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Connue depuis 2000 ans dans ses manifestatiomngues) I'inflammation ou réaction
inflammatoire est un mode de réponse des tissumigwascularisés face a une agression.
Elle est induite par des lésions d'origine infegtsie (bactérienne, virale, parasitaire),
immunologique, tumorale, ou traumatismes (inteneentchirurgicale, bralure...\Witko-
Sarsat et al., 2011).

L'inflammation est un processus habituellement figné : son but est d'éliminer
I'agent pathogene et de réparer les Iésions tisssidarfois l'inflammation peut étre néfaste
du fait de l'agressivité de l'agent pathogene osadpersistanc@Vitko-Sarsat et al., 2011).
Cette derniére implique des changements dans taéaduilité vasculaire, avec le recrutement
concomitant de composants du systeme immunitaicedéme, rougeur, douleur et la chaleur
sont les quatre symptémes cardinaux de l'inflanonaties médiateurs de phase précoce de
l'inflammation sont I'histamine et la sérotoningles médiateurs de fin de phase sont les

prostaglandines, les lymphokines et monokimekatani et al.,2002).

Le traitement actuel de l'inflammation fait appekanti-inflammatoires stéroidiens
(glucocorticoides) et non stéroidiens comme I'aspirCes molécules bien qu'étant efficaces
présentent le plus souvent des effets indésiraplepeuvent empécher leur utilisation a long
terme(Gaziano et al., 2006).

Les plantes possédant une activité anti-inflammatgiourraient constituer une
alternative dans la thérapeutique anti-inflammataiu fait de leur meilleure accessibilité et
de leur moindre toxicité en général, vis-a-vis de-inflammatoires classiquékhalil et al.,
2006).

La région méditerranéenne, en dépit de sa localisdans une zone tempérée loin de
la biodiversité des hotspots “points chauds”, pdesdes zones biogéographiques parmi les
plus rares au monde et une biodiversité de prenmepertance avec beaucoup de plantes
d’intérét thérapeutique, telles gqu@lematis flammula qui jouit de diverses propriétés
pharmacologiques antioxydantes et anti-inflammat@tmani et al., 2009).
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Les feuilles deC. flammula, communément trouvées dans la région méditerraeéen
sont utilisées en EspagrnRiyera et De Castrom, 1993), I'ltalie (Guarino et al., 2008) et la
Turquie(Yesilada et Kupeli, 2007), mais surtout dans la région de Kabylie en Agérides
fins médicinales. Selon des études épidémiologigless infusions préparées a partir de
feuilles séchées sont utilisés pour traiter de rreoses affections spécifiquement l'arthrite,

les bralures superficielles et méme le carféemani et al., 2009).

L'objectif de notre étude est de déterminer l'atéianti-inflammatoire de 3 extraits:
ethanolique, aqueux du chloroforme et aqueux deétee d'éthyle des feuilles de.
flammula sur I',edéme inflammatoire aigue de la patte d®iais induit par I'histamine et la

sérotonine.
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Chapitre | : Les composés phénoliques

Généralités sur les composeés phénoliques

Une des originalités majeures des ta&pe reside dans leur capacité a reproduire des
substances naturelles tres diversifiees. En efiegoté des meétabolites primaires classiques
(glucides, protides, lipides, acides nucléiquels),accumulent frequemment des métabolites dits
« secondaires » dont la fonction physiologiquetrpes toujours évidente mais qui représente une
source importante de molécules utilisables pamniiine dans des domaines aussi différents que la
pharmacologie ou l'agroalimentaire. Les meétabolgesondaires appartiennent a des groupes
chimiques variés (alcaloides, terpénes, composésafijues...) qui sont trés inégalement répartis
chez les végétaux mais dont le niveau d'accumulgiut quelquefois atteindre des valeurs élevées
(Macheix etal., 2005.

l.1. Définition des composés phénoliques

En tant que composés d'origine végétddeterme de composés phénoliques regroupe plusieurs
milliers de molécules qui répondent difficilementuae définition simple. D’'un point de vue
chimique, ils se définissent par leur cycle bengémiporteur d’au moins un groupement hydroxyle
libre ou engagé dans une autre fonction (éthaar.e9 (Wichtl et Anton, 2003.

1.2. Classification des composés phénoliques

Les composés phénoliques peuvent étre regroupée erombreuses classes (tableau 11.1) qui se
différencient d'abord par la complexité du squelet base (allant d'un simplg @es formes trés
polymérisées) ensuite par le degré de modificatides ce squelette (degré d'oxydation, d'
hydroxylation, de méthylation...), enfin par leaisons possibles de ces molécules de bases avec
d'autres molécules (glucides, lipides, protéinés,ea métabolites secondaires pouvant étre ou non

des composes phénoliquésacheix etal., 2005.

Les composés phénoligues sont communément clagséfonetion des voies de
biosynthese impliquées dans leur élaboration. Gtingjue ainsi une dizaine de grandes classes de
composés regroupant des formes simples (phénolplesimacides hydroxy-benzoiques, acides
hydroxy-cinnamiques, coumarines, naphtho-quinoséithénes, flavonoides, lignanes...) et des
phénols condensés issus de la polymérisation deares (lignines) ou de certains flavonoides

(tanins) Macheix etal., 2005. Les classes les plus importantes sont les sigigan
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Tableau I: Classification des principales classesed composés phénoliques (Bruneton, 2009

Squelette

Carboné

C6

*C6-Cl

*C6-C3

C6-C4

C6-C2-C6

C6-C3-C6

(C6-C3)2

(C6-C3)n

(C6-C3-C6)n

Classes Exemples
Phénols

Catéchol
Simples
-Acides -Acide
hydroxy- gallique
benzoiques
-Acides
hydroxy- -Acide
nnamiques = caféique
-caumarines -scopolétine
Naphto-

Juglone
quinones
Stilbenes Reservératre
Flavonoides

Catéchine
Isoflavonoid
Lignannes | Pinorésinol
Lignines
Tannins
condensés

Structure chimique

HOOOH
(Bruneton,2009)
- \ OO
) J@(\/

Ri

R =R,=R,=1 acide cinnamigue
Ri=Ry=1lR,=0H acide p-coumanque
R =R,=0H.R=H acide catéique

R, =0CH, R.=OlLR,= 1l acide férulique

R = R, :l)('||1_ R,= OH acide sinapique

(Macheix et al, 2005)

L.

E 3 L.

(Macheix et al, 2005)

OH
5 C

HO

(Macheix et al, 2005)

(Macheix et al, 2005)

_0 0 O OH
HO O o 0~

(Macheix et al, 2005)

.
— ="

o

e

(Yukozawa et al., 1998)

Origine Naturel

Etcaractéristique

*fruit, légume

*épices, fraises

Existe sous forme d’ester

* grains de (pomme, fruits, pomme de

terre)

*Souvent lies a d'autres molécules

organiques Existent sous forme d'esters

*Noix

*Vigne

*fruit, [égume,

soja, pois

*possede des activités : Anti inflammatoire
Antiallergique, Anti-oxydante, Anti-

radicalaire, Anti-fongicides...

*pin

*Bois, fruits a Noyau

*Raisin rouge, prune, fraise,

thé, pomme

* anti parasitaire (gastro- intestinale chez le

animaux).
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[.2.1 Les formes simples

Les formes les plus simples des composés phénsligésentent des structures chimiques allant du

simple phénol en £aux flavonoides en;g(Macheix et al.,2005).
[.2.1.1 Les acides phénoliques

Les acides phénoliques se subdivisent en deux gsogeides hydroxy-benzoiques qui dérivent de
I'acide benzoique et ont une forme de base de(@pe C) (acide gallique), et les acides hydroxy-
cinnamiques représentent une classe tres importiamtela structure de baseg(€ G) dérive de
celle de l'acide cinnamique grace a des substitatiau niveau du cycle aromatiguRidheter,
1993; Guignard, 1974; Psotova dl., 2003.

1.2.1.2 Les flavonoides

Parmi les composés phénoliques les flavonoidespeatwne large classe. Ce sont des composeés
phénoliques dont beaucoup sont des pigments resiplessde la coloration de nombreuses fleurs et
de certain fruit. Largement répandus dans le regigetal, ils existent sous la forme soluble
d’hétérosidegGuignard, 1979) Leur structure de base est constituée de deuauxogromatiques

(A et B) reliés par un hétérocycle oxygéné (cyc)grigure 1). lIs sont divisés en plusieurs classes
(Tableau II)

Figure 1: Structure de base des flavonoi@iedund, 2004).
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Tableau Il : Principales classes des flavonoides éikayana et al, 2001; W- Erdman et al, 2007)

Classes Structures chimiques R3' R4 R5' Exemples

H - H Apégnénine
Flavones OH OH H Lutéoline

OH OHC3 H Dismétine

H OH H Kaemférol
Flavonols OH OH H Querecétine

OH OH OH Myrecétine
Flavanols OH OH H Catéchine

H OH H Naringénine
Flavanones

H OH H Eriofictyol

H OH H Perlargonidine
Anthocyanidin OH OH H Cyanidine

OH OH OH Delphénidine

RS R7 R4’
Isoflavones OH OH OH Genisteine

H O-Glu OH Daidezine
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1.2.2. Les formes complexes

Ces formes sont issues généralement de la conaenskss composés phénoliques simples cités

précédemment
[.2.2.1. Les saponines

Les saponosides ou saponines sont un groupe dddtitts secondaires fréquemment rencontrés
chez les végétaux. lls tirent leur nom du la@po signifiant savon en raison de leur propriété a

former des solutions moussantes en présence @eaneton, 1999.

Les saponines sont principalement produits pamplastes mais aussi par les organismes marins
(Avilov et al., 1997; Yoshiki etal., 1998).Des études antérieures chimiques et pharmacolegjiqu
ont montré que les saponines triterpénoides ssmoi@mposants principaux du genre Clemaltig),(
2012. D’autre travaux ont étés menés sur le g€hitangutica pour démontrer la présence de trois
nouvelles saponines triterpéniques (1Z)dng, 2013. Structuralement, les saponines peuvent étre
classés en deux groupes selon la nature de laggdaesmsaponines a génines tri-terpéniques, de loin
les plus nombreux existant chez les angiospernoegytitdones et chez certains animaux marins et
celles a génines stéroidiens, presque exclusivenmndisentes chez les angiospermes
monocotylédones (figure 2B(uneton, 2009. Les saponines sont aussi recherchées par ltinelus
pharmaceutique parce qu’elles forment le point dpad de I'hémi-synthese des médicaments
stéroidiens. Elles présentent plusieurs propri@iégrmacologiques et sont employées dans la
phytothérapie et dans lindustrie cosmétique. Eftmsneraient les principaux constituants de
plusieurs remédes issus des plantes et elles spsidérées responsables de nombreuses propriétés
pharmacologiquesEstrada et al.,.2000. Les saponines et les polyphénols sont considéess
eléments clefs dans la pharmacopée traditionnéli@oise et sont responsables de la plupart des

effets biologiques observ@siu et al., 2002.
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Figure 2 : Structure chimique des saponines. Squelette aghyGdhn spirostane stéroidien, (B)

furostane stéroidien et saponines triterpenoide&&) sucrd Amzal, 2010).

.2.2.2 les tanins

Les tanins végétaux sont des composés phénoliqplebles dans I'eau et ayant des poids
moléculaires compris entre 500 et 3000 Keremeet al.,2010.

Selon la structure moléculaire les tanins on lassg en deux groupes :

A. Les tanins hydrolysables (figure 3), constityés une molécule glucidique sur laquelle est
estérifiée de I'acide gallique ou un de ses dérfaégle éllagique, acide m-digallique) d’ou le nom
de pyrogalliques et d’éllagitanins qu’on leur dompueelquefois. lls sont facilement hydrolysés par

voie chimique ou enzymatiqu8déremeet al.,2010.

OH
OH
Q OH
O OH
o (o] OH
HO o o
(o] (@] O OH
HO o o
OH
OH
HO OH
OH HO OH

Figure 3: exemple de structure d’'un tanin hydrolysé (Pédlagine (R = H))
(Seremeet al., 2010Q.

B. Les tanins condensés ou proanthocyanidols (fighnegultent de la polymérisation de

molécules élémentaires de flavanes (flavanes @ik@ane ol-4, flavane diol —3,4). lls
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sont désignés aussi sous le nom de tanins « catiéshi. les proanthocyanidols ont été
isolés ou identifies dans tous les groupes de mégetgymnospermes et fougéeres
(Seremeet al., 2010

Figure 4 : exemple de structure d’'un tanin condensé (Palgmanthocyanidolique )
(Seremeet al., 2010)
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[1.1. Définition de I'inflammation

L’inflammation est un mécanisme de défense utihaé les organismes vivants en
réponse a une agression étrangeére, tels que dets g@ghogenes ou des Iésions tissulaires.
Ce mécanisme de défense a pour but de mainteniédiité des tissus agresq@xusso-
Marie et al, 1998). L'inflammation est connue depuis trés longtempss Bépoque des
Egyptiens ! Le docteur romain, Cornelius Celsitaydit définie il y a 2000 ans par les signes
cardinaux suivants : rougeur, cedeme, chaleur éedailLawrence et al 2002).

L'inflammation est un processus habituellement figme€: son but est d'éliminer l'agent
pathogene et de réparer les lésions tissulairgger@ant, I'inflammation peut étre néfaste du
fait de l'agressivité de l'agent pathogéne, deesaigiance, du siége de l'inflammation, par
anomalies des régulations du processus inflamneatau par anomalie quantitative ou
gualitative des cellules intervenant dans linflastion (Rousselet etal., 2005). De
nombreuses pathologies peuvent étre liées a uramimiation chronique; notamment,
'asthme, la maladie d’Alzheimer, le diabéete deetyh les maladies cardiovasculaires et le
cancer(Ferguson, 2010 ; Roifmaret al, 2011) .Pour cela, il est impératif de contrbler et

traiter la réaction inflammatoire.

II.2. Etiologie de lI'inflammation

La réaction inflammatoire est un des modes de pdes plus fréquents de
'organisme face a une agression. Elle peut releleemombreuses causes: infectieuses
(contamination par des micro-organismes bactérgnmirus, parasites, champignons),
immunologiques, tumorales traumatisme physiqueeiinaintion chirurgicale, bralure),
traumatisme chimique (microcristaux) et nécrissutaire(Regnault, 1992).

[1.3. Types d'inflammation

La réaction inflammatoire peut se manifester deiagraraigué ou chronique.

[1.3.1. Inflammation aigue

L'inflammation aigué est une premiere réponse dpsc@ des stimuli nocifs. Une
circulation accrue de plasma et les leucocytepagticulier des granulocytes du sang dans les
tissus lésés sont observée. Une cascade d'évémeimienhimiques propage et mdrit la
réponse inflammatoire, impliquant le systeme vasoaillocale, le systéeme immunitaire et

diverses cellules dans le tissu |¢Sékhar etal., 2012).

—_
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[1.3.2. Inflammation chronique

L’inflammation n'ayant aucune tendance a la guérispontanée et qui évolue en
persistant ou en s'aggravant pendant plusieurs moi plusieurs années peut devenir
chronique. On peut distinguer deux types de ciramtes de survenue des inflammations
chroniquegRousseletet al, 2005):
* les inflammations aigués évoluent en inflammatignolongées subaigués et chroniques
lorsque I'agent pathogéne initial persiste dansidess (détersion incompléete) ou lorsqu’une
inflammation aigué récidive de fagon répétée danméme organe en entrainant a chaque
épisode des destructions tissulaires de moins émsrbgen réparégfkousseletetal., 2005).
* Les inflammations peuvent parfois se manifesterssune forme apparemment chronique
guand la phase aigué vasculo-exsudative passerguapear breve ou asymptomatique. C'est
souvent le cas de maladies auto-immunes, ou diaffisc ou les mécanismes sont
prépondérants (exemple: hépatite chronique actuerslaire a une infection par les virus de
I'hépatite B ou CjRousselet etl., 2005).

I1.4. Les cellules intervenant dans I'inflammation

Les cellules impliquées dans linflammation sonpelpes immunocompétentes: les
lymphocytes, les polynucléaires, les monocytes/optages et les cellules dendritiques. Ces
cellules proviennent d’'un précurseur commun, lfuteesouche hématopoiétique pluripotente
de la moelle osseuse capable d’auto-renouvelleptatg différenciation en progénitures. Les
cellules souches expriment le marqueur de surfde84C Classiquement, les progénitures
peuvent étre classées en deux familles : (1) cauxpgpviennent d’'une cellule souche
myeéloide et donnent naissance aux polynucléairesnonytes/macrophages, cellules
dendritiques, érythrocytes et plaquettes (2) etxocgui proviennent d’'une cellule souche
lymphoide donnant naissance aux lymphocytes T, Bke(Natural Killer). Plus récemment,
un réle dans limmunité a été reconnu a des csllulmunocompétentes moins
traditionnelles comme les cellules épithélialess kellules endothéliales ou méme les
plaguettegprin, 1996).Les cellules qui interviennent dans l'inflammat&ont illustrées dans
la figure 5.

—
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Figure 5: les cellules de I'inflammatiofKantari et al2008)

II.5. La réponse inflammatoire

L'inflammation est un processus habituellement figné: son but est d'éliminer
'agent pathogéne et de réparer les lésions tisssildarfois I'inflammation peut étre néfaste
du fait de l'agressivité de I'agent pathogene,adpessistance, du siége de l'inflammation, par
anomalies des régulations du processus inflamneatau par anomalie quantitative ou
qualitative des cellules intervenant dans l'inflastion (figure 6 Rousseletet al.,2005).
Trois séquences d'événements complexes composeépdase inflammatoir¢Revillard,
2001):
1. Une phase d'initiation stimulée a la suite diignal de danger d'origine exogéne ou
endogéne et qui met en jeu des effecteurs primaires
2. Une phase damplification avec la mobilisatiort &activation d'effecteurs
secondaires.

3. Une phase de résolution et de réparation qdi demstaurer l'intégrité du tissu agresseé.

11.5.1. La phase d'initiation
A la suite d’une agression, une vasoconstrictidarialaire tres bréve de l'ordre de

guelques secondes est induite, accompagnée d'ursatgm douloureuse qui est due a

—_
N
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'action du systeme sympathique. La libération st@imine, de sérotonine et de kinine
permettent alors la vasodilatation des vaisseanguwas. Le débit local étant augmenté et la
perméabilité des capillaires exacerbée, I'extravasles cellules sanguines (diapedese) est
induite.(Kumar et al, 2007).

[1.5.2. Phase cellulaire

La migration des cellules inflammatoire (neutrophjl mastocytes...) vers le site de
inflammation s’accompagne d’un transfert de plasmai crée I'cedem@athan, 2002).
Ces neutrophiles phagocytent les pathogénes eefibées médiateurs qui contribuent a la
réponse inflammatoire. Par la suite, ces médiataanrst attirer les macrophages qui
phagocytent a leur tour les pathogenes et quiditiedes cytokines telles que I'lIB31I'IL-6
et le TNFea. Ces trois cytokines induisent une augmentationedg@ression de molécules
d'adhésion a la surface des cellules endothéliadesgui permet aux neutrophiles, aux
monocytes et aux lymphocytes circulants d’adhérkr paroi des vaisseaux sanguins et de
migrer dans les tissus. L’ILBlet le TNFe agissent également sur les macrophages et les
cellules endothéliales pour induire la producti@enctiimiokines. Ces agents agissent en tant
gue puissants facteurs chimiotactiques des neltesgsoldsby etal., 2003).
L’élimination des agents infectieux et la répamatiissulaire sont donc l'ultime résultat de la

réponse inflammatoir@soldsby etal., 2003).

11.5.3. Phase de résolution et de réparation

Cette phase dépend du degré des lésions tissul&ineeffet, dans les conditions les
plus favorables, les agents agresseurs sont ébmpag les PMNs et les produits de
dégradation ainsi que les débris cellulaires sdmagpcytés par les macrophages. Les
macrophages vont alors sécréter des cytokinessemnédiateurs qui vont induire la phase de
cicatrisation et de régénération tissulaire. Leuetr un état physiologique consiste dans un
premier temps en la régénération de I'endothéli8im’atteinte est plus sérieuse et entraine
une destruction du tissu atteint, d’autres cellulast intervenir pour réparer le nouveau tissu.
Les macrophages vont participer a I'angiogenesés oesont surtout les fibrocytes puis les
fibroblastes qui vont produire les protéines maties des tissus intercellulaires, comme le
collagéne, la fibronectine et la laminine pour pettne la reconstruction des tissus. Le
systeme de lI'angiogenese est ainsi remis au radas@action inflammatoire peut s’éteindre
(Weill et al.,2003).

Y,_\
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Figure 6 : Schéma explicatif de la réponse inflammatoire
(http://www.maxicours.com/se/fiche/7/8/395887.htmk).

I1.6. Les médiateurs de I'inflammation

La réaction inflammatoire est déclenchée par déstances d'origine cellulaire ou

plasmatique présentes dans le foyer inflammataies, substances sont des médiateurs

chimiques, elles sont multiples on peut les classerme suit:

11.6.1. Les médiateurs cellulaires
11.6.1.1. Les amines vaso-actives

Ces médiateurs sont formés avant l'inflammationgclets sous forme de granules
cytoplasmiques et sont parmi les premiers médiatéibérés lors du déclenchement de
l'inflammation, dans la phase initiale vasculo-edative. Il s’agit de la sérotonine et de
I'histamine(Rousselet etl., 2005)
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11.6.1.2. Les médiateurs lipidiques

Les médiateurs lipidiqgues sont des métabolitességrnile I'acide arachidonique ou du
facteur d’activation plaquettaire (PAF). L'acideacridonique est un acide gras formé par
dénaturation des phospholipides des membranes labedki sous l'influence de la
phospholipase A Il existe deux voies métaboliques principaled’aede arachidonique: la
voie de la cyclo-oxygénase et celle de la lipo-@nase. La premiere conduit principalement
aux médiateurs tels que le thromboxane(¥asoconstricteur et agrégeant plaquettaire), la
prostacycline (anti-agrégeant plaquettaire) etpiesstaglandines PGD2, E2 et F2 dont les
effets varient fortement en fonction de la concdidn et du type de prostaglandine
(vasodilatation, hyperperméabilité vasculaire, cbtactisme, douleur, fievrejLinton et
Fazio, 2004) La voie de la lipo-oxygénase mene, quant a elle leucotrienes dont le
leucotriene B4 (LTB4, chimio attractant puissant) les leucotrienes C4, D4 et E4
(vasoconstricteurs, bronchoconstricteuisynk, 2001) Le facteur d’activation plaquettaire
(PAF) est également synthétisé a partir des phdippdes membranaires par de nombreuses
cellules de la réaction inflammatoire (polynucléaineutrophiles et basophiles, mastocytes,
monocytes-macrophages, endothélium, plaquettes)efiets sont nombreux, par action sur
des récepteurs spécifigues ou par induction dmutmgdiateurs: augmentation de la
perméabilité vasculaire, agrégation des plaquettasulation de I'attraction des leucocytes et

de leur adhésion a I'endothélium (figurgP)escottet al.,2000).
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Figure 7 : Le métabolisme de I'acide arachidonidq\W¢illoquet et al.,2011).

11.6.1.3. Les radicaux libres
11.6.1.3.1. Les especes réactives de I'oxygéfieRO)

Les ERO sont produites principalement par les onpubites. Elles ont une action
nécrosante locale et peuvent endommager les cekudothéliales. Elles inactivent des anti-
protéases telles queatantitrypsine et activent la phospholipase éntrainant ainsi la
synthése de leucotriene, Bet d’autres chimio-attractants des neutrophilesurs effets
potentiellement dangereux sont contrebalancés gmmdtioxydants présents dans le sérum,
les liquides extracellulaires et les cellu{@oldsby et al.,2003).0n en distingue deux types:

11.6.1.3.2. Les especes réactives azotées

L’oxyde nitrique (NO) est une molécule synthétisée localement par dgvé&ium et
les macrophages sous l'action de la nitrite oxyglghsase, c’est un puissant vasodilatateur
(Alam et al., 1887) Le NO est capable de se combiner au radical superoxyge pour
former un produit intermédiaire, le radical peroxyte (ONOQO) capable dactiver la

production des prostaglandines (PgHRavat et al.,2011).

—
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11.6.1.4. Les cytokines

Les cytokines sont des molécules qui de faible enassléculaire sécrétées par les
cellules leucocytaires (lymphocytes et monocytesfohages activés) et non leucocytaires
(plaquettes, cellules endothélilales et épithédinléElles agissent a faible concentration,
exercant leur action par l'intermédiaire d'unetfoaa des récepteurs membranaires de haute
affinité. Les cytokines régulent l'intensité etdarée de la réponse immunitaire en stimulant
ou en inhibant I'activation, la prolifération et/da différenciation des différentes cellules
ainsi qu’en régulant la sécrétion d’autres cytogi(@oldsby et al., 2003). On en cite les
interleukines(Ozaki et Leonard, 2002) les interférongLeon et al, 2005) les facteurs de
nécrose (TNF,Tumor Necrosis Factor) (Mukhopadhyay et al., 2006) et les chimiokines

(cytokines aux propriétés chimiotactiquédansell etal., 2006)

11.6.2. Les médiateurs plasmatiques

Le plasma contient quatre systéemes interconned¢esysteme des kinines, le systeme
de coagulation, le systeme fibrinolytique et let@ye du complément. Lorsque survient une
Iésion tissulaire, ces quatre systemes sont actidEtenchant des cascades enzymatiques qui
induisent une augmentation de la perméabilité ‘aseuet du taux de plasmine. Cette
enzyme protéolytigue dégrade les caillots de féorém produits chimiotactiques pour les
neutrophiles et les monocytes et active le compténigactivation du complément se traduit
par des flux de cellules phagocytaires sur les gifentrée de I'antigengGoldsby et al.,
2003).

[1.6.2.1. Les kinines

Les kinines appartiennent a une petite famille dptides possédant 9 a 11 acides
aminés. lls comprennent la bradykinine (BK), lalidale (KD; Lys-BK) et la T-kinine (lle-
Ser-BK) (Bhoola, 1992) Ces substances activées des la premiére heuta d&action
inflammatoire, provoquent une dilatation locale dessseaux, la contraction des muscles
lisses et l'augmentation de la perméabilité vasmilgBeck, 1991) Cette derniére
caractéristique constitue la principale cause dedéme lors des réactions inflammatoires.
L’action des kinines est puissante mais bréve ear durée de vie est couft®rocklehurst
et Zeitlin, 1967).
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[1.7.Les anti-inflammatoires
[1.7.1 Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les AINS sont les médicaments les plus utiliséssdanmonde en raison de leurs
propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiquesrdablgiquegJouzeauet al.,2004).

Le mécanisme d’action des AINS a été précisé partrevaux de Vane (1971), il
repose en grande partie sur I'inhibition compétitikeversible ou non, de la cyclooxygénase,
enzyme qui permet la production des prostaglandingartir de I'acide arachidonique. Cette
caractéristique commune a tous les AINS conduin@ diminution de la production des
prostaglandines (notamment la PG la PGJ), importants médiateurs de linflammation.
Méme si d’autres modes d’action existent, cettévia&texplique largement les propriétés
pharmacologiques et thérapeutiques des AINS, massiaune partie de leurs effets
secondaires en raison du role ubiquitaire des i@mEtphysiologiques des prostaglandines
(Nicolas et al., 200]). Ainsi, la production exagérée de prostaglandiees situation
pathologique participe a l'inflammation (vasoditada, augmentation de la perméabilité
capillaire) et a la douleur (sensibilisation de<ioepteurs) alors que sa production basale
permet I'hnoméostasie tissulaire (production de rsude bicarbonates et maintien du flux
sanguin sous mugueux gastrique, maintien de I'hémerdique rénale en particulier en cas
d’hypoperfusion) (figure 8). La diversité des spdites pharmaceutiques destinées a I’homme
traduit I'importance particuliere de l'utilisatiodes AINS en thérapeutique humaine. Les
molécules les plus représentées sont l'acide aaditylique, I'ibuproféne, le piroxicam, le
diclofénac et le kétoprofene. Les quatre premiemsespondent aux AINS a usage humain

responsables du plus grand nombre d’intoxicat{@sment, 2003).
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Figure 8 mécanisme d’action des AINSlicolas, 2001).

* Le Diclofénac
Le diclofénac est un AINS appartenant a la familés acides aryl-alcanoiques. C’est un
dérivé de l'acide phényl-acétique. Sous forme d|cibs’agit du [2-[(2,6- Dichlorophenyl)
amino] phenyl]-méthanol (figure 9Clement, 2003).

Figure 9 : la formule du diclofénac (sous forme alco@)twohl et al.,1988)

Mécanisme d’action du diclofénac

Le diclofénac est un inhibiteur réversible de lacloyoxygénase. Il exerce plutbét une
sélectivité pour COXavec un rapport COXCOX, de 0.7(Gogny et al, 1997).ll posséde les
propriétés suivantes: c'est un antalgique, antijgyré, anti-inflammatoire et c'est un
inhibiteur de courte durée des fonctions plaquesaffigure 10)Vidal, 2001).
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Figure 10: Mécanisme d’action du Dicloféngébuteil ,2007)

[1.7.2. Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) o les corticoides

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) constiiueune vaste famille de
médicaments dérivés du cortisol, principal glucticorde surrénalien. Les glucocorticoides
sont des substances dérivées du cholestérol, sigdide par le lobe antérieur de I’hypophyse.
Dans les tissus cibles, les glucocorticoides senfixa leurs récepteurs (GR) dans le
cytoplasme. Aprés quoi, le complexe récepteur-tigianmeé pénetre dans le noyau cellulaire
ou il se fixe a de nombreux éléments de réponsegaucocorticoides dans la région du
promoteur des génes-cibles. Le récepteur, ainéidixa molécule d'ADN interagit avec les
facteurs de transcription basiques, provoquantauggnentation de I'expression génique de
genes-cibles spécifiques. Ce processus est appefdctivation et conditionne la plupart des
effets secondaires métaboliques et cardiovascslales glucocorticoides (Figure 11). Le
mécanisme opposé est appelé trans-répression.cepteéir hormonal activé interagit avec
des facteurs de transcription spécifiques et pnévi@ transcription des genes-cibles. Les
glucocorticoides sont capables d'empécher la trigtisn de tous les génes immunitaires,

plus spécifiguement celui codant ILBarnes 1998)

N
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Figure 11: Mécanisme d’action
des glucocorticoidg®arnes, 1998).

Actuellement, les médicaments anti-inflammatoirégraddiens (ANS) et non-
stéroidiens (AINS), sont utilisés dans le soulagénde l'inflammation. Les stéroides ont un
rle évident dans le traitement des maladies inflainires, mais en raison de leur toxicite, ne
peuvent étre utilisés que sur de courtes péricad,dans des cas tres graves ou les risques
sont acceptables. L'utilisation prolongée d'AIN$ é&galement associée a de graves effets

secondaires, notamment une hémorragie gastrotimaksiLi et al.,2003).

Le but des recherches actuelles repose sur ldentents a base des plantes. La
phytothérapie qui repose sur des remedes natustlbien acceptée par l'organisme, et
souvent associée aux traitements classiques. Elimait de nos jours un renouveau
exceptionnel en occident, spécialement dans lestnaint des maladies chroniques comme

I'asthme ou l'arthrit@dserin et al, 2001).

N
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Chapitre IlI: Histamine et sérotonine : médiateurs de I'inflammai

L’histamine et la sérotonine sont présentes en tgaarvariables selon les especes
(prédominance de I'histamine sur la sérotonine daastocytes humains...). Si le role de
I'histamine dans les réactions inflammatoires njgsd sous-estime, beaucoup de chercheurs
discutent I'importance de la sérotonine en dehersah effet marqué au cours des réactions

d’anaphylaxie chez les rongeurs.

[11.1. L’histamine :

L’histamine 4-(2-aminoethyl) imidazole (ou Imidaatkylamine), découverte en 1910
par Akerman, est un neuromédiateur largement imgligans les phénomeénes inflammatoires
et allergiques. Dans I'organisme, elle est synsiéétia partir d’'un acide aminé: I'histidine et
est stockée principalement dans les cellules imtawmes, les mastocytes, qui la liberent
lorsqu’ils sont stimulés par la présence d'une mdk étrangére comme un allergéne

(Galoppin et Ponvert, 1997.

L’histamine appartient aux amines biogénes qui éénidsent comme des molécules
biologiqguement actives sur le systéme nerveux akmtr sur le systeme vasculaire. Elles
proviennent de la décarboxylation des acides ampass des enzymes bactériennes et
tissulaires. Cette molécule est commercialiséelus pouvent sous forme de dichlorydrate,
sous forme d’'une poudre blanche soluble dans I'sthle en solution acide et résistante a

I'ébullition (Galoppin et Ponvert, 1997.

l11.1.1. Synthése de I'histamine

L’histamine provient de la décarboxylation de lahiktidine essentiellement par des
décarboxylases microbiennes (figure).1€ette décarboxylation est essentiellement due a
I'activité de I'histidine décarboxylase (HDC), emag dont le cofacteur est le phosphate de
pyridoxal (vitamine B6) et I'inhibiteur non compitia fluorométhyl-histidine(Galoppin et
Ponvert, 1997) La libération de I'histamine a partir des grasulmastocytaires est
déclenchée par l'action d’enzymes protéolytiguescamposés macromoléculaires telles que
le dextran, de composés basiques comme le (4&I&@ent dénaturants, de la chaleur, d’'un

abaissement du pH et en présence de réaction metaggicorpgRusso-Marie, 1998).
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histidina

lhlﬂiﬂim décarboxylase

[T

Huu..:‘:;:

histamine
Figure 12 voie de biosynthese de I'histamine ; les réastiompliquant la décarboxylation de
I'histidine pour donner I'histamingMalle, 2006)

[11.1.1.2. Catabolisme de I'histamine

L’histamine libre est rapidement ou presque corepheint métabolisée par deux enzymes,
histamine N-méthyl transférase (HNMT) et la dimmkxydase (DAO, aussi appelée
histaminase), toutes deux présentes dans touisses.tSeul 3% de 'histamine est excrété tel

qguel dans les urines (figure 1&aloppin et Ponvert, 1997).

HISTIDINE 1

DOPA-décarboayiase r Histidine-décarboxylase

I HISTAMINE |

Histamime-N-methvi
irarisiérase (HNMT)
-

DAQO (Ristaminase)

-~ Ribose

Acide ribosvl N-méthyl
imidazole acétigue Alstamine

|
\J

Acide méthvl
imidazole acélique

Figure 13: métabolisme de I'histamin&aloppin et Ponvert, 1997)
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[11.1.3. L’histamine et I'inflammation :

L’histamine contribue a l'inflammation en agissant les fonctions des autres leucocytes
dans le site inflammatoire. Il a été suggéré qudibdaration dhistamine déclenche la
libération de cytokines et de médiateurs inflamnnaesopar certains leucocytes voisins, ces

produits chimiques, a leur tour augmentent la réponflammatoireNlarone etal., 1999).

La libération d'histamine est étroitement liégaaigmentation du Ghintracellulaire. En effet,
le flux de C&" dans les mastocytes et les basophiles induitdégranulatior{Beaven etal.,
1984).

L’'action de I'histamine dans la réaction inflamwieg¢ sur les cellules et/ou organes
effecteurs se fait apres sa liaison avec des régepspécifiques (récepteur H1, H2) (figure
14). Les lymphocytes T, les polynucléaires, leophses et les mastocytes possedent sur leur
membrane de tels récepteurs. Ces récepteurs teavah opposition les uns aux autres, les
récepteurs Hfavorisent l'inflammation alors que les khhibent I'action des leucocytes de
telle sorte que la réponse inflammatoire peut désactivée une fois que le récepteur de
distribution avec I'antigéne envahissant a étéraptidHuether et al., 2004)

L’histamine joue un rble dans la réaction inflamoia aigue par le biais d’une vasodilatation
locale Betsalel, 2012)C’est une substance qui entraine une dilatatiorvdisseaux sanguins

dans la zone touchée et augmente leur perméalilieea également un effet chimiotactique
sur les autres cellules impliquées dans linflamamtcomme les PNNa, PNE et PNB
(Huether et al., 2004)

Adhesion molecule production
++ inflammatory cell migration

(Hi-Hz -Hy)
1Vascular permeability A Immunomodulation
*#+ oedema i {Ha)
(Hy) X ;
Platelet Histamine’ \ 11 Cytokine -
aggregation \»"::q .-;_._. _  chemokine
{Hs) [ ' \ production
! 1 / {Hi-H; -Hy)
tHeart rate & /o ' SN
cardiac output — Chemotaxis
{Hz) {HJ)
Bronchoconstrictlon Neurotransmlsslon
(H:) Gastric acid (Hy)

secretion
{Hz)

Figure 14: Les effets majeurs de I'histami(téuether et al., 2004)
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[11.1.4. L’histamine dans la réaction allergique

Une réaction allergique est une réaction excesgdivesysteme immunitaire a une
substance inoffensive ou allergene. Les celluleslad@peau, des voies respiratoires, les
poumons et I'estomac peuvent répondre a ces allesgBans le cas d’'une réaction allergique
les cellules mastocytes liberent de I'histamine apalenche une réaction allergique qui se

traduit par une crise d'asthme ou une éruptioméa@iuether et al, 2004).

Le principal mécanisme de libération de I'histamiqe intervient dans les réactions
allergiques se traduit par la présentation desgaiees a des lymphocytes T via des cellules
spécifiques (cellules Th2), ce qui va stimuleryateese d’lg de type E par des lymphocytes
B. Ces IgE spécifiques de cet allergéne vont ardvia surface des mastocytes. entraine sa
dégranulatior{figure 15 (Betsale] 2012).

)
Allergénes * ‘ r -
IgE YY
-~ .
Dentritic _) Dégranulation
cell Lymphocyte B

<

‘ Th2

Figure 15: mécanisme de libération de I'histamine dangjonse allergiqueBgtsalel, 2012)
[1l.2.La sérotonine
[11.2.1.Structure de la sérotonine

La sérotonine (5-hydroxytryptamine, 5-HT) est undacpolyprotique qui contient
deux sites d’'ionisation greffés sur un noyau indale groupement amine primaire porté par
une chaine aliphatique éthyle branchée en posi@run groupement hydroxyle branché en
position 5 (figure 16). Au pH physiologique, I'ameinprimaire est protonééSpreux-

Varoquaux, 1996).
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NH-

Figure 16. Structure chimique de la sérotonine
[11.2.2. La biosynthése de la sérotonine

La sérotonine est synthétisée de fagcon endogeneia gu tryptophane par I'action conjointe
du tryptophane hydroxylase et de L-amino acide bécglase (Figure 1). Elle est produite
au niveau du systeme nerveux central par les eslldlu raphé tandis qu’au niveau
périphérique sa production émane principalementcdiigles entérochromaffines de la paroi
intestinale pour étre par la suite stockée au nivEss plaquettes sanguines. La sérotonine est
ensuite rapidement métabolisée et déegradée pandes-amines-oxydases majoritairement

au niveau hépatique et pulmonaire (figure (Et}enne, 2004).

- -COOH
NHZ
| Tryptophan

H
l(mmnmmw

HO CHz-GH-COOH
NH
U 5" Hydroxytryptophan

H
aromatic aming ack] Cecanoxylase

HO ] CHa-CHa-NH2

H

5-Hydroxytryptamin
(5-HT : Serotonin)

Figure 17: Voies de synthése et de métabolisme de la sénet(lRang et al.,2003.
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[11.2.3. La sérotonine et I'inflammation

En dehors du systéme nerveux central, la sérotdbhi€l) a été mise en évidence dans de
nombreux types cellulaires (comme les plaquettesigisaes ou les cellules
entérochromaffines de l'intestin gréle). Les platpse peuvent étre considérées comme une
forme mobile de stockage permettant de libérer d8T5dans certaines circonstances
physiopathologiques comme durant la réaction infietoire. La présence de 5-HT a
également été décrite dans divers types cellulgiaticipant a la réponse immunitaire
(comme les monocytes, macrophages, les mastoaytles dymphocytes{Cloéz -Tayarani,
2006) Cependant, il est important de noter des difféesrde distribution de la 5-HT au sein
des cellules immunitaires en fonction de I'espéck différence des mastocytes des rongeurs
et des granulocytes de rat, ces deux types deleslhwmaines ne contiennent pas de 5-HT

(Mossner et lesch, 1995preux-Varoquaux, 1998).

La présence de la sérotonine au niveau des sftamimatoires laisse suggérer un role
de cette monoamine dans la régulation de la répoflaenmatoire(ldova et al., 2008).Dans
ce contexte, la sérotonine participe aux mécanisohesl’agrégation plaquettaire. La
stimulation de récepteurs sérotoninergiques endathxestimule la libération de NOnduit
une vasodilatation. Aussi, lorsque I'endothéliurscrdaire est |€sé, la libération de sérotonine
plaguettaire peut induire une vasoconstriction gienulation des récepteurs présents sur les
cellules musculaires lissé¥aubourdolle, 2007).Apres la fixation de la sérotonine a son
récepteur, elle provoque une sensibilisation defs agljacents et les terminaisons nerveuses
libérant & courte durée de vie des protéines pegédes inflammatoires tels que la substance
P et la calcitonine gene-related peptide (CGE&ray, 1995).

La sérotonine influe aussi bien sur la réponse clgekines que sur l'activité
fonctionnelle des cellules immunitair@Sloez-Tayarani, 2006) Les effets de la 5-HT sur la
production des cytokines varient en fonction desddmns expérimentales. En revanche, la
grande majorité des auteurs évoque le role degpteaas 5-HT dans le contrdle de la

sécrétion des cytokines par la sérotorfiDimez-Tayarani, 2006).
[11.3. Les antihistaminiques :

Les antihistaminiques ont été largement utiliséssdée traitement de diverses
maladies allergiqgues comme le rhume des foingidaire et la rhinite allergique. Cependant,
les effets secondaires ne sont pas rares et lti@®dat un inconvénient a leur utilisation. Les
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progres de recherche dans les réactions récemediisistamine (HR) ligands ont déja attiré
de nombreux chercheurs pour des développementsnpbantiques et sont toujours d'une
grande actualitéShahid etal., 2009).

lll.4. Effets inhibiteurs de quelques composés phéiiqgues sur l'histamine et la

sérotonine

[11.4.1. Effet des flavonoides sur I'inhibition del’histamine

De nombreux travaux semblent indiquer que lesoftavdes possédent des propriétés

anti-inflammatoires et qu’ils sont capables de :

* moduler I'expression des génes pro-inflammatoikesfisetin, la quercétine et la rutine
diminuent I'expression des génes des cytokinesirglammatoires l'interleukine (IL)-
lbeta, IL-6 et IL-8 ainsi que I'expression du géhefacteur de nécrose tumorale alpha
(TNF-alpha)(Parc et al.2008. La myricétine par contre réprime le gene de HEifha
et I'lL-6, mais pas celui de I'lL-1beta et IL-8. Edsetin, myricétine et rutine inhibent la
translocation nucléaire de NF-kB empéchant airtsahacription de certains génes pro-

inflammatoires comme les interleukin@arc et al.2008.

 les flavonoides ont un effet antioxydant qui s’eeersur la derniére phase de
linflammation ou des radicaux libres comme le soggde sont produits par la NADH
oxydase des neutrophil@3a Silva etal., 1994; Middleton, 1996)

* Des études précédentes ont comparé l'effet ddlasmnoides (Aastragaline, Fisetin,
Kaempfeérol, myricétine, la quercétine, la rutingy fes mastocytes et ont trouvé qu’ils
inhibent le mécanisme de I'augmentation du ?'Cantracellulaire. Les actions
pharmacologiques de ces flavonoides suggérenatgivité potentielle pour le traitement
de maladies inflammatoires allergiques par la &gt a la baisse de l'activation des
mastocytegPark et al., 2008)

* Les flavonoides sont susceptibles de diminuebkrdition d’histamine des basophiles et
des mastocytegMiddleton et Drzewiecki, 1984)en inhibant les enzymes, telles que
I'AMP cycliqgue phosphodiesterase et 'ATPase,@#pendante, responsables de la
libération de I'histamine a partir des mastocytiedes basophiles. Par exemple, 'ATPase
Ca'-dépendante dégrade I'ATP produisant ainsi de tgireafin de faciliter I'absorption
du calcium par les membranes cellulaires, ce quorfse la libération de I'histamine
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11.4.2.

stockée dans les vésicules, en inactivant cetteynemz(Marfak, 2003). L’action
pharmacologique des flavonoides suggére qu’ils nagemt présenter un intérét dans le
traitement des désordres allergiques en sous-mégoés mastocyteAkroum, 2011).
Notamment, il a été démontré que l'acide galligge wn inhibiteur puissant de la
libération d'histamine et la production de cytokinpro-inflammatoires dans les
mastocyte¢Kim et al., 2006).

Les pholorotanins sont des polyphénols isolés tpsea marines déklonia cava qui
agissent sur la stabilisation de la membrane @élyldonc inhibent I'entrée du €alans
les cellules mastocytairdke et al., 2009).Dans le méme contexte, la catéchine du thé
vert inhibent linfiltration du calcium a travers Imembrane cellulaire en rendant sa

structure plus rigidéHashimoto et al 1999).

Effet des flavonoides sur I'inhibition dela sérotonine

La sérotonine et la quercétine ciblent la mémeorégiu site actif du récepteur 5-
hydroxytriptamine de type 2 avec une énergie dedrasimilaire mais la quercétine ayant
une constante d'inhibition beaucoup plus grandejead bloquer ce récepteur et empéche
sont attachement avec la sérotonine. Ceci sugg#gelagquercétine peut agir en tant
gu’inhibiteur naturel en bloquant les récepteursliddammation aigué générée par la
sérotoningRotelli et al., 2009).

Des extraits dematricaire inhibent la sérotonine plaquettaire via la neigadlon des
groupements sulfhydryles de ses récepteurs ariéatéou a l'extérieur de la cellule. Les
sesquiterpenes dans la camomille contiennent d'uaipha-methylenebutyrolactone
capable de réagir avec des groupements sulfhydriles extraits de chrysantheme ne
sont pas seulement des inhibiteurs puissants débédaation de sérotonine par les
plaquettes, mais aussi de granules polynucléagdsiwtocytes, fournissant ainsi un lien
possible entre |'effet bénéfique de la camomillesdas migraines et I'arthri{f@areek et
al.,2011)

Plusieurs types de flavonoides tels que les flawgapigenin et luteolin) iso-flavones
(genistein) réduisent l'agrégation plaquettaire parhibition de la sécrétion de la

sérotoningGuerrero et al.,2005).
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V.1 Matériel
IV.1.1 Matériel végétal «Clematis flammula»

Dans le présent travailClematis flammulaa été choisie sur la base de son
utilisation en Algérie (Kabylie) comme traitemel# I'arthrose. L’évaluation de ses vertus

anti-inflammatoire a été donc entreprise.
IV.1.1.1 Description botanique de «lématis flammula »

Clematis flammulaest une plante vivace grimpante avec des tigesesdeuses,
gréles, pleines, presque glabres, d’'une taille @erf a 5 m, mais plus souvent 1 a 2
metres maximum, ses feuilles sont bipennées 3 aliGlels assez petites, ovales ou
lancéolées, entieres ou rarement trilobées, a usdrélante (figure 18). Les fleurs sont
blanches, la floraison de la clématite flammulaseluisant de ao(t a octok{gock et al,
2014).

Figurel18: (A) la plante Clematis flammula; (B) feuilles deClematis flammula

IV.1.1.2 Taxonomie :

Clematis flammulaest une espéce dans le genre Clematis qui comtietiton 434 a 526
especes et fait partie de la famille des Ranunea¢Ranunculacées). Les especes type
du genre sont. vitalbg C. chinensietC. mandshuricgBock et al, 2012).La taxonomie

et les noms vernaculaires de la plante sont céés tés tableaux
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Tableau Il : Classification taxonomique ad#&matis flammuléBernard, 1997)

Rang taxonomique Nomenclature
Regne Plantae-Végétal
Division Magnoliophyta- plante a fleur
Classe Magnoliopsida
Ordre Ranunculales
Famille Ranunculaceae
Genre Clematis
Espéce Clematisflammula

Tableau IV: principaux noms vernaculaire de la plamiematis flammula(Bernard,
1997)

Nom scientifique

Nom vernaculaire

Nom vernaculaire

Nom commun

berbére arabe
Clematis flammula Azenzu ; Noard barda Clématite brulante
Zenzou ; Azrou ; | Yasmine bari
Touzimth ; Sebenq
Timedjerdim

IV.1.1.3. L’habitat

Clematis flammulast une espéce qui se trouve dans les régionsgamadéennes,
(Bock et al, 2014)elle est tres répandue en Algérie (kabylisinfani et al, 2011) et en
Turquie (Yesilada et Kupeli, 2007. D’autres espéces de Clematis sont répertoriges e
Chine répertorie (93 espece®y( et al.,200]). D’autres telles qu€lematis terniflora se
trouvent en Asie orientale et du sud-ouest, I'Baret I'Afrique du NordGhen et al,
2011).
IV.1.1.4 Composition chimique :

Les especes de clématite ont un large éventaibagtituants chimiques tels que les
triterpenes, les flavonoides, les lignanes, coumsarialcaloides, huiles volatiles, stéroides,

acides organiques, composés macrocycliques et ipahgbs..(Chawla et al.,2012).

Des études ont revélé que les racinesClematis chinensissont riches en

triterpenoides saponines, flavonoides et ligngGaswla et al.,2012).
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IV.1.1.5 Utilisation de «Clematis flammula» en médecine traditionnelle

Les especes du genre Clematis ont été largeméinéesi dans la médecine traditionnelle a
travers le monde en raison de leur large distrouth I'hémisphére nord. Les parties
aériennes de ces espéces sont particulieremeasésitdn Europe et en Asie de I'Est comme
un remede pour réduire la douleur et la fievre, memdiurétigue, comme anti-
rhumatismale, contre les infections oculaires, dmttg et les varicositégYesilada et
Kapeli, 2007). La partie aérienne ou les feuilles @Gematis flammulaont utilisés pour
fournir un soulagement temporaire des douleursdaires. Les feuilles vertes fraiches
sont appliquées sur les articulations inflammasopendant environ 15-30 min. La plante
provogue une irritation sur la peau qui ouvre unéche et draine le liquide accumulé.
Dans certains cas particuliers, la plaie est maugeouverte par l'insertion d'une branche
de raisin, afin de permettre un écoulement congiandant 20 a 25 jours. En outre, la
clématite blanchec(vitalba) est également utilisée pour arréter la douleur disgs en
fumant ses feuilles sous forme de cigarette damoid-ouest de I'AnatoliéYesilada et
Kapeli, 2007)

Clematis flammulast utilisée dans le traitement de la maladie liiizelGm (sorte
de sciatique), on réalise avec la plante fraicheataplasme qu'on applique, le soir sur la
région douloureuse¢Benkhnigue, 201). Ces feuilles sont utilisées pour traiter les

arthrites et les bralures superficiellégrhani et al, 2009.
IV.1.2 Matériel Animal

Dans le but dévaluer l'activité anti-inflammateide 3 extraits différents deélematis
flammula in vivo, nous avons utilisé des souris albinos des dexessf@igure 19), d'un
poids qui varie entre (18-30) g avec une moyenidgeal’(6 £ 2) semaines. Ces animaux
proviennent des centres d’élevage de linstitutétasd’Alger, et le travail expérimental a

éte réalisé au niveau du laboratoire d’expérimentanimal de l'université de BEJAIA
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Figure 19: Souris albinos (photo réelle)

IV.1.2.1 Conditions d’élevage :

Pour ne pas perturber le cycle biologique des spum les a soumis a des
conditions favorables pour leur développement, dams salle a éclairage artificiel de
12/12h de lumiére et d'obscurité, avec une tentpéraambiante de 23-25°C et une
humidité de 60-70% (figure 20). Les souris ont #liges dans des cages spéciales en
polystyren, et ont été nourries a volonté avedntiaht a bouchon et I'eau de robinet
(figure21).

Figure 20: Condition d’élevage des souris albinos Figure 21: Cage de souris (photo réelle)
au niveau de I'animalerie (photo réelle)
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V.2 Méthodes
IV.2.1 Préparation des extraits deClematis flammula :
* Larecolte

Les feuilles deC. flammulaont été récoltées en mai- Juin de I'année 2012 taforét
de Tizi Neftah, Amizour, Département de Bejaia dienklord de I'Algérie. La plante est
préalablement identifiée dans le département denbpue a l'université de Bejaia
(Atmani et al,2009.

» Broyage et tamisage :

La plante entiere est séchée dans un lieu aérédmita lumiere (a 'ombre, dans un
garage). Les feuilles ont été ensuite broyés pasrayeur électrique (KIKA labortechnik
M20) et tamisé jusqu’a I'obtention d’'une poudreGeum de diametre.

» Extraction :
Dans I'expérience présente, I'extraction des fesilleClematis flammulaa été évaluée
selon le protocole d’extraction Akmani et al (2009), en utilisant a chaque étape un

solvant ou un mélange de solvants suivant la figare
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Séchage/ Broyage/Tamisage

Poudre végétale fine
63um (1g)

* Macération (24
» Décantation (24 h)
e Séparation des phases
« Evaporation

(4m

Extrait éthanolique

Mélangé avec

Chloroforme et I'eau
(3/1: viv)

Acétate d’'éthyle et I'eau
(3/1: viv)

Extrait aqueux
d’acétate

Figure 22 Schéma récapitulatif des étapes de la procédedrdttion (Atmani et al .,
2009)

Extrait d'acétate
d’éthyle

Extrait de
chloroforme

Extrait aqueux de
chlcroforme

[
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Le pourcentage d’extraction de chaque étape asilégbar la formule suivante :
Taux d’extraction (%) = [(P1- Po)/E] 100

P, : Poids d’extrait apres évaporation (g).
Po: Poids vide du cristallisoir ou la boite de péy). (

E : poids de la poudre ou de I'extrait sec de la plpageédente (g).

IV.2.2 Evaluation des activités anti-histamine et sérotonine des extraits éthanolique,

agueux du chloroforme et aqueux de l'acétate d’étHg deC. flammula

Dans le but d’évaluer I'activité anti-inflammatoides extraits d€lematis flammula,
un modele empirique sur l'inflammation aigue deatte de la souris induite par les deux
meédiateurs vasoactifs I'histamine et la sérotoranété testée suivant les méthodes de

(Kasaharaet al.,1985)et(Kupeli et al.,2012)respectivement
* Principe du test:

Ce test consiste en une injecticub-plantaire (intra-articulairep’'une solution
d’histamine ou de sérotonine (fraichement préparéless la patte arriéere gauche des
souris, la mesure du volume de la patte perme#rdéerminer si 'cedeme induit par les
médiateurs est diminué par l'effet des extraits laeplante ayant une activité anti-

inflammatoire.

* Protocole :

bY

Les souris expérimentales sont utilisées a jeues @nt été privées de nourriture
durant environ 16h avant I'expérimentation, et @eiv d’eau et de nourriture pendant

I'expérimentation.

Une quantité de 0,05ml de solution d’histamine bgtitoide ou de sérotonine
hydrogenoxalate (1%) a été injectée dans la patiire gauche des souris 1 heure aprés
d’administration des solutions d’extraits a testelifférentes concentrations (100, 200, 400

mg/kg) par voie intra gastrique a I'aide d’une sefigures 23, 24).
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Figure 23: Administration par gavage Figure 24 Injection intra
(photo réelle) articulaire de 'histamine et la
sérotonine (photo réelle)

Les souris ont été réparties en lots (08 souris daaque lot) comme suit :

Groupe 1 (témoin} ont recu la solution véhicule qui estGarboxymethyl celluloseOQMC)
(0,8%) dissoute dans du NaCl (0,9%) pour I'extédditanolique et du NaCl (0,9%) pour les

deux autres extraits (aqueux du chloroforme et axjdéacétate d’éthyle).

Groupe 2 (standard): ce groupe recoit I'anti inflammatoire de réfé@en(diclofénac) a
50 mg/kg dissous dans du NaCl (0,9%) ou CMC suilesmtests.

Groupes traités (groupe 3, 4, 5) recoivent respectivement les solutions test (takt
éthanolique (100, 200, 400 mg/kg) dissous dansMQC @,8%), et les extraits aqueux du
chloroforme et d’acétate d’éthyle dissous dans duCN(0,9%).

Toutes les solutions sont administrées a 10ml/kg.

Aprés l'injection des médiateurs de l'inflammati@iinistamine ou la sérotonine),
un cedéeme a apparu, I'augmentation du volume datta de la souris qui a été mesuré en
(ml) & l'aide d’'un appareillage spécifique (Plétimganétre) (figure 25), la mesure été
réalisée avant et apres des intervalles de 1h3[2Mh et 5h de linjection de I'histamine
ou la sérotonine (1%), les mesures ont été répétaissfois et la moyenne a été calculée
(figure 26).
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Figure 26. Mesure du volume de la patte arriere gauche deuds par le Pléthysmométre.
(photo reelle)

L’activité anti-inflammatoire est évaluée par la taténination des pourcentages
d’augmentation et d’inhibition de I',edeme, en pnésedu standard et des extraits de

Clematis flammulaélectionnées relativement au contrble, selonrladte suivante :
Ou: % d'augmentation de I'cedéme =[(} — Vo) / Vo] x 100
Vo : volume moyen mesuré avant I'injection des médiat¢histamine, sérotonine).

V@ volume moyen a un intervalle de temps aprésedtpn de I'histamine ou la
sérotonine.
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L’activité anti-inflammatoire des extraits et leastlard testés est estimés par la

détermination du pourcentage d’inhibition de I'cedenalculé suite a la formule suivante :

% d’inhibition=[(V p — Vo) témoin-(Vy, — Vp) traité] x 100 / (Vn — Vo) témoin.

IV.2.3. Analyse statistique

L’analyse des résultats des tests a été realisééadnase du traitement statistique en
utilisant le logiciel Graph Prism version 5. OnaywpANOVA suivi de Dunnett’s test a été
utilisé comme traitement statistique. Les difféessont considérées comme significatives
si p estinférieur a 0.05 comparativement au t8mo
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La recherche de nouveaux agents anti-inflammatottass I'immense éventail de
ressources de plantes médicinales s'intensifie. dlastes médicinales peuvent détenir une
assurance pour la découverte de nouveaux agemgpdufiques capables de supprimer ou de
réduire l'inflammation(Abimbola et al., 2013) Clematis flammula est une plante largement
utilisée par les populations locales en kabylierpoaiter diverses pathologies inflammatoires.
L’expérience a été réalisée sur le modele de I'cedgigue de la patte de la souris induit par les
deux médiateurs pro-inflammatoires histamine ebteéine. Dans cette expérience, I'extrait
éthanolique et les extraits aqueux issus du cldomd et de I'acétate d’éthyle de la plante ont
éte testes, a des doses de 100, 200, 400 mg/kgésidgats obtenus ont été comparés a ceux du

dichlofénac I'anti-inflammatoire non stéroidien @hi@ament de référence).

Les médiateurs vasoactifs, I'histamine et la séio® sont capables d’agir sur les
muscles lisses des vaisseaux sanguins ainsi quessaellules endothéliales, en particulier, en
phase précoce (tout déebut) de la réaction inflaromeafRusso etal., 1998).La deuxiéme phase
est liee a la libération des prostaglandindahbib et Waheed, 2013)associée a la migration

leucocytaire vers la zone enflamn{&&liaye etal., 2006)
V.1. Evaluation de I'activité anti-inflammatoire induite par I'histamine

L’injection de I'histamine dans la patte arriereugae de la souris nous a permis
d’observer un gonflement (cedeme) et une rougeua gatte apres environ 1h de I'injection
chez pratiguement tous les groupes expérimentalcedéme observé atteint un pic a la
deuxieme heure, puis se stabilise dans les hewesujvent, en accord avec des études
précédentes. Le volume de la patte a été mesuamé@a d’'un pléthysmometre, les pourcentages
d’augmentation et d’inhibition de I'cedeme ont éifculées par la suite a des intervalles de 1h
pendant 5h apres l'injection pour tous les groups&s. Pour tous les extraits testés, 'cedeme a
été plus important chez le groupe témoin avec urgamtage d’augmentation de (53,46+1,74
%).

V.1.1. Extrait éthanolique deC. flammula

Les maximums observés (36,26+1,17 ; 30,33+1,356230D,76 et 29,43+1,06 %) chez
les groupes expérimentaux traités respectivementepdiclofénac, et I'extrait éthanolique des
feuilles deC. flammula a différentes concentrations (100, 200, 400 mgska) représentés dans
la figure 27. Ces résultats ont révélé qu'il y & atténuation de I'oedéme chez tous les groupes
traités par rapport au groupe témoin, la plus cmable étant a la concentration de 400mg/Kg

de l'extrait alors qu’il n y'a pas eu de différensignificative (p>0.05) entre les groupes traités
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par I'extrait & 100 et 200 mg/kg. L'effet du dickoiac s’est avéré moins efficace que celui des

extraits.
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Figure 27. Pourcentages d’augmentation de I'ecedeme induitl’pastamine, chez les groupes
témoin, standard, et les groupes traités par bixdéthanolique des feuilles d@. flammula.

De méme, les résultats du pourcentage d’inhibitieicedéme induit par I'histamine ont
montré chez le groupe traité par le diclofénac @) une élévation progressive du
pourcentage d’inhibition en margquant un maximumlubition de 50,98 % a la cinquieme heure
(figure 28) Cependant’extrait éthanolique des feuilles @& flammula a différentes doses (100,
200, 400 mg/kg) a largement dépassé le standatdusud 400mg/kg qui a provoqué une
inhibition significative de I'cedeme dés la premi@eure (35,84%) et a atteint un pourcentage
d’inhibition maximal de 83,82% a la cinquieme heukassi, aucune dose-dépendance (p>0.05)
n'a été enregistrée entre les effets antihistargsgdes extraits a 100 et 200 mg/kg (62,92 et
63,86% respectivement) a la cinquiéme heure, medsddférences significatives par rapport au
groupe standard (p<0,05), (p<0,001) ont été ertrégs. Ces résultats démontrent un potentiel

anti-inflammatoire de I'extrait éthanolique a 40Q/kg important et efficace.
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Figure 28: pourcentages d'inhibition de I'cedéme induit paistamine, chez les groupes témoain,
standard, et les groupes traités par I'extraitréhque des feuilles d€. flammula (*p<
0.05, *p < 0.01, **p < 0.001 signification par rapport au standard)

V.1.2. Extrait aqueux du chloroforme deC. flammula

Concernant I'extrait aqueux du chloroforme, d’ageeigure 29 les groupes traités par le
diclofénac et I'extrait (100, 200 et 400mg/kg) agisérent des pics a la deuxiéme heure avec des
pourcentages d’augmentation respectifs de (36,38+B0,33+1,35; 30,63+0,76 et 29,43+1,06)
sans dose-dépendance (p>0.05) et sans différegodicdtive entre le groupe traité par le
diclofénac et les groupes traités par I'extraitqj®%). Exceptionnellement, pour le groupe qui a
recu I'extrait a 400 mg/kg, on remarque une diffiéee significative (p<0,001) a partir de la

guatrieme heure.
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Figure 29 pourcentages d’augmentation de I'cedéme induit’petamine, chez les groupes, témoin,
standard, et les groupe traités par I'extrait aguuchloroforme des feuilles @& flammula

L’administration préventive du diclofénac aux ssuaiinduit une diminution de I'cedéme
et atteint un pourcentage d’inhibition maximal d&58% a la quatrieme et la cinquiéme heure
(figure 30),comparable (p>0.05) I'effet de I'extrait agueux du chloroforme a 18@/kg. En
outre, chez les souris qui avaient recu I'extraR0® mg/kg 'cedéme a été réduit de la méme
maniére (p>0.05) qu’avec les souris qui ont regutiait & 100 mg/kg a la premiére, deuxieme et
troisieme heure, cette réduction devenant plusifgighve (p<0,01) (49,72% a 100mg/kg et
60,42% a 200mg/kg) a la quatrieme et cinquiémeehduextrait a 400 mg/kg a induit une forte
inhibition de 'oedéme avec une différence signtfie (p<0,001) par rapport au groupe standard

en atteignant le pic de 67,91 % d’inhibition & leatyieme et cinquieme heure.
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Figure 30: pourcentages d’inhibition de I'cedeme induit flaistamine, chez les groupes témoin,
standard, et les groupes traités par I'extrait agui chloroforme des feuilles de. flammula (*p <
0.05, *p < 0.01, **p < 0.001 signification par rapport au standard)

V.1.3. Extrait aqueux d’acétate d’éthyle deC. flammula

L’effet antihistaminique de I'extrait aqueux d’aatd d’éthyle a suscité une atténuation
de 'cedeme a la deuxieme heure (29%), de facorasienpour I'extrait (figure 31) a toutes les
concentrations et le satndard. Le groupe traitd’ @strait a 200 et 400 mg/kg inhibe I'cedéme
de facon importante et singificative (p < 0,05) papport au groupe standard a partir de la

guatrieme heure.
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Figure 31: Pourcentages d’augmentation de I'cedéme induit’patamine chez les groupes témoin,
standard et les groupes traités par I'extrait aguacétate d’'éthyle des feuilles d& flammula.

Une heure apres linjection de I'histamine, I'inhibn de I'cedéme chez tous les groupes
expérimentaux a été faible, I'extrait aqueux d'atetd’éthyle a 100, 200 et 400mg/kg
n'atténuant 'edéme qu’a des pourcentages respeisif 20,58 et 19,54 et 14,98% (figure 32).
La réduction de I'cedeme devient importante a ipai la deuxieme heure, atteignant un
maximum de 51,98 % a la quatrieme et cinquiémeehehiez le groupe traité par le diclofénac.
Les résultats ne montrent aucune différence sitifie (p>0.05) entre le groupe standard et les
groupes traités par I'extrait a la premiére heeregnregistrant respectivement (40,45 ; 44,78 ;
42,86 ; 46,92 %) d’inhibition. A la cinquiéme heurdes différences significatives de
pourcentages d’inhibition (73,31 et 77,09%) (p<Q,00<0,001) ont été respectivement signalés
entre le groupe standard et les extraits (200m4Ky).
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Figure 32 pourcentages d’inhibition de I'cedeme induit pdmistamine, chez les groupes témoin,
standard, et les groupe traités par I'extrait aguacétate d'éthyle des feuilles dé. flammula (*p <
0.05, *p< 0.01, **p < 0.001 signification par rapport au standard)

V.2. Evaluation de I'activité anti-inflammatoire induite par la sérotonine
V.2.1. Extrait éthanolique deC. flammula

Le modéle de I',edeme de la patte arriere de laisonduit par la sérotonine est
largement utilisé pour tester l'effet anti-inflamioi@e d’extraits de plantdKipeli et al.,
2012.1 est caractérisé par une augmentation de leng@abilité vasculaire des les premiéres
phases de l'inflammation (1-2h) ce qui a conduitapparition d’'un cedeme. Ce dernier a été
trés important chez les souris du groupe témoin ldgsremiére heure atteignant un pic de
(58,18+1,43%) a la deuxieme heure. puis se stahilidans les heures qui suivent. Les résultats
du test nous ont permis de calculer les pourcestdgeigmentation et d’inhibition de 'oedéme.
L'cedéme a été moins important chez le groupe tizaté le diclofénac (figure 33) dans la
premiére heure et a enregistré un pourcentage miawnigition maximal (40,84+1,44%) a la
deuxieme heure qui diminue progressivement juslgucpuatrieme heure. Les groupes traités par
I'extrait éthanolique des feuillede C. flammula a différentes doses (100, 200, 400 mg/kg) ont
montré une trés faible évolution de I'cedéeme sarse di@pendance (p>0.05) pour les extraits a
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200 et 400 mg/kg qui marquent des pics d'augmemtagspectives de (38,1 et 28,18+0,63%) a
la deuxiéme heure et diminuent progressivementujasta cinquiéme heure. Par contre, des
différences significatives (p<0,001) entre le gewwandard et les groupe traités par I'extrait a
200 et 400 mg/kg ont été notées. D’aprés ces adsulextrait éthanolique s’est aveéré tres
efficace surtout a 200 et 400 mg/kg. Il induit whminution importante de I'cedeme apres la

deuxiéme heure.
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Figure 33 pourcentages d’augmentation de I'cedéme induilgagérotonine, chez les groupes témoin,

standard, et les groupes traités par I'extraitrélique des feuilles dé. flammula.

Les résultats obtenus sur I'effet inhibiteur ded&me induit par la sérotonine de I'extrait
éthanolique a différentes concentrations (100, 200 mg/kg) deC. flammula sont représentés
dans la (figure 34)Cet effetinhibiteur s’est averé significatif, dés la prensiéreure comparé au
standard. En effet, a cette heure, I'extrait a #@@kg a inhibé 'cedeme de 43,53% atteignant un
maximum d’inhibition de 78% a la cinquieme heurépassant ainsi celui du standard (50%).
Par contre, aucune dose-dépendance n’est notéelpgtrait a 200 et 400mg/kg apres la
deuxieme heure (p>0,05), dont les pourcentagesibiiiiton augmentent a la quatrieme heure
(67,14 et 68%, respectivement)

47



Chapitre V : Résultats etagissions

E3& standard
EE3 extrait 100 mg/kg
E=3 extrait 200 mg/kg
100+ IO extrait 400 mg/kg
804
[ *k*k E
g 60+ - = =
é Kk k *x E '-'E
= = R BHI EE
o 404 = o = Zas
=5 H| EFE
201 H| [EE
O- ﬁ - & -=
N 2 A S
Temps (h)

Figure 34 : pourcentages d’inhibition de I'oedéme induit lgesérotonine, chez les groupes témoin,
standard, et les groupe traités par I'extrait édligne des feuilles deC. flammula
(*p < 0.05, *p < 0.01, **p < 0.001 signification par rapport au standard)

V.2.2. Extrait aqueux du chloroforme deC. flammula

Les résultats de l'effet de I'extrait aqueux duocbforme sont représentés dans la figure 35. lls
montrent que l'effet du diclofénac est comparalpe0(05) a celui de I'extrait a 100 et

200mg/kg. La réponse inflammatoire a été abrogé&elal@remiére heure chez le groupe traité
par I'extrait agueux du chloroforme (100, 200, 4@¢kg) de facon dose indépendante (p>0.05),
mais de 400mg/kg a partir de la troisieme heeféet de I'extrait est devenu plus conséquent.
A partir de ces résultats on peut conclure querigtxaqueux du chloroforme est d’'une grande

efficacité dans l'atténuation de I'cedeme induit lpasérotonine.
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Figure 35 pourcentages d’augmentation de I'cedéme induilgpaérotonine, chez les groupes, témain,
standard, et les groupes traités par I'extrait aguiel chloroforme des feuilles @ flammula.

L’activité inhibitrice de I'extrait aqueux du chlafiorme deC. flammula a différentes
concentrations (100, 200, 400 mg/kg) sur I'cedendeitnpar la sérotonine chez les souris est
montré dans la figure 36. Les résultats obtendisjiient que I'extrait a 100, 200 et 400 mg/kg
inhibe I'cedeme de facon considérable. 43,05, 481086,27 % d’inhibition par rapport au
diclofénac 34,88 % a la deuxieme heure. L'inhibbitide 'cedéme chez le groupe testé par
l'extrait & 400 mg/kg est de 61,42 et 69,06 %aaquatrieme et la cinquiéme heure,
respectivement. Par ailleurs, aucune dose dépeadpr0.05) n'a été signalée entre les extraits
a 100 et 200 mg/kg.
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Figure 36: pourcentages d’inhibition de I'cedemeuihgar la sérotonine, chez les groupes témoin,
standard, et les groupes traités par I'extrait eguéu chloroforme des feuilles deC. flammula
(*p < 0.05, *p < 0.01, **p < 0.001 signification par rapport au standard)

V.2.3. Extrait agueux d’acétate d’éthyle

Concernant l'aqueux d’acétate d'éthyle, I'cedeme t& @minué significativement
(p<0.001) a la deuxieme heure, avec des pourcemtapugmentation de (35,09+1,60 ;
34,91+0,51 et 30,84+1,23%) chez les groupes trapas I'extrait a des concentrations
respectives de 100, 200, et 400mg/kg ce dernieass@mt largement (p<0.001) le diclofénac
(38,69+1,40 %) a la méme heure (figure Fr contre, aucune différence significative (p>p.05

n'a été notée entre les deux groupes testés paraliea 100 et 200 mg/kg et le diclofenac.
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Figure 37: pourcentages d’augmentation de I'cedéme induilgagérotonine, chez les groupes témoin,

standard, et les groupes traités par I'extrait agukacétate d'éthyle des feuilles @eflammula

Les résultats des pourcentages d’inhibition de ¢l induit par la sérotonine chez les
groupes traités par I'extrait aqueux d’acétatehyket deC. flammula a différentes doses (100,
200, 400 mg/kg) sont représentés dans la figurdl838nt démontré des inhibitions de I'cedeme
de 22,15 et 28,40% chez les groupes traités pardie a 200 et 400 mg/kg respectivement dées
la premiére heure. Par ailleurs il existe une légkiférence significative (p<0,05) entre I'extrai
100 et 200mg/kg a la premiére heure cette diff@atisparus a partir de la deuxieme heure en
inhibant 'cedeme a 51% a la cinquieme heure. Ainsxtrait 400 mg/kg inhibe I'cedeme a

69,24 % da cinquiéme heure.
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Figure 38: pourcentages d’inhibition de I'cedéme induit parsé&otonine, chez les groupes témoin,
standard, et les groupe traités par I'extrait aguétate d’éthyle des feuilles d& flammula (*p < 0.05,

**pn < 0.01, **p < 0.001 signification par rapport au standard)

V.3. Discussion générale

L'inflammation aigue induite par la carragénine lasplus couramment utilisée comme
modeéle expérimental pour évaluer la puissanceiaftaimnmmatoire de composés ou de produits
naturels, car elle produit des résultats reproblegi(Doppalapudi et al., 2012). La phase
précoce (1-2 h) du modéle de la carragénine estipalement stimulée par I'histamine et la
sérotonine. La phase tardive est surtout marquek gynthése de prostaglandinesna etal.,
2014). L'effet anti-inflammatoire des trois extraitke C. flammula a été testédans une étude
précédente en utilisant le modéle de la carragénésailtats non montrés). La présente étude a
été entreprise pour déterminer si l'inhibition deflammation par la carragénine est due a celle
des deux médiateurs vaso-actifs I'’histamine egtatenine.

On a remarqué que les effets anti-histaminiqguené$érotonine des trois extraits sont en
général, comparables (p>0.05) au pic de l'inflamomamais divergent a partir de la troisieme
heure. Dans tous les cas, les extraits ont dépgaspeétentiel anti-inflammatoire du standard
utilisé, ce qui est prévu car ce dernier est usgauit inhibiteur des prostaglanditagam et al.,
2011) En effet, d’aprés les études menéesAramnthi et al., (2010) et Talwaret al.,(2011),il

0]
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a eté démontré que l'anti-inflammatoire de réféeautdisé (diclofénac) agit a la deuxieme phase
de l'inflammation induite par la carragénine. Tdaig, des études précédentes ont suggéré que la
libération d'histamine déclenche celle des cytakiee médiateurs inflammatoires par certains
leucocytes voisins produitsMéarone et al., 1999),ce qui explique I'effet anti-histaminique du
diclofenac. Par ailleurs, il entraine une augmématde la prostaglandine E2 (PGE2) en
stimulant les récepteurs HIetlow et Woolley, 2003.

La suppression de l'oedeme est due a la capacitéxdeit d’inhiber la synthese, la
libération ou l'action de l'histamine et la sératen impliquées dans la premiére phase de
I'inflammation(Abimbola et al.,2013).Puisque I'cedeme continue de diminuer progressimeme
jusqu’a la cinquieme heure pour tous les extraistés et le diclofenac, on suppose gu'’ils sont
aussi impliqgués dans l'inhibition des prostaglaedinou I'élimination des radicaux libres
produits par les neutrophiles au site de linflaniora Ces radicaux libres ont pour effet
d’aggraver l'inflammation Rasquier, 1995) En effet, les capacités antioxydantes des egtrait
ont été démontrées dans une étude précédanteii et al., 2009. Cependant, le potentiel
antioxydant de I'extrait éthanolique (DPPH) a étguvé moindre que celui de l'aqueux du
chloroforme mais plus élevé que I'aqueux de l'aeetiéthyle. Pour cela, on suppose que la
pouvoir anti-inflammatoire de I'extrait est peutedtiue, vu sa nature organique, a la pénétration
plus facile de cet extrait a travers les membraedislaires, ou a cause du fait qu’il contient le
total des composés phénoliques

Les especes de clématite ont un large éventaitastituants phytochimiques, les
saponines, triterpenoides, les flavonoides, lesahgs et les tanins constituent les principales
catégories de constituants chimiqu&hawla et al., 2012) Ces composés (en particulier les
composés phénoliques et flavonoides) inhibent lecqgssus inflammatoire en régulant la
production de molécules pro-inflammatoir@sbimbola et al., 2013). Donc, on suppose que
I'activité anti-inflammatoire des extraits éthampie, aqueux du chloroforme et aqueux d’acétate
d’éthyle deC. flammula est probablement due a leur richesse en compasé&soliques.
Cependant, comme I'extrait éthanolique est plusganit que les autres extraits mais moins
riches en composés phénoliques, on suppose qumtdes métabolites secondaires spécifiques

dans cet extrait qui sont responsables de I'aétaitti-inflammatoire de I'extrait.

1
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Chapitre V : Résultats etagissions

Comparé a d’autre plantes, I'extrait méthanoliqeefelilles et racines déorbichonia
decumbens a 200 mg/kg inhibe I'cedéme induit par [I'histamie 49.85 et 53.02%
respectivemenfUma et al, 2014).L’extrait aqueux deBixa orellana (EABO) inhibe I'cedéme
induit par la sérotonine a 28,27% et 52,18% a ¢éanpgre heure par les deux doses de (50, 150
mg/kg) respectivementKeong et al,2013) et I'extrait méthanolique d€icer arietinum qui
réduit I'cedéme induit par I'histamine de 63,72%kibition a la deuxieme heur@oppalapudi
et al., 2012) I'extrait méthanolique ddussiaea suffruticosa Linn 200 mg/kg inhibe I'cedéme
induit par la sérotonine 369M(rugesan Pal et Saha, 2002Les extraits d€lematis flammula
sont dotés d’'une activité anti inflammatoire adseazne sur la premiére phase de l'inflammation
entre la premiéere et la deuxiéme heure mais d'utieit® plus importante dans la deuxiéme

phase.
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Conclusion et perspective

Le regne végétal est une source jugée inépuisadlaalécules pouvant présenter un
intérét thérapeutique. En effet, les plantes soomsiclérées comme des sources de
médicaments présentant l'immense avantage d'éteesaibles a tous, par ailleurs
I'approfondissement des connaissances de plarteamtal afin d'optimiser leurs utilisations
C. flammula possede un large éventail de composés actite pkinte est dotée de diverses
propriétés pharmacologiques.

Les extraits éthanolique, aqueux du chloroformageieux de I'acétate d’éthyle se sont
averés efficaces contre l'inflammation induite phrstamine et la sérotonine. Leur effet,
comparable au pic de I'inflammation, a divergé pdomner la meilleure activité pour I'extrait
éthanolique a 400 mg/kg a la cinquiéme heure. .

Cette étude a montré que lactivité anti-inflamnir&todes extraits deClematis
flammula est probablement due, en partie, a I'inhibition descanismes périphériques et
centraux par linhibition du dégagement et/ou ledioas des substances vasoactives
(histamine, sérotonine). Ceci justifie leur utitisa par les populations locales contre les

maladies inflammatoires.

Ce travail nous a permis de déterminer l'activitdi anflammatoire des extraits de
cette plante qui est dotée d'un grand intérét fierique, il serait donc intéressent
d’approfondir cette étude en vue de caractérisadatitifier les structures des substances

actives responsables de cet effet.
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Glossaire

Les prostaglandines :sont des substances lipidiques dérivées d'acides mply-
insaturés, que l'on trouve dans la plupart desigissimaux. Produites localement,
elles ont un réle biochimique fondamental comme iatédrs des fonctions
cellulaires, et les altérations de leur producemtrainent des troubles pathologiques
graves

La calcitonine : c’est une hormone peptidique de 32 acides amir@émajeure partie
de calcitonine est produite chez I'hnomme par ldtiles parafolliculaires de la
thyroide et chez plusieurs especes animales parcdgss ultimobranchiaux. La
calcitonine participe au meétabolisme phosphocag&iga s'opposant aux effets de
I'hormone parathyroidienne (PTH). C'est une hormdmgpocalcémiante et
hypophosphorémiante. Elle a été retrouvée chepdssons, les reptiles, les oiseaux
et les mammiféres.

Les Neutrophiles: Un neutrophile est une cellule qui fait partie defamille des
globules blancs (leucocytes). Les neutrophiles soonstitués de grains. lls
représentent la majeure partie des globules bldncsystéme immunitaire humain,
soit environ 60 %. Les neutrophiles détectent gémint des bactéries particulierement
pathogenes lors de la phagocytose, le processasiqug qui permet la destruction
des microbes, grace a des enzymes agressives. drebmiest enveloppé dans la
cellule puis digéré par les enzymes.

Cyclooxygénase (COX) La cyclo-oxygénase (COX) est une enzyme qui péfian
formation de prostaglandines a partir de l'acideidonique. Son action est inhibée
par les anti-inflammatoires non stéroidiens (Alld8)Nnme l'aspirine.

Arthrite : L'arthrite désigne I'ensemble des phénoméndéammnfiatoires qui affectent
l'articulation et les 0s, généralement accompadaéouleurs plus ou moins séveres.
Bradykinine : est un polypeptide endogene, vasodilatateur, fodméneuf acides
aminés (nonapeptide), libéré a partir du bradykigéme ou kininogéne des globulines
plasmatiques

Fibrinogene: Le fibrinogéne ou « facteur | » est un facteutadeoagulation, protéine
du plasma sanguin qui se transforme en fibrine dlrda coagulation sous l'action
d'une autre protéine, la thrombine. Cette fibrimernvient dans la formation du caillot
sanguin lors du phénoméne de coagulation qui aurésaignement.



Glossaire

Fibronectine : La fibronectine est une glycoprotéine présentesdin matrice
extracellulaire, et qui joue un rble clé dans l&gilbn des cellules a la matrice
extracellulaire.

L'acide arachidonique: C’est un acide gras dérivé des lipides de la brarme des
cellules, dont la dégradation provoque la formatoa dérivés intervenant dans
l'inflammation.

Laminine : Les laminines sont les constituants protéiquesungajde la lame basale,
en dehors du collagene. La laminine a été isolée f@ premiere fois a partir de
sarcomes murins d’EHS2 au milieu du XXe sieclelparimpl et Rupert. ... Protéine
de la membrane basale des cellules jouant un dile tattachement et la migration
des cellules lors de I'embryogenese.

Collagéne : protéine de structure fibreuse qui constitue Eesegl de la trame
conjonctive.

Leucotrienes: sont des hormones dérivées des prostaglandiitesed par les
leucocytes et jouant un réle dans les réactiongpdiisensibilité. lls sont le produit de
I'action de lipoxygénases sur l'acide arachidonigseun stimulent de la libération de
prostaglandines et de tromboxanes par les poumons.

Le CMC : Le carboxyméthylcellulose sodique (ou bien carosellsodique) est un gel
d'origine synthétique. C'est un dérivé de cellukbgs hygroscopique.Indiqué contre la
sécheresse oculaire, il est utilisé dans la cortipngie larmes de substitution, comme
additif alimentaire (E466) ou encore comme agetitradéposition2.

La réponse immunitaire humorale: repose sur les lymphocytes B, elle est dirigée
contre des antigenes libres, toxines ou micro-asgags. Cette réponse est favorisée
par les lymphocytes T-auxiliaires, ou T-helpertyg@e 2. Elle aboutit a la production
de grandes quantités d'immunoglobulines, qui $as#ifnt dans le sang (IgM), dans les
tissus (IgG) et dans les muqueuses (IgA) et doayidhése et la nature dépendent de
certaines cytokines, notamment les interleukines IL5 et IL10, sécrétées par les
lymphocytes T-auxiliaires (on connait aujourd’hui5 3interleukines). Ces
immunoglobulines sont aptes a neutraliser les &xi& empécher l'infection par de
nouveaux virus et a faciliter la capture de towsdgents infectieux par les cellules

phagocytaires, qui les détruiront



Glossaire

La réponse immunitaire cellulaire: fait intervenir soit des lymphocytes T
cytotoxiques, ayant acquis la capacité de détrd@® cellules de I'organisme vues
comme étrangéres lorsqu'elles hébergent des agefetstieux (virus), soit des
macrophages, dont les capacités d'élimination deso+organismes sont amplifiées.
Cette réponse est favorisée par les lymphocytesxili@res, ou T-helper, de type 1.
Ces deux types cellulaires sont sensibles a dekiogs, comme l'interleukine IL2 et
l'interféron gamma (IFN), qui sont synthétisées lparlymphocytes T-auxiliaires et
qui vont leur permettre d'acquérir ces propriéléss effectrices.

La diapédese : la diapédese correspond au passage des cellulesinitaires
sanguines vers différents tissus cibles. Les palgaires et monocytes passeront
généralement vers les tissus conjonctifs, soit daiéne constitutive soit suite a une
infection. Les lymphocytes quant a eux iront préfdéiellement vers les organes
lymphoides qui ne possédent pas un endothéliunsiglaes mais ce que I'on appelle
des veinules endothéliales hautes (HEV) qui présg¢mtes cellules cubiques dont les

jonctions sont relativement laches
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Résumé

Clematis flammula (Renonculacae) est largement utilisée par la ojounl locale pour le
traitement de diverses maladies a caractéere infwine. L'objectif de notre étude était
d’évaluer I'effet anti-inflammatoire de trois extsades feuilles d€. flammula a différentes
concentrations (100-400 mg/kg), dans le modelécdddme de la patte de la souris induit par
I'histamine et la sérotonine, comparé au dicloféerags résultats obtenus indiquent que les
extraits éthanolique, aqueux du chloroforme et agudacétate d'éthyle a 400 mg/kg
inhibent considérablement a la deuxieme heure daglen comparable I'oedéme induit par
I'histamine (47.45, 48.66 et 46.92% respectivemegitla sérotonine (43.52, 46.27 et 46.18%,
respectivement). Les résultats de cette étude ermngue le potentiel anti-inflammatoire de
la plante est dd a I'inhibition de la libérationsdaédiateurs vasoactifs histamine et sérotonine
dans la premiere phase de l'inflammation aigliieteCétude permet de valider I'utilisation
traditionnelle de cette plante dans le traitemesst thaladies a caractére inflammatoir€s.
flammula pourrait donc constituer une source de substitessAINS ces derniers ayant des
effets indésirables.

Mots clés

C. flammula, inflammation, histamine, sérotonidieJofenac, polyphénols, AINS. Extraits.
Abstract

Clematis flammula (Renonculaceae) is widely used by the local pdpuiéor the treatment
of various diseases of inflammatory character. dine of our study was to evaluaite vivo

the anti-inflammatory activity of three extracts thie leaves ofC. flammula at different
concentrations (100-400 mg/kg) in the mouse pawnadmodel induced by histamine and
serotonin, compared to diclofenac. The obtainedlt®#ndicate that the ethanol, aqueous of
chloroform and aqueous of ethyl acetate extract408t mg/kg inhibit considerably at the
second hour and in a comparable fashion, the edwihnaed by histamine (47.45, 48.66 and
46.92% respectively) and serotonin (43.52, 46.27 46.18%, respectively). The results of
this study demonstrate that the anti-inflammatarteptial of this plant is due to the inhibition
of the liberation of vasoactive mediators histamamel serotonin in the first phase of acute
inflammation. This study allows the validation dfet traditional use of this plant in the
treatment of inflammatory disorder<. flammula could constitute a source of anti-
inflammatory substitutes to AINS which cause unddse effects.

Key words

Clematis flammula, inflammatory, histamine, serotontclofenac, polyphenols, AINS.



