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Introduction

L’inflammation est une étape nécessaire dans la réponse immunitaire mais peut
s’avérer grave pour les tissus en se transformant en inflammation chronique;
dans ce cas elle doit étre contr6lée par des traitements meédicamenteux
(Weill et Batteux, 2003).

Les anti-inflammatoires synthétiques, les glucocorticoides et les anti-inflammatoires
non stéroidiens (AINS) sont efficacement utilisés pour contrer une inflammation
mais sont contre indiquées et nécessitent des précautions d’emploi dans plusieurs

cas tells que, les états infectieux, anémie, diabéte, insuffisance rénale...

Les AINS peuvent provoquer des problemes cardiovasculaires, rénaux
et gastro-intestinaux (Wirth, 2006). L'utilisation prolongée des corticoides provoque

aussi une insuffisance cortico-surenalienne et une hyperlipidemie (Timour, 2008).

Le but des recherches actuelles est de substituer ces traitements chimiques
dont les effets sont lourds pour les patients par des traitements naturels présentant
la méme efficacité et mieux tolérer par le corps. L’'un des remédes sont

les substances d’origine végétale.

Aujourd'hui, les plantes médicinales connaissent un succes accru et sont de plus en
plus utilisées par lindustrie pharmaceutique notamment dans les traitements

de maladie impliquant un processus inflammatoire.

Dans le cadre de notre travail, nous allons essayer d’apporter une contribution
a I'étude d’une application traditionnelle de deux plantes médicinales Populus nigra
et Ulmus campestris utilisées dans le traitement des inflammations. Pour cela, notre

travail sera développé selon le plan suivant:

Dans une premiere partie nous reportons une série de rappels sur les activités
biologiques des composés actifs d’origine végétales. Cette partie exposera aussi
les grands concepts relatifs aux mécanismes d’action des anti-inflammatoires
synthétiques et décrire quelques mécanismes d’actions de molécules pures extraites

a partir de plantes médicinales.



Introduction

Dans une deuxieme partie, nous présentons et nous interprétons nos travaux

qui portent sur :
1. Les résultats de la recherche bibliographique pour le choix des plantes médicinales
étudiées.

2. Les études expérimentales comprenant une évaluation de [lactivité
anti-inflammatoire des extraits préparés a partir des deux plantes en utilisant

un modele animal.
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Chapitre | L’inflammation

Toutes irritations, soit infection, traumatisme mécanique ou chimique, trouble
meétabolique ou brulure (Cohen et Jacquot, 2012) peuvent léser les cellules ou les
tissus, en engendrant des dommages qui peuvent mener a la mort cellulaire ou
tissulaires. Pour faire face a ces lésions, I'organisme a mis en ceuvre un processus
de défense, non spécifique et tres complexe dénommé la réaction inflammatoire ou
linflammation (Lillian et al., 2006).

L'inflammation est un mécanisme universel de défense (Muster, 2005) qui vise a
neutraliser et a éliminer l'agent en cause (Lillian et al., 2006), a batir une barriére
physique autour du foyer inflammatoire ainsi éviter I'extension de l'inflammation vers

d’autres endroits et enfin a réparer les tissus lésés (Janeway et al., 2003).
|.1. Les médiateurs de I'inflammation

[.1.1. Amines vasoactives

Les amines vasoactives sont les médiateurs principaux de l'inflammation libérés par
les mastocytes, les polynucléaires basophiles, les plaquettes et les capillaires lésés
(Stevens et Low, 1997). Les plus importants sont les histamines et les sérotonines
(Elling et al., 2006). lls provoquent la dilatation des artérioles et augmentent la
permeéabilité des veinules (Stevens et Low, 1997). En plus, I'histamine amplifie la
réaction inflammatoire en favorisant I'expression des molécules d’adhésion, E-
sélectine, ICAM-1 et LFA-1 a la surface des cellules endothéliales (Demoly et al.,
2002).

[.1.2. kinines

Les kinines sont de petits peptides (Stevens et Low, 1997). lls provoquent une
dilatation locale des vaisseaux, la contraction des muscles lisses et augmentent la
perméabilité vasculaire (Beck, 1991). lls sont, en partie, responsables de Ila
douleur aussi, ils participent a I'apparition de I'cedéme et a 'augmentation de la

chaleur locale (Cavaillon, 1998).


http://www.google.fr/search?hl=fr&tbm=bks&tbm=bks&q=inauthor:%22William+Samson+Beck%22&sa=X&ei=yw-gT_33EceF8gPMnMCDAQ&ved=0CDsQ9Ag
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[.1.3. Médiateurs lipidiques

La prostaglandine (PG), la thromboxane(TX) et la leucotréanine sont des dérivées
des eicosanoides, issus de la transformation de I'acide arachidonique sous I'action
de la cyclo-oxygénase et la lipo-oxygénase (Cho et Mado, 2009; Das, 2010). L'acide
arachidonique provient de la dégradation des phospholipides membranaires libéré

par la phospholipase A; activée (figure 1) (Fourcade et al., 2000).

Leur importance dans la réaction inflammatoire se résume dans la perméabilité

vasculaire, l'attraction et I'activation des polynucléaires (Nicolaou, 2012).

PHOSPHOLIPIDES MEMERANAIRES

|

Phospholipase

ACIDE ARACHIDONIQUE

lipo-oxygénase cyclo-oxygénase
ENDOPEROXYDES
leucotriénes| |lipoxynes prostaglandines PGl2 TXAZ

PGEj, PGFy, PGD) prostacyclines thromboxanes

Figure 1 : Voie de synthése des médiateurs lipidiques (Willoguet et al., 2011).
[.1.4. Cytokines pro inflammatoires

Les cytokines sont des peptides de faible poids moléculaire (8 — 30 KD) (Lacroix et
al., 2007). Ce sont des molécules solubles produites par un grand nombre de
cellules et elles interviennent dans la communication intracellulaire (Cavaillon, 1995;
Fradelizil et al., 1998). Les plus importantes dans la réaction inflammatoire sont IL1,
et TNF-a (Devesa et al., 2011).

Le TNF-a (Figure 2) et I'lL-1(Figure 3) ont des effets locaux par l'activation des

neutrophiles et monocytes qui contribuent a la défense antimicrobienne et a

4
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I'activation des fibroblastes qui
d’autres effets variés comprenant. hyperthermie, stimulation de la sécrétion des

protéines de la phase aigue par le foie (protéine C réactive, amyloide A), activation

L’inflammation

promeuvent la réparation (Kanaji et al., 2011),et

de la coagulation, vasodilatation systémique et catabolisme (Anthony et al., 2004).

o

Fi

Lymphocyles BT

Monocyltes/ macrophagaes
Polynucieaires neutrophiles
Cellules endothéliales
Chondrocytes
Ostéoclastes

Hépatocylas
Ceflules du systeéme nerveux

Adipocytes

ellules MK

broblastes

- Cylokines pro-infiammatoines
(LY, IL6)

- Recrutemen! cellulaire par
Inducticn de chimiokines (IL8)
et de motecules dadhésion

- Angiogenase’activité
procoagulania

- Activation des lymphocytes,
des macrophages, des
polynuciéaires. ..

- Production de mediateurs
inflammatoires - NO, PGE..
PAF, métalloprotdasaes

- Thermorégulation ; fiéwvne

- Cachaxie ¢ inhibition
lipoprotéine lppase

- Catabolisme osseux

- Apoplose

Figure 2 : Cibles cellulaires du TNF-a (Binard et Saraux, 2006 ).

Ceflules endothéliales

Monocyles'macrophages

Activité procoagulaniamolécules
' atihésion/sdordton de PGE,, PG, PAF,
ILa

Acthation/phagocytose’sacrétion
TNF, ILA. PAF, PGE,...

Lymphocyles T el B

Hepatocyles

AT DIOCUCTIoN
die cylokines pro-

Interleukine 1

inflammatoeres (IL2, IL3,
L&, )

Protéines de Nnflammation

Sysieme nerveux central

Fitnaii"Stimmaalain di Faxy

{GnRH, ACTH]

Figure 3 : Les interleukines et leurs cibles moléculaires (Binard et Saraux, 2006 ).
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[.1.5. La cascade du complément

Le complément est un systeme complexe présent sous formes inactif. Lors de
'inflammation, il s’active par deux voies: classique et alternée. Le complément activé
induit I'activation des leucocytes et provoque la libération des radicaux libres et des

protéases (Chapel et al., 2004).

[.1.6. Voie de signalisation : exemple de la voie NF-kB

Le NF-kB est un facteur de transcription, il existe dans le cytoplasme sous forme
inactive, couplé a une protéine inhibitrice I-kB. Il est activé par, les cytokines pro
inflammatoire, LPS, UV... (Binard et Saraux, 2006). Apres phosphorylation par des
kinases spécifiqgues le NF-kB activé migre vers le noyau et active I'expression des
genes impliqués dans les réponses inflammatoires tels que géne iINOS, COX...
(Figure 4) (Gorochov et Papo, 2000).

TNFo INOS
LTB4 TNFo
IL2 IL1
LIF IL&
Virus IL8
Adhérence M-CSF
cellulaire GM-CSF
M-CSF IFN B
LPS MHC
Superantigénes ICAM
Uy ELAM
PLA2
COxX2

Figure 4 : Les médiateurs responsables de I'activation de la voie de signalisation par
le NF-kB (Russo-Marie, 2000).


http://www.google.fr/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Guy+Gorochov%22
http://www.google.fr/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Thomas+Papo%22
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[.1.7. Les radicaux libres

1.1.7.1. Especes réactives de I'oxygene (ERO)

Les ERO sont des especes chimiques ayant un ou plusieurs électrons libres sur leur
orbite externe tels les radicaux superoxydes (O), peroxyles (RO,), hydroxyle (OH")
et Iion hypochloreux (HOCI) (Césarini, 2004). Dans les conditions physiologiques
normales, il existe un équilibre entre la production de ces ERO et les systémes anti-
oxydants enzymatiques (superoxyde dismutase, catalase, glutathion peroxydase)
(Edeas, 2010) et non enzymatiques (vitamines E et C, flavonoides, beta caroténes, ,
albumine, acide urique, glutathion réduit (GSH)) (Léophonte, 2006). Les cytokines
pro-inflammatoires (IFN-a, IL-1b et IL-8), les prostaglandines et autres dérives du
meétabolisme de l'acide arachidonique, et la voie du complément activent le NADPH
oxydase des macrophages et des neutrophiles qui produisent des quantités trés
élevées d’'ERO (figure 5) (Koechlin-Ramonatxo, 2006). Ces ERO provoquent un
stress oxydant qui est a I'origine de destructions moléculaires (peroxydation lipidique,
protéolyse, lésions des acides nucléiques) et cellulaires (Koechlin-Ramonatxo,
2006).

phagosome

H:02 + CI ——> [HOC]

Figure 5 : L'activation des NADPH oxydase des polynucléaires (Pasquier, 1995).
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[.1.7.2. Especes réactives azotées

L’'oxyde nitriqgue (NO) est une molécule synthétisée localement par I'endothélium et
les macrophages sous laction de la nitrite oxyde synthase, c’est un puissant
vasodilatateur (Alan et al.,, 1997). Le NO est capable de se combiner au radical
superoxyde (O2) pour former un produit intermédiaire, le radical peroxynitrite
(ONOQ) capable d’activer la production des prostaglandines (PGH2) (Ravat et al.,
2011).

|.2.Les phases de l'inflammation et les mécanismes
impliqués

Les phases et les mécanismes impliqués dans l'inflammation peuvent étre regroupés

selon la séquence et les manifestations cellulaires et tissulaires (Borel et al., 1997) :

[.2.1. La phase vasculaire

Phase vasculaire immédiate (Weill et batteux, 2003), caractérisée par l'intervention
des différents médiateurs inflammatoires tels que l'histamine, la sérotonine, les
kinines, 'oxyde nitrique (NO), les ERO et les dérivés eicosanoides (MacKenze,
2010) qui entrainent un ensemble de modifications temporaires et réversibles des
vaisseaux sanguins, notamment I'endothélium (Pratico, 2005).

L'activation de I'endothélium provoque une vasodilatation, une augmentation de la
perméabilité des vaisseaux sanguins, un ralentissement du courant sanguin ce qui
explique la rougeur et la chaleur lors de l'inflammation (Huang et Vita, 2006), et une
induction de l'expression des molécules d’adhésions impliquées dans Ile
recrutement de leucocytes (Gosset et al.,, 1998 ; Kelly, 2007), en fin les cellules
endothéliales produisent des cytokines et des chimiokines pro-inflammatoires
(Mclaren et Kennedy, 2005). La résultante de l'augmentation de la perméabilité
membranaire est I'exsudation, caractérisée par I'accumulation de fluides, de
protéines et de cellules dans les tissus ainsi que I'apparition de I'oedéme (Diebold
et al., 1995).


http://www.google.fr/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Alan+Stevens%22
http://www.google.fr/search?hl=fr&biw=1024&bih=560&tbm=bks&tbm=bks&q=inauthor:%22Jacques-Paul+Borel%22&sa=X&ei=ZYm-T73PBJHY8QOvx6hA&ved=0CDsQ9Ag
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[.2.2. La phase cellulaire

La phase cellulaire se manifeste par l'activation, mobilisation, différenciation et
prolifération de nombreuses cellules (Weill et batteux, 2003) qui infiltrent la zone
lésée de l'inflammation, les cellules passent dans les tissus conjonctifs, contribuent a
leur gonflement et secretent les différents médiateurs et enzymes; cette phase
permet I'élimination du pathogéne et des tissus lésés (Borel et al., 1997).

Les cellules majoritaires d’inflammation sont :
v Polynucléaires neutrophiles

Favorisent la phagocytose, la destruction des bactéries, et la production de

meédiateurs inflammatoires (Figure 6) (Tillie-Leblond et Thorette, 2004).

Lésion cellulaire et tissulaire :

= I¢ésion épithéliale

= @déme : augmentation de la perméabilité épithéliale
= activation cellulaire

Radicaux libres de 'oxygéne

(myélopéroxydase)
Enzymes :
IL-8 gélatinase
* Chémo-attractant pour le PNN IL-12 o ¢lastase
* Activation du PNN PNN collagénase
* Hyperréactivité bronchique... IL-1 lysozyme

cathepsine G..

TNFu l

Médiateurs lipidigues :
LTB4, PAF

= majore |"hyper-réactivité bronchique
= majore I'eedéme
* chémo-attraciant pour le PNN

Figure 6 : Principaux médiateurs libérés par le neutrophile activé (Tillie-Leblond et
Thorette, 2004).
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Chapitre | L’inflammation

> Les plaquettes

Responsables de la formation d’agrégats et la libération de médiateurs chimiques
doués de propriétés enzymatiques (sérotonine et les enzymes lysosomiales....), ainsi

gue des substances chimiotactiques (Dunois-Lardé, 2011).
v' Les Mastocytes

Responsables de la libération des médiateurs chimiques tel que : I'histamine,

sérotonine et kinine.....etc (Binard et Saraux, 2006 ).
v' Les monocytes / macrophages

Interviennent 4 a 5 heures apres, elles jouent un réle important dans la phagocytose

et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Weill et Batteux, 2003).
| .2.3. La phase de cicatrisation

Aprés quelques jours de linflammation, des tentatives de régénération et de

réparation tendent a restaurer I'intégrité du tissu agressé (Weill et Batteux, 2003).

1.3. Les type d’inflammation

[.3.1. Inflammation aigue

L'inflammation aigue ou linflammation primaire (Cohen et Jacquot, 2012) est une
réaction focalisée d’'un tissu constitutive a une agression. Elle est caractérisée par
une succession de la phase vasculaire immédiate, d’'une phase cellulaire consécutive

et finalement la phase de cicatrisation (Weill et Batteux, 2003).
[.3.2. Inflammation chronique

L’inflammation chronique ou I'inflammation secondaire (Cohen et Jacquot, 2012) est
tres fréquente, déterminée par sa longue durée (des mois ou des années). Elle
débute par une phase d’'inflammation aigue ou, elle apparait spontanément suite a
une infection par un agent pathogene. A la difféerence de ce qui se passe dans
linflammation aigue les phénomenes vasculaires et cellulaires ne se succédent pas
mais co-existent tout le long du processus inflammatoire (Russo-Marie., 1998). Elle

est caractérisée par I'absence de la phase de cicatrisation (Perronne, 1999).
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Chapitre II Les composés actifs d’origine végétale

Il y’a environ 500.000 plantes sur la terre ; 100.000 d’entre elles, environ, possédent
des propriétés thérapeutiques (Iserin, 2001). Les plantes médicinales contiennent
des centaines, voire des milliers de composés actives qui ont l'avantage d'étre
d'une grande diversité de structure chimique et qui possedent un tres large éventalil
d'activités biologiques (Iserin, 2001) parmi ces molécules on cite :

II.1. Les polyphénols

Selon Lugasi et al. (2003), les polyphénols constituent un des groupes
des composés les plus nombreux et largement distribués chez les végétaux.
lls sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racine, tige, fleure,
pollens, fruits, graines et bois) et ils sont impliqués dans de nombreux processus
physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogenése, la germination
des graines ou la maturation des fruits (Han et al., 2007).

L’élément structural qui caractérise ces meétabolites secondaires est la présence
d’'un noyau benzénique, auquel est lie un ou plusieurs groupements hydroxyles qui
sont libres ou engagés dans une autre fonction (éther, ester, hétéroside)
(Wichtl et Anton, 2003).

Plus de 8000 structures phénoligues sont actuellement connues cette diversité
structurale due a une double origine biosynthétique (celle de I'acide shikimique, celle
issue de l'acétate), encore accrue par la possibilité d’'une participation simultanée
des deux voies dans [I'élaboration de composés dorigine mixte (Martin
et Andriantsitohaina, 2002).

[1.1.1. Classification

Bruneton en 2009 a devisé les polyphénols en plusieurs classes: Les phénols
simples, les acides phénols, les coumarines, les flavonoides, les tanins,

les anthocyanosides, les quinones, les lignines et les lignanes (Tableau ).
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Les composés actifs d’origine végétale

Tableau | : Les différentes classes des composés phénoliques (Bruneton, 2009).

Squelette | Classe Exemple Formule
carboné
C6 Phénols simples Hydroquinone ,
HO—({, ,—OH
" /
C6-C1 Acides Acide p- o
hydroxybenzoiques hydroxybenzoique Ho—(/ \‘—«f
—/ OH
C6-C3 Acides Acide -
. . RGN
hydroxycinnamiques | coumarique TN/ L
OH
coumarines Ombelliféerone /@41
HO 0" To
C6-C3-C6 | Flavonoides Kaempférol .I.«m,»f’”
HO-. Ty e W N
1
Ny Tow
OH \g
anthocyanes Delphinidol cJJH
S OH
"o B a e T
L LT
o oM
OH
(C6-C3), | lignanes Entérodiol OH oW
HO - J . OH
(C6-C3) , | Lignines
(C6-C3- Tanins condenseés Procyanidol

C6) n
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Chapitre II Les composés actifs d’origine végétale

[1.L1.1.1. Les acides phénols

Des composés organiques qui ont au moins une fonction carboxylique
et un hydroxyle phénolique; on trouve dans cette classe les dérivés de l'acide
benzoique C6 —C1 (acide gallique, alcool salicylique...) et les dérivés de I'acide
cinnamique C6-C3 (acide caféique...) (Han et al., 2007 ).

[1.1.1.2. Les flavonoides

lls constituent des pigments responsables des colorations jaune, orange et rouge
de difféerents organes végétaux (Ghedira, 2007), ils ont la structure C6-C3-C6
(Wichtl et Anton, 2003) et comportent trois cycles: cycle A issu de condensation
d’'un triacétate, cycle B issu d’'un acide coumarique et un noyau pyranique qui est
a la base de la classification des flavonoides selon son degré d’oxydation et son état

(ouvert ou recyclé, saturé ou insaturé) (Ghedira, 2007).

[1.1.1.3. Les coumarines

Dérivent des phényles propaniques (C6-C3), ils sont considérés comme des lactones
des acides cinnamiques (Wichtl et Anton, 2003).

[1.1.1.4. Les tanins

Comportent deux classes:

v' Les tanins condensés
Sont des polymeéres d'unités flavonoides reliées par des liaisons fortes
carbone-carbone, ces liaisons ne sont pas hydrolysables (Hopkins, 2003).

v' Les tanins hydrolysables
Leur structure de base est constituée d’'un glucide, habituellement un glucose,
dont un radical hydroxyle forme une liaison ester avec l'acide gallique
(Hopkins, 2003).
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H 0

e

b OH
X ;
O. .
= XX
CH
OH

Tanin condensé (Yokozawa et al., 1998) | Tanin hydrolysable (Okuda, 2005)

Figure 7 : Structure des tanins (Yokozawa, 1998; Okuda, 2005).
[1.1.1.5. Les quinones

Substances issues d’oxydation des phénols, ils se caractérisent par le motif
1,4-dicétocyclohexa-2,5-diénique (para quinone) ou bien par le motif
1,2-dicytocyclohexa-3,5-diénique (ortho quinone) (figure 9) (Lumb et al, 2008).

0 O
O
0
Para quinone Ortho quinone

Figure 8 : Structures de base des quinones (Lumb et al, 2008).
Il.2. Les terpenes et les huiles essentielles

v' Les terpénes: sont des métabolites secondaires, formés par I'assemblage
d'unités  pentacarbonées ramifiees dérives du 2-méthylbutadiene,
lIs constituent le plus grand groupe de produits naturels et comportant au
moins 30.000 composés. Leur classification est basée sur le nombre

des carbones, on trouve : les monoterpéenes (C10), les sesquiterpenes (C15),
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Chapitre II Les composés actifs d’origine végétale

les diterpeénes (C20), les triterpénes (C30) et les tetratepénes (C40)
(Bruneton, 2009 ; Degenhardt et al., 2009)

v' Les huiles essentielles: sont des produits qui renferment le principe volatil,
elles peuvent étre des monoterpénes, des sesquiterpénes, des composés
issus de la dégradation d'acides gras ou des composés issus
de la dégradation des terpénes (Millet, 2010).

[1.3. Les alcaloides

Ce sont des métabolites secondaires contenant I'azote qui leur confére un caractere
basique (Hichter, 1993); leur fonction amine est généralement incluse dans
un hétérocycle, mais dans certains cas, elle peut étre présente dans une chaine
aliphatigue ou remplacée par un ammonium quaternaire ou par un amide
(Wichtl et Anton, 2003).

Ces composés sont issus généralement de la métabolisation des acides aminés,
de terpénes ou de peptides..., et se devisent en trois grandes classes : les vrais
alcaloides qui dérivent des acides aminés et qui ont un systeme hétérocyclique,
les pseudo-alcaloides qui dérivent généralement des terpénes et les proto-alcaloides

gui ne disposent pas de systemes hétérocycliques (Wichtl et Anton, 2003).
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Chapitre I Activité anti-inflammatoire

L'inflammation est considérée comme facteur de cause ou de conséquence
de plusieurs eétats pathologiques comme les maladies cardiovasculaires
(Mariotti, 2011), les cancers (Sakat et al., 2010) ou les maladies neuro-dégénératives
(Zhang et al., 2010). Ainsi plusieurs recherches se sont intéressées au

développement des substances anti-inflammatoires.
lll.1. Les anti-inflammatoires synthétiques

l11.1.1. Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou les glucocorticoides (GC)

Ces stéroides sont des analogues ou des précurseurs de la cortisone, naturellement
sécrétée par les glandes surrénales (Muster, 2005), agissant selon plusieurs
mécanismes :

v lls inhibent la synthése de nombreuses protéines pro-inflammatoires
(cytokines, chimiokines, molécules d’adhésion, cyclo-oxygénase de type 2,
NO-synthase) : les GC se fixent sur leurs récepteurs (GCR) et forment
un complexe GC-GCR; ce dernier bloque la transcription des genes codant
pour les protéines pro-inflammatoires en inhibant la fixation des facteurs
de transcription (NF-kB, AP-1), ou bien en inhibant [Iactivité des enzymes
d’acétylation des histones (HAT) et en activant les enzymes de déacétylation
des histones (HDAC) (figure 9) (Devillier, 2005).

v lIs inhibent aussi I'activité de la phospholipase réduisant ainsi la production
de l'acide arachidonique et, en conséguence la synthése des prostanoides

et celle des leucotriénes (Figure 10) (Timour, 2008).
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@@ Inflammation
*

Stimuli inflammatoires

Protéines

W Acétylation des histones

Figure 9 : Mécanisme anti-inflammatoire des corticoides (Devillier, 2004).
[1.1.2. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Sont parmi les médicaments les plus utilisés dans le monde en raison de leurs
propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiqgues et antalgiques (Jouzeau et al., 2004);
ils sont des acides faibles lipophiles et regroupent des molécules ayant, malgré
une hétérogénéité structurale, un méme mode d’action (Vaubourdolle, 2007).

Les AINS inhibent la production des prostanoides primaires en bloquant I'accés
de l'acide arachidonique au site actif de la cyclo-oxygénase (Blain et al.,
2000; Chiolero, 2000; Jouzeau et al., 2004) (Figure 10).

La découverte de deux iso-enzymes (COX-1, COX-2) a permis d’améliorer la classe
des AINS et de synthétiser des inhibiteurs sélectifs de la COX-2 nommeés coxibs
possédant une activité anti-inflammatoire plus élevée que celle montrée par AINS

classiques qui inhibent aussi la COX-1 (Naveau, 2004).
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| ~
rCytokines pro-inflammatoires |

A

Acide arachidonique /f
S

-

- —

7 coX-1
\_constitutionnelle /

‘i' AINS classiques » ‘—' Coxibs
A

Corticoldes,

Inhibiteurs NF-xB

Production basale Production stimulée
d’eicosanoides d’'eicosanoides
Physiologie +++ Physiologie ++
Pathologie + Pathologie +++

Figure 10: Mécanisme d’action des AINS (Jouzeau et al., 2004).

Ces deux principales classes des anti-inflammatoires sont contre indiquées et elles
nécessitent des précautions d’emploi dans plusieurs cas: tous états infectieux,
anémie, diabéte, insuffisance rénale... (Muster, 2005).

Les AINS peuvent provoquer des problemes cardiovasculaires, rénaux
et gastro-intestinaux (Wirth, 2006). L'utilisation prolongée des corticoides provoque
une insuffisance corticosurenalienne et une hyperlipidemie (Timour, 2008).

Le but des recherches actuelles est de substituer ces traitements chimiques dont
les effets sont lourds pour les patients par des traitements présentant la méme
efficacité et mieux tolérer par le corps. L'un des remedes naturels sont

les substances d’origine végétale.
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[1.2. Mécanismes d’action des anti-inflammatoires d’origine

végétale

La plante médicinale présente la source principale des médicaments dans les pays
en voie de développement, d'aprés I'Organisation mondiale de la santé (OMS),
la médecine traditionnelle couvre les besoins en soins de santé primaires de 80 %

de la population de ces pays (Bousta et Ennabili, 2011).

Ces remédes naturels peuvent s’avérer dans de nombreux cas plus économiques,

plus efficaces et plus sirs que des médicaments (Bousta et Ennabili, 2011).
[11.2.1.Composés phénoliques
[11.2.1.1. Phénols simples

Le catéchol et le phlorogucinol appartenant a cette classe (Bruneton, 2009),

sont deux molécules anti-inflammatoires dont le mécanisme a été déterminé.

v Le catéchol: empéche I'activité de NO dans les cellules microgliales induites
par les LPS et inhibe I'expression de la INOS et du TNF-a en agissant selon
différent mécanismes :

- inhibe la translocation nucléaire de la sous unité (p65) du facteur nucléaire
NF-kB.

- inhibe la phosphorylation et la dégradation du kB et la phosphorylation de p38
MAPS ce qui provoque l'inactivation de NF-kB (figure 11) (Zheng et al., 2008).
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LPS
Catechols Catechols
P38 MAPK
/!
hBINFxB g
ROS,
INOSNTINF -, et inflammatory cytokines
-
NO
Nucleus ] l
Catechols
Activated microglia Cell death

Figure 11 : Mécanisme d’action anti-inflammatoire de catéchol (Zheng et al., 2008).

v Les dérivés de phlorogucinol (3-geranyl-1-(2 methylpropanoyl) phloroglucinol
(figure 13) et le 3-geranyl-1-(2-methylbutanoyl) phloroglucinol) sont extraits
a partir d’Hypericum empetrifolium ; ils inhibent l'activité de la COX-1
et la COX-2, et de la 5-LOX (Crockett et al., 2008).

OH CHy CHy
OH
OH 7 7 Non
OH
HO OH
HO OH HaC 0
CH3
Catéechol (Zheng | Phloroglucinol 3-geranyl-1-1-(2’-methanbutanoyl)
et al., 2008) (Bruneton, 2009) | phloglucinol (Crockett et al., 2008)

Figure 12: Structure de catéchol et de dérivé de phlorogucinol.
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[11.2.1.2. Les acides phénols

Plusieurs substances appartiennent

a cette classe présentent

des effets

anti-inflammatoires et agissants selon différents mécanismes.

Tableau Il : quelques acides phénols a effet anti-inflammatoire

Principe
actif

Structure chimique

Plante

Effet anti-inflammatoire

Salicine

CH, OH

:

OGlu

Salix sp

Sont a l'origine de la synthése
de [laspirine (acide acétyle
salicylique) (Lévesque, 2000) ;
elles inhibent la COX dans les
mastocytes activées (Goetz |,
2011a)

Resveratrol

OH

Vitis vinifera

agit sur les cellules microgli
ales induites par les LPS
selon trois mécanismes anti-
inflammatoires :

-inhibition de I'activité d’'ERO
-suppression de la voie de
transduction de signal par MAPK
-activation de Sirtl qui supprime
lactivation de la voie de Ila
signalisation de NF-kB (figure 13)
(Zhang et al., 2010).

Curcumine

0CH,

Curcurma

Empéche la phosphorylation et la
dégradation d’'IKB (Bisht et al.,
2009).

Arzanol

Helichrysum
italicum

Inhibition de l'activité de la LOX-5
et de la COX (Bauer et al., 2010).
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Resveratrol —_— Sirt1

NO

PGE,

TNFa
IL-1p

Resveratrol

Figure 13: Mécanisme d’action de Resveratrol (Zhang et al., 2010).

[11.2.1.3. Flavonoides

Il existe plusieurs composés de cette classe possédant des effets anti-inflammatoires

parmi :

v" Quercetine et Kaempferol (figure 14) : ils réduisent la production de la COX-2

et la INOS par la suppression du signal NF-kB ou AP-1 dans les macrophages

induites par les LPS ou par les cytokines (Bisht et al., 2009).
v' 4’-hydroxychalcone (figure 14): Il inhibe [lactivation du NF-kB
par le TNF-a en agissant au niveau de plusieurs étapes :
A- Inhibition de récepteur de TNF-a (TNFR1)
B- Inhibition du complexe de signalisation primaire (TRAF2, TAK1)

induite

C- Inhibition de la dégradation de IKB et de la translocation nucléaire

des hétérodimeres p50/p65 (Figure 15) (Orlikova et al., 2011).
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Quercetin  (Bisht et al., | Kaempferol (Bisht et al., | 4'-hydroxychalcone
2009). 2009). (Orlikova et al., 2011).

Figure 14: Structure de base de Quercetin, Kaempferol et de 4'-hydroxychalcone.
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v' Apigenine et luteotin inhibent I'activité transcriptionelle du NF-kB induite par
TNF-a en agissant sur la protéine de fusion NF-kB-p65 (Figure 16)
(Funakoshi-Tago et al., 2011).

IKK "
actiavtion O
i
[} ]
1 Apigenin

8 e N

NF-xB

Transactivation Inflammatory
mediators

Figure 16: Mécanisme anti-inflammatoire d’Apigenine, luteotin et fisetin
(Funakoshi-Tago et al., 2011).

l11.1.2.3. Les coumarines
v' Le3-(1'-1'-dimethyl-allyl)-6- hydroxy-7 methoxy-coumarine (figurel7) isolé
a partir de Ruta graveolens inhibe I'expression des genes de la iNOS,
la COX-2 et les cytokines pro-inflammatoires (TNF-a et IL-1B8) dans
les macrophages induites par LPS, par linhibition de la dégradation d’lkB
(Raghav et al., 2007).

HO

O

Figure 17: Structure de la 3-(1’-1'-dimethyl-allyl)-6- hydroxy-7 methoxy
coumarine (Raghav et al., 2007).
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l11.1.2.4. Tanins

lls se lient avec les protéines par des liaisons réversibles et forment une couche
moins hydrophile de cette fagon les tanins imperméabilisent les couches les plus
externes de la peau et des muqueuses ainsi ils sont principalement utilisés dans
les traitements des blessures internes et externes (Bruneton, 2009).

lls inhibent 'enzyme pro-inflammatoire la 5-LOX (Okuda, 2005).

L’'acide tannique qui est issu de tanin hydrolysable protége les cellules épithéliales
de la rétine (RPE) en absorbant les radiations ultraviolets B (UVB) (Chou et al.,
2011).Les UVB induisent I'activation du signal IL-6/STAT3 qui active le CFB (facteur

stimulant l'inflammation) (Chou et al., 2011).

L'acide tannique empéche la production d’IL-6, la phosphorylation de STAT3
et ainsi I'expression de CFB, donc l'inflammation des RPE provoquée par UVB peut
étre réprimée par la voie IL-6/STAT3/CFB (figure 18) (Chou et al., 2011).

UVB
radiation

Tannic acid "'--:\ ;

IL-6 7/
3

JAKZ ﬁ Cascade

4

STAT3 /1

3
CFB /!

.....-..--..-.............t-..--........-..----....--.

Stimulus

| RPEcells | Effect
| inflammation |

Figure 18 : Mécanisme d’action de l'acide tannique sur une inflammation causée
par des UVB (Chou et al., 2011).
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[11.2.2. Mécanisme d’action de composeés terpéniques

Tableau Il : quelgues composés actifs terpéniques a effet anti-inflammatoire

harpagoside Monoterpene. Harpagophytum Inhibe I'expression de la COX-
procumbens 2, iINOS et de TNF-a par la
répression du NF-kB stimulé
par les LPS (Goetz, 2011a)

Cucurbitacin | Triterpene Citrullus lanatus inhibe la COX1 et plus
E spécifiguement la COX2
(Abdelwahab et al., 2011)

Aescine Triterpéne Aesculus Induit 'augmentation du tonus
hippocastanum veineux et artériel, diminue
'adhésion des neutrophiles a
'endothélium (Goetz, 2011b).

a -humulene Huiles Cordia verbenacea inhibe la synthése de TNF-q,
essentielles et de I'lL-1B, réduit
Sesquiterpénes 'expression de la COX-2 et

INOS (Fernandes et al., 2007).

trans- Huiles Cordia verbenacea empéche la synthése de TNF-
caryophyllene | essentielles o réduit l'expression de la
Sesquiterpenes COX-2 et de INOS (Fernandes

et al., 2007).

[11.2.3. Alcaloides

Parmi les molécules qui appartiennent a cette classe et qui possédent un effet
anti-inflammatoire :

v Le rhynchophylline et I'isorhynchophylline (figure 19)
Ce sont deux isomeéres extraits a partir de la plante Uncaria rhynchophilla,
ils inhibent la synthése du NO, IL-2B, TNF-a dans les cellules microgliales induites
par les LPS par la répression, de I'expression de iNOS et du NF-kB, phosphorylation
de P38 MAPKs et la dégradation de IKB (Yuan et al., 2009).

26



Chapitre Il Activité anti-inflammatoire

v Brucine et brucine N-oxyde (figure 19)

lls sont extraits a partir des graines de noix-nux-vomica, ils ont une activité

anti-inflammatoire et analgésique a travers I'inhibition de la COX et par la réduction
de synthése de la sérotonine (Yin et al., 2003).

I
OCH, OCH;

rhynchophylline (Yuan et al., 2009) Isorhynchophylline (Yuan et al., 2009)

L
I

Brucine (Yin et al., 2003)

brucine N-oxyde (Yin et al., 2003)

Figure 19: Structure de basederhynchophylline,

l'isorhynchophylline, Brucine
et de brucine N-oxyde.
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Matériels et méthodes

[.1.Matériel

I.1.1.Matériel végétal

Dans le but d'évaluer lactivité anti-inflammatoire des composés actifs extraits
de plantes, nous avons sélectionné deux plantes ['Orme champétre
(Ulmus campestris) et le peuplier noir (Populus nigra). Le choix n’était pas arbitraire
mais on s’est basé sur l'utilisation de ces plantes en médecine traditionnelle pour

le traitement des maladies a caractéres inflammatoires.

[.1.1.2. Description des plantes
[.1.1.2.1.Ulmus campestris
v Description botanique

Arbre atteignant 20 a 25m de hauteur a, cime bien fournie, tronc trés rugueux,
feuilles alternés, ovales-lancéolés de 7cm de long sur 3cm de large, dissymétrique,
brievement acuminées, doublement dentées, lisses ou scabreuses sur la face
supérieure. Fleurs petites rougeatres, presque sessiles, en fascicules latéraux
multiflores. Les fruits sont des akénes ailés (samares) a aile circulaire plane,
entourant complétement la graine; son époque de floraison est entre Mars et Auvril
(Beloued, 1998) (figure 20).

Ecorce

Figure 20: Ulmus campestris.

v Distribution géographique

U. campestris est répondu au bord des cours deau et des vallées fraiches
(Schauenberg et al., 2006). Elle se trouve en Europe du sud et centrale, Asie
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du sud-ouest, Afrique du nord-ouest et elle est planté comme arbre des routes
(Hensel, 2008).

v Classification : (Beloued,1998).

Regne plantae

Ordre Urticales

Famille Ulmacées

Genre Ulmus

Espéce Ulmus campestris

Principes actifs

L’écorce de I'orme et ses feuilles sont riches en tanins et en mucilages (Debuigne et
Couplan, 2009).

v' Propriétés thérapeutiques

L'écorce intérieure de I'orme ou bien la seconde écorce et ses feuilles possedent
des propriétés diurétiqgues et émollientes et elles sont utilisées contre la diarrhée,
rhumatisme, les maladies de la peau et les inflammations de cavité buccale
et du larynx (Beloued, 1998).

[.1.1.2.2. Populus nigra
v' Description botanique

Arbre (figure 21) atteint 25m de hauteur, son tronc présente une écorce crevassée;
ses larges feuilles, presque triangulaires, sont luisantes sur leur deux faces;
ces bourgeons se couvrent d'une substance résineux jaune qui dégage un profond
parfum balsamique; c’est une espéce a fleurs disposées en chatons qui sont
de couleur rougeatre pour les males et verte pour les femelles, ces dernieres
donnent des graines munies d’'un duvet cotonneux (Muller et al., 2002; Debuigne
et Couplan, 2009).
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Bourgeons Plante

Figure 21: Populus nigra.
v Classification (Beloued,1998).

Regne Plantae
Ordre Salicales
Famille Salicacées
Genre Populus
Espéce Populus nigra

v" Principes actifs

Les feuilles contiennent de la salicine (environ 2,4 %), salicortine, saliréposide
et des dérivés benzoate comme la populine (salicine-6-benzoate), la trémuloidine
(sali-cine-2-benzoate) et trémulacine (salicortine-2-benzoate). Les bourgeons
contiennent des acides phénoliques et des flavonoides. Leurs acides caféique
et p-coumarinique ont d'importantes propriétés antioxydants (Goetz, 2011a).

v' Propriétés thérapeutiques

Populus ou Peupliers ont des propriétés antirhumatismales et anti-inflammatoires, un
effet antiseptique et astringent (Beloued, 2008).
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I.1.2.Matériels animal et conditions d’élevage

Pour évaluer l'activité anti-inflammatoire, in vivo des extraits de plantes, nous avons
utilisé des souris albinos males et femelles, d'un poids qui varie entre (25-30) g avec

une moyenne d’age (6 + 2) semaines.

Ces animaux proviennent des centres d'élevage de [linstitut Pasteur d'Alger
et I'expérimentation a été réalisée au niveau de laboratoire d’expérimentation

animale de l'université de Bejaia.

Pour respecter leur cycle biologique, les animaux ont été mis sous des conditions
de température ambiante de (23-25) °C et d’humidité de (60-70)%. La salle est
soumise a un éclairage artificiel de 12 heures et d'obscurité de 12 h. Les souris ont

été nourries a volonté avec I'aliment a bouchon et I'eau de robinet.

Figure 22 : Cage de la souris.

I.1.3.Réactifs et Appareillage

Solution de carragénine a 0,5 % dans du sérum physiologique.
Le diclofénac sodique comme anti-inflammatoire de référence.

v
v
v' Sonde intra-gastrique
v

Le micrométre digital est 'appareil de mesure.
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Carragénine Extraits de P. nigra Micrometre digital

et d’U. campestris

Figure 23 : Les réactifs et I'appareillage

|.2.Méthode

[.2.1.Préparation des extraits

v' Larécolte
Les bourgeons du Peuplier noire et les écorces d’'Orme champétre ont été récoltés
et échantillonnés en mars et septembre, respectivement dans la forét d’AzrunBechar
a Amizour situé a I'est de Bejaia.

v' Le Séchage

Les bourgeons de Populus nigra et les écorces d’UImus campestris ont été séchés
a I'étuve (37°C) afin d’éliminer toute trace d’humidité.

v' Le Broyage

A l'aide d'un broyeur électrique, les bourgeons de Populus nigra et les écorces
Ulmus campestris ont été broyeés, afin d’obtenir une poudre fine.

v Tamisage

La poudre obtenue a été tamisée pour récupérer une poudre trés fine afin d’optimiser
I'extraction (63um). La poudre a été préservée dans des flacons en verre fermés
et stockés a I'abri de la lumiére.
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v’ Extraction

C’est une extraction sélective avec plusieurs solvants selon le Protocol de Chiang
et ses collaborateurs, avec quelques modifications (figure 24) :

1. 600g de poudre de Populus nigra et d’UImus campestris ont été maceéres
dans de [I'éthanol avec un rapport de 1:6 (P/V) et 1:4 (P/V)
respectivement.

2. Le mélange a été laissé sous agitation pendant 24h aprés décantation
le surnagent a été centrifugé puis séché a l'air libre et a une température
ambiante.

3. L’extrait éthanolique obtenu a été remis dans un mélange eau/acétate
d’éthyle avec un rapport de 1:3 (V/V).

4. Aprés séparation et séchage, la phase organique d’acétate d’éthyle subit
une autre extraction avec un mélange chloroforme /eau 1:3 (V/V)
(Chiang et al., 1994).

Ecorce Ulinus miner Bourgeon Populus nigra

\ /

Séchage
Brovage
Tamisage

Poudre fine

Ethanol
r

Extrait Ethanolique

Ethyle
acétate/Eau
Extrait d'éthyle acétate Extrait aguenx d 'éthyle
acétate
Chloroforme/Eau
Extrait Extrait agueux
chleraforme chloreforme

Figure 24 : Les étapes d’extraction (Chiang et al., 1994).
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En se basant sur les résultats des études in vitro déja réalisés au niveau
du laboratoire de Biochimie Appliguée, nous avons choisi I'extrait aqueux
chloroforme de P. nigra et aqueux de l'acétate d'éthyle d'U. campestris, pour

I'’évaluation leur activité anti-inflammatoire sur un modeéle animal.

|.2.2.Etude de I'activité anti-inflammatoire

[.2.2.1.Le principe

Pour mettre en évidence l'activité anti inflammatoire des extrais de Populus nigra
et d’'Ulmus campestris un modeéle expérimental d'inflammation aigue de la patte
de la souris, induite par la carragénine a été sélectionné.

Ce test consiste en une injection de l'agent phlogistique au niveau de la patte
de la souris. L’inflammation causée sera diminuée en présence de l'extrait ayant

une activité anti-inflammatoire.

1.2.2.2 .Evaluation de I'activité anti inflammatoire des extraits de plantes

La technique utilisée est inspirée de la méthode décrite par (Winter et al., 1963 in
Sonogo et al., 2006; Okokon et al., 2006). Des cedémes au niveau des pattes
de souris sont induits aprés injection sub-plantaires (intra-articulaire) d’'une solution
de carragénine sur la patte arriere gauche (figure 25), une heure apres

'administration de la solution test par voie intra-gastrique (figure 25).

Les animaux utilisés sont privés de nourriture pendant les 12 heures précédant
I'expérience et privés d'eau pendant la période expérimentale.
Un effectif de 36 souris a été réparti en 04 lots (10 souris par lot, 06 souris pour

le diclofenac) comme suit :

- Le groupe témoin : recoit une solution de NaCl (0,9%) (10ml/Kg) de Ila solution
préparé a été administrée par voie intra-gastrique 1h avant l'injection de la

carragenine.

- Le groupe contréle: recoit un anti-inflammatoire de référence (diclofénac) a 50
mg/Kg, dissous dans du NaCl (0,9%). Une solution de (10ml/Kg) a été administrée

par voie intra-gastrique 1heure avant I'injection de la carragénine.
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- Les deux groupes tests : un recoit I'extrait de Populus nigra et l'autre recoit celui
d’'Ulmus campestris) 200 mg/Kg dissous dans du NaCl (0,9%). Une solution
(10ml/Kg) a été administrée de la méme facon que [lanti-inflammatoire

de référence.

Administration intra-gastrique de Injection de la carragénine
I'extrait et du standard

Figure 25: Représentative de I'administration intra-gastrique et de l'injection.

L'cedéme est évalué par la mesure du diametre (mm) de la patte dans l'axe dorsal-
plantaire par le micrométre digital avant et a des intervalles d’'une heure, pendant 5

heures et 24 heures aprés injection de la carragénine.
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Patte avant
l'injection

Patte apres I'injection

Mesure du diameétre de
patte

la

Figure 26: Présente la patte avant et aprés l'injection et la méthode de mesure.

L’activité anti-inflammatoire est évaluée par la détermination du pourcentage

d’augmentation de I'cedeme, en présence du standard et de l'extrait des deux

plantes sélectionnées relativement au contrdle. Selon la formule suivante :

% oedéme = [(Dn - Do) / Do] x 100

(Do : diamétre moyen mesuré avant l'injection de la carragénine).

(Dn: diametre moyen mesuré aux heures de relevé n=l a 5 heures aprés

I'injection de la carragénine).

L'activité anti-inflammatoire des produits testés est estimée par la détermination des

pourcentages d'inhibition de I'cedéme, calculé suivant la formule :

%d'inhibition = [(Dn - Do) témoins-(Dn - Do) traité] / (Dn - Do) témoins X 100

I.2.3 Analyse des résultats

Les résultats des tests ont été exprimés en moyenne+xSEM. En utilisant le logiciel

Statistica, les moyennes ont été comparées par I'analyse de la variance (ANOVA).

Une différence significative est représentée par un p < 0,05.
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Résultats et discussions

[1.1.Résultats

L'étude de I'activité anti inflammatoire de P. nigra et d’'U. campestris a été réalisée
sur un modéle animal en provoquant une inflammation aigue, au niveau de la patte

de la souris, par injection de la carragénine.

L’évaluation est basée sur la mesure du diamétre de la patte avant et apres injection
de la carragénine, chaque heure, pendant cinq heures et a 24h. Les résultats

obtenus sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau IV: Le diameétre de la patte mesurée en fonction du temps chez les lots,
témoin et traitées par le diclofénac et les deux extraits des plantes P. nigra

et U. campestris.

Lots AV INJ 1h 2h 3h 4h 5h 24h
Témoin

10ml/Kg 2,33+0,02 |3,26+0,06 |3,53+0,08 |3,84+0,15 |3,884+0,08 |3,86+0,07 |3,58+0,12
P. nigra

200mg/Kg 2,344+0,03 |2,86+0,06 |2,86+0,08 |2,85+0,34 |3,51+0,10 |3,50+0,12 |3,18+0,13
U. campestris

200mg/Kg 2,3340,01 |3,00+0,10 |2,99+4+0,11 |3,34+0,14 |3,544+0,12 |3,594+0,10 |3,29+0,15
Diclofénac

50mg/Kg 2,3440,01 |2,96+0,03 |2,90+0,04 |2,974+0,09 |3,07+0,11 |3,13+0,14 |3,14+0,09

1-Les valeurs sont la moyenne+ SEM, test LSD ou comparaison planifié, (n=10).
2- P<0.05 différence significativement par rapport au témoin

L’injection de la carragénine a provoqué une augmentation du diametre des pattes
en fonction du temps chez les quatre groupes expérimentaux, cette augmentation
étant plus importante chez le groupe témoin, avec un maximum de 3,84+0,15mm
a partir troisieme heure, en comparant aux groupes traités par le diclofénac, I'extrait

aqueux chloroforme de P. nigra et I'extrait aqueux d’acétate d’éthyle d’'U. campestris.

On a également enregistré que le diametre des pattes a diminué chez tous les lots
apres 24 heures d’injection de la carragénine, sans atteindre le diamétre initial.

Les diametres mesurés nous ont permis de calculer le pourcentage d’augmentation

de I',edéme en fonction du temps au niveau des quatre lots (figure 27).
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Figure 27 : Pourcentage d’augmentation de I'cedéme chez le lot, témoin, standard

et les lots traités par les extraits de Populus nigra et UImus campestris.

L’évolution de I'cedeme est significativement plus importante chez le groupe témoin
par rapport aux autres groupes, et atteint un pic caractéristique d’'une inflammation
aigue aux environs de 4 heures aprés injection de la carragénine (66.18+4,05%).
L'cedéeme a été significativement diminué a 28,72+4,67, 22,3+7,30 et 24,27+2,34
chez les groupes traités par l'extrait d'U. campestris, lI'extrait de P. nigra
et le diclofénac respectivement. Aucune différence significative n'a été enregistrée
entre les trois groupes expérimentaux jusqu'a la troisieme heure, alors que
des différences significatives (P<0.05) ont été notées a partir de la quatrieme heure

entre les groupes traités par les extraits et le groupe contrdle positif.
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Figure 28: Pourcentage d'inhibition de oedéme chez les souris traitées
par le diclofénac et par les deux extraits des plantes: Populus nigra et Ulmus

campestris.

Les résultats ont révélé que I'extrait aqueux chloroforme de Populus nigra
a efficacement inhibé la formation de I'cedeme 39,71+7,71% des la premiére heure
aprés injection de la carragénine et deux heures aprés son administration
intra-gastrique. L’effet inhibiteur maximal est apparu a la deuxieme heure
d’expérimentation avec un pourcentage d’inhibition de 54,70+7,30 %. L’extrait
aqueux d'acétate d’éthyle d’U. campestris a inhibé la formation de I'cedéme
a la deuxieme heure 44,66+7,15%, on a aussi remarqué que cet effet inhibiteur

a diminué dans les heures qui suivaient.

L’Administration préventive du diclofénac a significativement inhibé I'cedéme pendant
la durée de [I'expérimentation avec une plus grande efficacité 55,55+7,24%

au environ de la troisieme heure aprées injection de la carragénine.
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[1.2.Discussion

Il a été rapporté que I'extraction des composés phénoliques a partir du matériel de la
plante est influencée par leur nature chimique, la méthode d’extraction utilisée,
la taille des particules de I'échantillon, le temps et les conditions de stockage aussi

bien que la présence d’autres substances (Chavan et al., 2000; Goli et al., 2004).

Ainsi Les deux parties de plantes étudiée ont été séchés dans des conditions
de température et de [I'obscurité qui permettent une bonne conservation

des composeés actifs.

Pour extraire le maximum de composés nous avons utilisé une poudre tres fine
d’'un diametre inférieur ou égal a 63um et cela pour augmenter la surface d’échange

entre le solvant et le matériel solide (la poudre).

La méthode d’extraction utilisée permet de séparer et de sélectionner les composés
actifs dans les différentes phases. L'éthanol est utilisé dans la premiere étape, est
un excellant solvant permettant I'extraction des polyphénols et posséde une faible

toxicité comparé au méthanol (Cowan, 1999).

L’ cedeme plantaire a la carragénine est un protocole expérimental tres utilisé
pour I'étude du modele dinflammation aigie ( Winter et al.,, 1962 in Lattanzio
et al, 2011; Kaith et al.,1996; Loro et al., 1999; Arunachalam et al., 2002;
Chattopadhyay et al., 2002; Ismaili et al., 2004; Perazzo et al., 2005; Lu et al., 2007,
Owoyele et al., 2009; Su et al., 2012).

La carragénine est l'agent phlogistique sélectionné pour cette étude (Mujumdar
et Misar, 2004) le choix de la carragénine est di au fait qu’elle n’est pas antigénique
et ne cause pas des effets systémiques (Kaushik et al., 2011). La technique
de 'cedéme plantaire a la carragénine a été utilisée en raison de sa simplicité
d'exécution, de la rapidité d'apparition des effets (Yonathan et al., 2006) et aussi en

raison de sa reproductibilité (Kale et al.,2007).

Plusieurs études sur la physiologie de I'oedéme ont montré qu’aprés injection
de la carragénine, une progression du développement d'cedeme qui atteint un niveau
maximal autour de 3 h était suivi par une période de stabilité et I'inflammation dure
jusqu’a 24 a 96 heures (Kaith et al.,1996; Loro et al., 1999; Mujumdar et Misar, 2004;
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Perazzo et al.,2005; Kale et al.,2007; Amouzoum et al., 2008). Nos résultats sont
en accord avec les études antérieures, car chez le groupe témoin, l'injection
intra-articulaire de la carragénine a fait apparaitre un cedeme qui augmente
en fonction du temps et atteint un pourcentage d’augmentation maximal
(66,18+4,05%) apres 4 heures et une stabilité apres 5Sheures. 24 heures aprés
injection de la carragénine nous avons remarqué une régression significative

de I',edeme (53.11+6,20 %) qui tend a disparaitre.

En utilisant les antagonistes des divers médiateurs d'inflammation, Ratnasooriya
(2005) a montré que la réponse inflammatoire a la carragénine consiste en trois
phases : phase initiale (1-2 h) caractérisée par la libération des histamines
et des sérotonines qui interviennent dans la vasodilatation des vaisseaux,
la transsudation plasmatique et I'cedéme; une seconde phase (2—3 h) qui fait appel
aux kinines plus exactement les bradykinines comme meédiateurs, il augmentent
la perméabilité vasculaire et une troisieme phase (3-6 h) dont le médiateur
est supposé étre la prostaglandine associée a la migration leucocytaire dans la zone
enflammée (Rotteli et al., 2003; Ratnasooriya, 2005).

Dans notre étude nous avons d’abord veérifié la validité de la méthode en testant
le diclofénac [(2,6-dichlorophenyl) amino] phenylacetate, un anti-inflammatoire non

stéroidien trés efficace contre I’cedéme a la carragénine.

Le diclofenac a réduit l'augmentation de l'cedéme des la premiere heure,
de 39,54+2,29% enregistré chez le témoin a 26,90+2,11%. Ce composé a inhibé
'cedéme de facon significative pendant les 5h de mesures et a montré un pic
caractéristique a la troisieme heure avec un pourcentage d’inhibition
de 55,55+7,24%. Ces résultats ont été déja rapporté par d'autres études (Ara et al.,
2010; Talwar et al., 2011; Ananthi et al., 2010) qui ont suggéré que la molécule
de référence agit a la 3°™ phase, en inhibant la libération de la prostaglandine.
Le diclofénac est connu comme un puissant inhibiteur de la COX (Alam et al., 2011).

Dans le but de justifier l'utilisation traditionnelle des extraits de Populus nigra
et Ulmus campestris dans le traitement des maladies a caractére inflammatoire, nous
avons évalué l'activité anti-inflammatoire des extraits des deux plantes sélectionnées
sur un modele animal. Les résultats obtenus ont montré I'efficacité de ces extraits en
comparaison avec le diclofénac sodique.
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L'effet anti-inflammatoire des extraits aqueux, de chloroforme de P. nigra
de et d’'acétate d'éthyle d’U. campestris est apparu dés la premiére heure apres
injection de la carragénine avec un pourcentage d’inhibition maximal obtenu apres
deux heures de 54,70+7,30% et 44,66+7,15%, respectivement. Nos résultats
coincident avec ceux obtenus avec d’autres plantes, qui ont suggéré que les extraits
actifs a 2 heure aprés injection de I'agent phlogistique agissent sur les histamines,
les sérotonines et les kinnines (Adedapo et al., 2008; Karawya et al.,, 2010;
Mequanint et al., 2011; Okokon et al., 2012). Les extraits se sont révelés moins actifs
aprés les trois heures, mais présentent des pourcentages d’inhibition modérés
de 42,03+7,57% et 34,83+5,96% pour I'extrait aqueux de P. nigra et U. campestris
respectivement. Ces résultats peuvent étre expliqués par la présence de certains
composeés dans les extraits qui peuvent agir sur la troisieme phase en réprimant
la synthése des prostaglandines. Karawya et ses collaborateurs (2010) ont suggéré
gue l'extrait de feuilles de P. nigra a inhibé I'cedeme a la carragénine en agissant
sur la COX. La diminution de l'effet inhibiteur des extraits (24,78+5,47% pour I'extrait
de P. nigra et 17,61+4,23% pour I'extrait U. campestris a 5h) aprés les deux heures

peut étre expliquée aussi par le métabolisme de ces derniers.

L'activité anti-inflammatoire des deux plantes peut étre due a leur composition
en métabolites secondaires. En effet P. nigra contient des phénols glycoside tels
gue, salicine et populine (Toiu et al., 2011) qui possedent un effet inhibiteur
de la COX (Agnihotri et al., 2010).

Les acides phénoliques tels que, lacide caféique, acide p-coumarique,
des flavonoides tels que, la quercétine et Iutéolin ont été identifies dans
les bourgeons de P. nigra (Goetz, 2011a) des études in vitro et in vivo ont suggeéré
gue la quercétine (Nair et al., 2006; Comalada et al., 2005) et lutéoline (Lopez-
Lazaro, 2009) réduisent l'inflammation en empéchant, la synthése et la libération
de médiateurs inflammatoires par l'inhibition de I'activité du Nf-KB (Comalada et al.,
2000; Lopez-Lazaro, 2009), et inhibent ainsi I'expression de la phospholipase A2 et
de la COX (Orhan et al., 2007).

Plusieurs espéces d’Ulmus ont été étudiées, il a été montré que les extraits d’'UImus
davidiana et Ulmus macrocarpa contiennent des flavonoides comme la catéchine

et ses dérivés (Jung et al., 2010). Ces composés inhibent, la peroxydation lipidique,
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chélate leFe?* et inhibent I'expression de iINOS et COX-2 (Lee et al., 2007; Kwon,
2011). La quercétine et le kaempferol ont été isolés a partir d’UImus pinnato-ramosa

(Chumbalov, 1974); ces deux substances ont un effet anti-inflammatoire.

Les flavonoides a travers leur groupements hydroxyles (C3-OH) fortement réactifs
possedent une activité antioxydant et une capacité de piéger les radicaux libres en
particulier O,, OH, NO (Ghedira, 2005). La production des espéces réactives
d'oxygéne, le monoxyde d'azote et le peroxynitrite par les neutrophiles pendant
l'inflammation induite par la carragénine a aussi été déterminée (Pasquier, 1995)
et un certain nombre d'inhibiteurs spécifiques possédant une utilisation clinique
potentielle ont été identifiés. L’activité anti-inflammatoire enregistrée au niveau
des extraits testés peut en partie due a la présence de composés actifs possédant

des activités anti-radicalaires.
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Conclusion

Récemment, le modéle d'cedéme de la patte chez la souris induit par un agent
phlogistique est devenu un prototype de modeles de douleur inflammatoire localisée

permettant la détermination des substances a activité anti-inflammatoire.

L’administration intra-gastrique des extraits aqueux de P. nigra et U. campestris
a une dose de 200 mg/Kg a montré un effet inhibiteur significatif de I'inflammation
locale induite par la carragénine, au niveau de la patte de la souris en agissant
sur les différentes phases de linflammation. L’activitté maximale est observée
a la deuxieme heure avec des pourcentages dinhibition de  54,70+7,30%
et 44,66+7,15% pour I'extrait aqueux chloroforme de P. nigra et aqueux d’acétate
d’éthyle d’U. campestris respectivement. L’administration préventive du diclofénac,
un anti-inflammatoire non stéroidien, a significativement inhibé I'cedéme pendant
toutes les heures de I'expérimentation avec une plus grande efficacité 55,55+7,24%
au environ de la troisieme heure apres injection sub-plantaire de [I'agent

pro-inflammatoire utilisé.

Les résultats obtenus nous ont permis de suggérer que les extraits testés
contiennent des molécules qui peuvent agir sur la synthése des histamines,
des sérotonines et des kinines, aussi leur mode d’action sur la synthése

des prostaglandines ne doit pas étre négligé.
Pour élucider le mécanisme d’action des composés actifs présents dans nos extraits:

Aprés les meures finales, les animaux ont été sacrifiés et les pattes ont été
récupérées en coupant au niveau du tibio-tarsal. Ces dernieres ont été conservées
a -80°C et seront utilisées pour une large variété d'essais lies a la réponse
inflammatoire. Le tissu de la patte peut étre examiné par immunohistochemie ou par
hybridation in situ pour la localisation cellulaire et la quantification de protéines
spécifigues comme les facteurs de croissance, des cytokines, ou pour la mesure de
prostaglandine E, et l'activité d'élastase et de cyclooxygenase. Le liquide d'oedéme
peut aussi étre récupére par centrifugation de pattes entiéres et la mesure directe de

molécules spécifiques.

L’identification des composés responsables de l'activité testée serait a envisager
dans le but d’une application pharmaceutique.
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Résumé

Ulmus campestris et Populus nigra sont deux plantes trés utilisées pour le traitement de
diverses pathologies en médecine ftraditionnelle. Dans cette étude, [lactivité anti-
inflammatoire des extraits aqueux des bourgeons de P. nigra et d’écorce d’'U. campestris ont
été évalués en utilisant un modéle d’'inflammation aigue induit par la carragénine chez la
souris. L'administration intra-gastrique des ces extraits a une dose de 200 mg/kg, a montré
une activité anti-inflammatoire significative. L'effet maximal a été observé 2h apres I'injection
de la carragénine (54,70+7,30%) pour P. nigra et (44,66+7,15%) pour U. campestris
comparé (p<0.05) a celle du diclofénac sodiqgue a 50 mg/kg (55,55+7,24%). Ces effets
pourraient étre liés a la libération des kinines et des histamines. Par conséquent, cette étude
fournit un support pour l'utilisation des plantes dans le traitement des désordres liés a
inflammation.

Mots clés : Populus nigra ; Ulmus campestris; activité anti-inflammatoire ; carragénine.
Abstract

Populus nigra and Ulmus campestris are plants commonly employed for the treatment of
various ailments in traditional medicine. In this study, agueous fraction extract of P. nigra
buds and U. campestris bark were evaluated for the anti-inflammatory activity using
carrageenan-induced paw edema in mice models. These plants showed significant anti-
inflammatory activity at a dose of 200 mg/kg. Maximum effect was observed at 2h after
injection of carrageenan (54,70+7,30%) for P. nigra and (44,66+7,15%) for U. campestris and
was comparable (p<0.05) to that of diclofenac sodium at 50 mg/kg (55,55+7,24%). These
effects might correlate with the release of kinin and histamines. Therefore, this study
provides a support for the plant in the management of inflammatory related disorders.

Key words: Populus nigra; Ulmus campestris; anti-inflammatory activity; carrageenan.



