.5% (dissoute dans une solution salée a 0.9 %) a été injecté par voie sous
cutanée au niveau de I’ aponévrose plantaire de la patte arriére droite des souris.

E
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Figure N° 9: Photographie de I'injection de la carragénine dans |a patte de la souris. (Original)

L’ ccdéme a éé mesuré une (1) heure aprés injection de la carragénine et chague
heure depuis pendant 6h al’aide d’ un micromeétre, qui permet de mesurer le diamétre de la

patte de la souris.

Figure N° 10: Photographie représentant la mesure de la patte avec un micrometre. (Original)

3
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Le pourcentage d’augmentation de |’ cedéme a été calculé pour chaque heure selon
I’ équation suivante :
% d’edeme= ((Dn- Dg)/Dg) %100

D, : diamétre de la patte de chague heure aprés injection de la carragénine.
Do : diamétre de la patte avant I’ injection de la carragénine (Yam et al., 2009).
Le pourcentage d’inhibition est quant a lui, il a éé calculé en fonction du témoin selon la

formule suivante :

% d’inhibition = [(% d’ cedéme (témoin) - % d’ eedéme (extrait)) / % d’ cedéme (témoin)] x100

(Ndiaye et al., 2006).

6) Etude statistique: les résultats ont é&é comparés entre les différents lots en
utilisant le logiciel Statistica (ANOVA) par le test Post Hoc avec P<0.05, en calculant
I’ erreur type et |’ ecartype pour chague lot en fonction des heures, puis par I’anayse de la

variance P<0.05 pour comparer les trois lots en fonction du temps (heures).
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Résultat et discussion
1. Extraction des composés phénolique

Considérant la diversité et les propriétés structurales complexes de ces composss, il
est impossible de mettre au point des méthodes exhaustives pour leur extraction
(Vercauteren et al., 1998). Aingi, les conditions de I'extraction, a savoir le type du
solvant, la taille des particules, |’ état du matériel végétal (sec ou frais) et les conditions
thermiques de I'extraction peuvent influencer significativement le taux et la nature des
composeés extraits (Naczk et Shahidi, 2006 ; Lim et Murtijaya, 2007).

Avant de procéder al’ extraction, nous avons d’ abord seché e matériel végétal al’air
libre et a I’abri de la lumiére comme préconisé par Rijke et al., 2006, afin d éviter la
dégradation de certains composés phénoliques sous I’ effet des hydrolases qui peuvent
exister dans le matériel végéta frais. Par la suite, la matiére seche retenue est réduite en
poudre fine (63ug), pour augmenter la surface de contact avec le solvant et améliorer le
rendement de |’ extraction.

L’ utilisation de I'éhanol comme solvant d’extraction de départ présente plusieurs
avantages : Sa polarité fait qu'il est utilisé comme solvant par excellence pour I’ extraction
des composés phénoliques ; d autre part il est moins atérant que le méthanol, qui peut
exercer un effet de méthanolyse sur les tannins, pouvant perturber la teneur réelle des
extrait en ces composes (Bruneton, 1999 ; Mueller-Harvey, 2001)

Le rendement de notre extrait étant de 5.6% concorde avec d’autres travaux ayant
utilisé I’extrait éthanolique, comme c¢a était le cas pour I’extrait de racines de Cnestis
ferruginea avec un taux d’ extraction de 12.17% (Ishola et al., 2011).

2. Evaluation de |’ activité anti-inflammatoir e

L’ activité anti-inflammatoire de I’ extrait é&hanolique de F.angustifolia a été évaluée
par la méthode de carragénine induisant un ccdeme de la patte chez les souris, le diamétre
de la patte mesuré par le micrometre a donné les résultats illustrés dans ce tableau,

montrant I’ augmentation du diamétre de |a patte en fonction du temps.
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Tablau N°I1I : Evolution du diamétre de |a patte en fonction des heures

Diametre avinj lhap 2hap 3hap 4h ap 5h ap 6h ap

TEMOIN 2,31+ 3,11+ 3,28+ 3,48+ 3,70+ 3,58+ 3,56+
0,07 0,09 0,14 0,13 0,12 0,09 0,11

STANDARD | 2,41+ 2,88+ 2,74+ 2,64+ 2,91+ 2,92+ 2,91+
0,03 0,08 0,05 0,03 0,15 0,13 0,14

EXTRAIT 2,37+ 2,99+ 3,00+ 3,02+ 3,06+ 3,19+ 3,21+
0,07 0,10 0,12 0,13 0,12 0,12 0,15

Le diametre de la patte augmente considérablement en fonction du temps apres
injection d'un agent phlogistique (la carragénine) qui est le plus utilisé pour examiner
I’ activité anti-inflammatoire car il N’ est pas antigénique (M agaji et al., 2008).

On remarque que |’ augmentation est importante chez le lot témoin alors qu'elle est

significativement diminuée chez leslots traités par I’ extrait et le standard.

Afin de mettre en évidence |’ effet anti-inflammatoire de notre extrait, on a calculé
les % daugmentation de I’cedéme en fonction du temps (heures), les résultats sont

reportés sur le graphe suivant :
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Figure N° 10 : Graphe représentant les % d’ augmentation de I’ cedéme.

On remarque gue I’ augmentation de I’ edéme est plus importante chez le témoin qui
atteint son maximum & la 4°™ heure (60 %) suivie d’ une phase de régression, d autre part
elle est plus importante au niveau de I’ extrait par rapport au standard, de (30%) et (20%)

respectivement.

Pour comparer les résultats trouvés pour le standard et |’extrait par rapport au

témoin, on a calculé le % dinhibition de I’cedeme, les résultats sont représentés sur la

figure ci-dessous :
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Figure N°11 : Histogramme représentant les % d’inhibition de I’ cedéme.

La figure montre que I'inhibition de I’ cedeme est plus importante chez le standard
(Diclofenac) avec un pourcentage de 80%, par rapport a I'extrait (50%), et ceci peut
sexplique par le fait que le Diclofenac est une molécule pure contrairement a I’ extrait

utilisé qui est un extrait brut.

L’analyse statistique est significative (p<0.05) a la 2%™ et 3éme heure entre le
standard et I’ extrait, ce qui S explique par la différence dans la composition chimique et le

mode d’ action des deux échantillons.

L’inhibition du standard (Diclofenac) atteint son maximum & la 3°™ heure et cela
concorde avec les travaux de Maggji et al., 2008, et Bektas et al., 2012, qui ont eu un
pourcentage d’ inhibition de 80.87% ala méme dose.

Ceci peut aussi étre comparé aux travaux d Ananthi et al., 2009, qui ont testé le
Diclofenac par la méthode de carragénine induisant I’ccdéme de la patte montrant un
pourcentage d’'inhibition de 68.59% a une dose de 25mg/kg, ainsi qu'aux travaux de
William Carey et al.,2010, qui ont utilisés le Diclofenac comme médicament de référence &

une dose de 20 mg/kg réduisant I’inflammation de 71.45% ala3°™ heure.
36
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Les travaux de Vadivu et Lakshmi (2008) ont testé le Diclofenac a la dose de 50 mg/kg
gui a montré un pourcentage d’inhibition de 75%.

L'extrait quant & lui, il atteint son pic a la 4°™ heure avec un pourcentage
d inhibition de 50, 96% a une concentration de 200 mg/kg.

Le choix de I'écorce de Fraxinus angustifolia pour cette éude porte sur son
utilisation en médecine traditionnelle pour le traitement des maladies a caractéres

inflammatoires (K ostova et | ossifova, 2007).

Ceci concorde avec d'autres travaux sur le genre Fraxinus comme F. ornus,
F.japonica, et F. excelsior qui ont éé prouvés comme plantes a caractere anti-
inflammatoires (K ostova et | ossifova, 2007).

D’autres travaux ayants utilisés la dose de 200mg/kg, ont montré des pourcentages
d'inhibition assez proches de 50% calculé pour notre extrait, telles que les travaux de
Arunachalam et al., 2002, sur I’ extrait é&hanolique d’ Alstonia macrophylla (53.80%), ceux
de Ishola et al., 2011, sur Cnestis ferruginea (Connaraceae) (48.89%), ainsi que ceux de

Culcasia scandens (Araceae) (50.82%)

L’ cedéme induit par la carragénine est le model le plus utilisé pour évaluer I’ activité
anti-inflammatoire, ¢’ est un événement qui fait intervenir trois phases distinctes, parfois

regroupées en 2 phases incluant les kinines dans la 1%© phase :

-une premiéere phase qui fait intervenir I'nistamine et la 5-hydroxytryptamine (sérotonine)
qui favorisent la vasodilatation, la transsudation plasmatique et I'ccdéme formé suite a
I’ extravasation du fluide et protéines du plasma (entre Oh a1.5h) (Gao et al., 2009).

- une seconde phase qui fait appel aux kinines (bradykinines) comme meédiateurs
augmentent la perméabilité vasculaire (2.5h aprés injection).

- une troisiéme phase (3 & 6 heures apres injection de carragénine) liée alalibération
des protéases, |ysosomes et prostaglandine associée a la migration leucocytaire dans la
zone enflammée (Sanogo et al., 2006 ; Marzouk et al., 2011). La réponse vasculaire
maximale, étroitement liée a la migration de leucocyte au secteur enflamme, atteint
également son niveau maximum dans cette phase (Prakash Babu et al., 2009 ; Li €t al.,
2011). L’ augmentation de la perméabilité vasculaire conduit a lalibération de fluide riche

3

en protéines plasmatiques incluant les Ig, facteurs de coagulation, et les protéines du tissu
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lésé. Elle est le résultat de contraction et séparation des cellules endothéliales a la surface
membranaire, perméable aux protéines et fluides plasmatiques (Okoli et al., 2006). Les
cyclooxygénases interviennent dans la formation de prostaglandines a partir du
métabolisme de I’ acide arachidonique (Souaga et al., 1996 ; Araico et al., 2007 ; Li et al.,
2011).

Les médicaments anti-inflammatoires interviennent en général en s'opposant a l'effet
de ces médiateurs chimiques : histamine, sérotonine, kinines et prostaglandines (Sanogo et
al ; 2006). Les principaux sites d action des anti-inflammatoires non stéroidiens sont la
phospholipase A2 (PLA2), les cyclooxygénases (COX) et la 5-lipoxygénase (5-LO) (Le
Borgne et al., 2000). Cependant, |I’cedeme induit par la carragénine est connue pour étre
sensible aux inhibiteurs de COX mais pas a ceux de 5-LO (M equanint et al., 2010).

Les traitements par les inhibiteurs de COX-1 sont capables de réduire la premiere et la
deuxiéme phase de I'cedéme, ceux de COX-2 sont plutét efficaces dans la 3°™ phase
(Nanthakumar et al., 2010).

Les principaux effets thérapeutiques des anti-inflammatoires non stéroidiens dérivent

de leur capacité a empécher la synthése des prostaglandines en intervenant sur le

métabolisme des cyclooxygénases-2 (Zhang et al., 2005 ; Magaji et al., 2008).

L’ extrait éthanolique de I’ écorce de F.angustifolia testé, agit & la 4°™ heure, ce qui
peut étre expliqué par son action en s opposant a la libération des prostaglandines en
agissant sur COX-2, ou bien, sur la migration des leucocytes vers le site enflammé (3.éme
phase). Cette activité anti-inflammatoire est en partie due a la composition de I’ extrait en
polyphenols, caumarins et autres composes a effet anti-inflammatoires.

L’ esculetin qui est un dérivé des caumarins est le composant prédominant dans le genre
Fraxinus, il possede un potentiel antioxydant par la réduction de la libération des
neutrophiles (Peng et al., 2010).

F.angustifolia, du fait de sa composition riche en esculetin et Esculin qui sont des
inhibiteurs de la perméabilité capillaire chez les souris peuvent agir sur I'inflammation, les
caumarins peuvent aussi intervenir sur |’ activité anti-inflammatoire par leur action sur les
voies du complément (K ostova et | ossifova, 2007).

Les flavonoides sont aussi capables d’inhiber les deux voies du métabolisme de
I’acide arachidonique (Tunalier et al., 2006) et peuvent ains inhiber COX-2 et INOS

(oxyde nitrique synthétase), ainsi que d’ autres médiateurs du processus inflammatoire tels

ﬂ

que les molécules d’ adhésion, par inhibition de I’ expression de facteurs de transcription tel
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que NF-KB (nuclear factor kappa B) et AP-1 par inhibition des protéines kinases
impliquées dans la transduction de signal (Gonzalez Mosquera et al., 2011).

Les travaux de Mohamed Saleem et al., 2011, ont suggéré que la présence de
glycosides dans la composition d’'un extrait peut contribuer a I’inhibition des médiateurs
inflammatoires. L’ extrait, du fait de sa composition en secoiridoids, peut donc contribuer a
I” activité anti-inflammatoire.

Les composes polyphénoliques sont aussi capables de piéger les radicaux libres,
empéchant la formation des prostaglandines qui provoguent I'inflammation (M ohamed
Saleem et al., 2011).

3. Test detoxicité: Latoxicité de F.angustifolia

La toxicité a été testée sur 8 souris qui ont été traitées par 200 mg/kg de I’ extrait
éthanolique de |’ écorce de F.angustifolia par voie orale, les souris ont été surveillées

pendant 48 heures pour évaluer lamortalité et d’ éventuelles manifestations pathol ogiques.

Aucune mortalité n’a été remarquée pendant toute la période de surveillance, aucun

trouble n’ a été identifié.

Cela confirme son innocuité d’ apres son utilisation en médecine traditionnelle pour

le traitement de diverses mal adies sans risque de mortalité, ni de toxicite.




Conclusion

Conclusion et per spectives

Notre étude et nos recherches bibliographiques nous ont permis de mieux connaitre

Fraxinus angustifolia, sacomposition chimiques et ses éventuelles activités biologiques.

L’ activité anti-inflammatoire de |’extrait éhanolique d écorces de F.agustifolia
évalué par la méthodes de carragénine induisant I’ cedéme de patte chez les souris nous a
permis de déduire son efficacité a réduire I'inflammation en agissant sur la 3*™ phase, en
particulier sur les COX-2, et la migration leucocytaire. Ces résultats concordent avec
d autres travaux sur les plantes médicinales, quant a la corréation entre la constitution
chimique de la plante, riche en composés phénoliques et |’ activité anti-inflammatoire et ont

permis de confirmer I’ utilisation de la plante en médecine traditionnelle

Cette étude a permis de déduire un pourcentage d’inhibition de 50% pour I’ extrait
par rapport & 80% pour I’ anti-inflammatoire de référence, en I’ occurrence le Diclofénac et
ceci prouve que Fraxinus angustifolia possede une activité anti-inflammatoire, mais moins

efficace que celle du médicament qui est considéré comme molécule pure.

Les tests de toxicité n’ont révélé aucun signe de mortalité, ni d'innocuité apres 48

heures de surveillance, ce qui prouve qu’ elle n’ est pas nocif ala dose utilisée (200 mg/kg).

Ces études doivent étre confirmées par d'autres travaux in vitro et in vivo, en
utilisant d’ autres techniques pour permettre d’ optimiser les recherches réalisées jusqu’ici.
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Annexes

Annexe 1: Mesure des diametres de  patte des souris pendant les 6 jours
d expérimentation

e 1%¥jours d’ expérimentation

Diamétre | Avinj Ap 1h Ap 2h Ap 3h Ap 4h Ap 5h Ap 6h
Temoin | 5 35 287 375 3.66 36 346
Standard |, 4 264 253 26 286 295
Extrat |, g 2.78 2.81 2.83 3,37 38

2°™ jour d’ expérimentation

Diametre | Av in Ap1h Ap 2h Ap 3h Ap4h Ap5h Ap 6h
Temoin 1 5 o5 275 295 296 3.2 318 31
Standard | 5 33 276 281 2.66 3,08 3,08 3,09
Extrait 2,36 293 2,98 3,04 3,15 3,12 3,02

e 3*™jour d’ expérimentation
Diametre | Av inj Ap1h Ap 2h Ap 3h Ap4h Ap5h Ap 6h
Temoin 5 4o 3,38 374 395 4,25 393 352
Standard | 2 46 327 2.84 2,68 3,37 3,35 3,4
Extrait 2,55 3,35 3,54 3,48 3,45 3,45 3,44

e 4™ jour d expérimentation

Diamétre | Avinj Ap 1h Ap 2h Ap 3h Ap 4h Ap5h Ap 6h

Temoin | g9 311 3.28 342 3,68 346 346

Standard | 2 42 2.84 2.86 275 3,28 3,10 3,02

Extrait | 209 2,62 2,68 2,58 2,6 2,67 2,72




e 5éme jour d’ expérimentation

Diamétre | Avinj Ap 1h Ap 2h Ap 3h Ap 4h Ap5h Ap 6h
Temoin |, 4 288 29 31 3,85 3,65 4,05
Standard | 5 269 2,58 2,63 2,54 253 2,56
Témoin | 236 3,26 3,61 3,61 3,64 3,65 3,65
Extrat | 236 2,93 2,98 3,04 3,15 3,12 3,02

e 6™ jour d’ expérimentation

Diamétre | Avinj Ap 1h Ap 2h Ap 3h Ap 4h Ap5h Ap 6h
Temoin |, 7 313 3,06 316 3,20 3,38 327
Standard | 5 35 283 271 261 2,59 2,57 2.45
Extrait | 236 3,29 3,58 3,55 3,60 3,58 3,66

Annexe 2 : matériels utilisés au laboratoire

-Balance électrique pour la pesé des souris.
-Balance analytique de précision.

-Seringue de 1 ml pour I’ injection de la carragénine.
-Seringue de 5 ml utilisé pour le gavage.

-Sonde gastrique.

-Etuve.

-Centrifugeuse.

-Tamis de 63um.

-Broyeur éectrique.

-Micrométre (instrument de mesure du diamétre de |a patte).



Résumé

Les végétaux constituent une source importante de métabolites actifs avec un important
potentiel thérapeutique, Fraxinus angustifolia appelé communément fréne, est une plante
utilisée dans la médecine traditionnelle pour le traitement de divers pathol ogies notamment

celles a caractére inflammatoire.

Le travail réalisé Sest intéressé al’étude de I’ activité anti-inflammatoire de I’ extrait
éthanolique d'écorces de F.angustifolia par la méthode de la carragénine induisant
I’cedeme de patte chez les souris. Les résultats obtenus ont montré que notre extrait
exprime un pourcentage d'inhibition de I’ cedéme assez remarquable, observé a la 4°™
heure aprés injection de la carragénine, ce qui peut déduire que I’ extrait agit au niveau de
Qeme

la phase de I’ inflammation, donc sur I’inhibition de la COX-2 par les composes actifs

de cette plante.

Mots clé : inflammation, anti-inflammatoire, carragénine, ccdéme.

Abstract:

Vegetable are an important source of active metabolite, with an important therapeutic
capacity, Fraxinus angustifolia named usually frene, isaplant used in traditional medicine

for treatment of several diseases especially with inflammatory character.

The work interest for study of anti-inflammatory activity of ethanolique extract of bark
of Fraxinus angustifolia, through the carragenine induces hind paw edema in mice. The
results shown that extract express an inhibition of edema percentage 4™ hour after
carragenine injection, which can deduce that the extract act at the 3nd phase of

inflammation process, then on the Cox-2 inhibition, by the active component of this plant.

Key word: inflammation, anti-inflammatory, carragenine, edema.
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