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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

contrélée par des traitements médicamenteux (Weill et Batteux, 2003).

Les anti-inflammatoires non-stéroidiens (AINS) sont utilisés dans le monde entier pour
le traitement de I'inflammation, la douleur et lafiévre (Corrado et al., 2009). Cependant, leur
utilisation provoque chez les patients traités plusieurs effets secondaires tels que les ulceres

gastro-intestinaux et I'insuffisance rénale (Zeilhofer, 2007).

Ces effets indésirables sont généralement liés a I'inhibition des isoenzymes cyclo-
oxygénases (COX1 et COX2) par les AINS classiques : la COX1 est constitutive et joue un
réle physiologique en maintenant I’intégrité des tissus, tandis que la COX2 est inductible, sa
synthése est stimulée par le TNFa et |"interleukine 1 (Ouédraogo et al., 2012).

La recherche scientifique sest concentrée ces dernieres années sur les plantes
médicinales comme étant la source de composés naturels tels que les flavonoides, les
stéroides, les polyphénols, les coumarines, les terpenes et les alcaloides en raison de leur
large éventail d'importance pharmacologique y compris des activités anti-inflammatoires,
analgésiques et antipyrétiques avec moins d'effets secondaires que les AINS (Shukla et al.,
2010). Les parties aériennes de diverses especes de Clematis sont en particulier employées en
Europe et en Asie orientale comme un remede pour réduire la douleur et la fievre, comme
diurétique, utilisées dans le traitement de la douleur rhumatismale, des infections oculaires, des
mal adies des os, des désordres chroniques de la peau et de la goutte (Y esilada et Updli, 2007).

En Kabylie, on utilise Clematis flammula pour traiter surtout les rhumatismes.

L’ objectif de notre travail est d’ évaluer les activités anti-inflammatoire, analgésique et
antipyrétique de I'extrait éhanolique des feuilles de Clematis flammula en utilisant un
modéle animal. Cette étude contribuerait a établir une base scientifique a I’ utilisation de cette

plante en médecine traditionnelle.

-
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L’inflammation, la fievre et la douleur sont des phénomeénes pathologiques extrémement
complexes, mettant en jeu le systéme immunitaire, des processus neurobiologiques et des
systémes humoraux locaux (Monassier, 2006).

|.1. Lesdifférentstypes d’inflammation

On distingue deux types d’inflammation :

[.1.1. L’ inflammation aigué
C’est une Iésion ou un traumatisme d’un tissu périphérique de I’ organisme engendrant une
réaction de défense, avec une durée de quelques jours, jouant un réle important dans la

restauration de I’ homéostasie aprés une infection (Calvino, 2007).

1.1.2. L’inflammation chronique
L'inflammation chronique peut évoluer de l'inflammation aigué lorsque I'agent pathogéne
initial persiste dans les tissus pendant plusieurs mois ou plusieurs années sans entrer dans la
phase de résolution (Rousselet, 2005).

|.2. La physiopathologie de I’inflammation
La réaction inflammatoire est une réponse physiologique de défense immédiate et transitoire,
déclenchée par toute Iésion cellulaire ou tissulaire, quel que soit le mécanisme (infectieux,

chimique, traumatique, immunitaire...) (Fonteneau, 2005).

1.2.1. Les médiateurs del’inflammation
L’inflammation est une réaction qui a lieu par différents types de médiateurs. On en

distingue plusieurs:

1.2.1.1. Les médiateurs enzymatiques tels que les kinines produits par les mastocytes. Ces
mol écul es augmentent la perméabilité vasculaire et la vasodilatation pour donner le symptéme

de larougeur qui accompagne I’ inflammation (Miossec, 2003).

1.2.1.2. Les amines vasoactives sont des médiateurs principaux de I’inflammation libérés par
les mastocytes, les polynucléaires basophiles, les plaguettes et les capillaires [ésés. Les plus
importants sont les histamines et |es sérotonines. 1ls provoquent la dilatation et I’ augmentation
dela perméabilité desveinules (Elling et al., 2006).

2
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1.2.1.3. Les médiateurs lipidiques produits suite au métabolisme de I’ acide arachidonique.
Cdui-ci est un lipide qui appartient a la classe des acides gras polyinsaturés (C20) libérés a
partir des phospholipides membranaires par |a phospholipase A,. Son métabolisme génére les
eicosanoides qui sont transformés en différents types de molécules par deux voies différentes:
la voie des cyclo-oxygénases qui les transforme en endoperoxydes (PGG2) et PGH2
(prostaglandine H2). PGH2 est plus tard converti en PGE2, PGD2, PGF2a, prostacycline
(PGI2), et thromboxane (TX) par des synthases spécifiques (Figure 1) (Morteau, 2000). La

voie des lipooxygénases qui produit des leucotriénes (L e Bars et Adam, 2002).

CC/V\/\EOOH Arachidonic acid

lwdooxygen ase Constitutive: COX-1

PGG, cox
l peroxidase

o, i . -
2 PGH, Inducible: COX-2

TXs +— specific —— PGF,,

synthases
PGD,/ l \
— (o]
QW COOH PGt {;L:‘;’:coou
o] OH OH
15d- A1214_pG], PGE,

Figure 1: voie de biosynthése des prostaglandines (Minghetti, 2004).

Les prostaglandines PGE2 et PGI2 jouent un role important dans le stade précoce de la
réaction inflammatoire, éant responsables de la vasodilatation artériolaire et de
['augmentation de la perméabilité vasculaire (Goldman-M ottet, 2004).

Il existe deux isoformes de la cyclo-oxygénase : I’ une congtitutive (COX-1) et I’autre induite
lors de I’inflammation (COX-2) (Samuelsson et al., 2007).

e Lacyclo-oxygénasel (COX-1)
La COX-1 est distribuée dans la plupart des tissus a des concentrations a peu pré constantes.
On la trouve dans les thrombocytes, les cellules endothéliales des vaisseaux, les tubules
rénaux et la muqueuse gastrique (Jouzeau, 2004). Les prostaglandines physiologiques, issues
de la voie COX-1 sont présentes en permanence et ont une activité essentielle dans la
régulation de la perfusion rénale et dans la protection gastro-intestinale en stimulant la

sécrétion du mucus protecteur de I'épithélium gastrique et freinent la production d'acide

.
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chlorhydrique (Goldman-M ottet, 2004). La thromboxane A2 (TXAZ2), produite auss par la
COX-1, prostaglandine vasoconstrictrice et proagrégante par les plaguettes (Jouzeau, 2004).

e Lacyclo-oxygénase 2 (COX-2)

La cyclo-oxygénase 2 est présente physiologiquement dans la prostate, I'utérus, les testicules
et les poumons. Cependant, apres induction, on peut la trouver dans tous les tissus (Dubois et
al., 1998). En effet, la synthése et I'activité de COX-2 sont induites par des agents pro-
inflammatoires comme les lipopolysaccharides (LPS), le TNF-a et des cytokines telles que les
interleukines I1-B1. L"hypoxie et/ou I'ischémie localisée stimulent aussi |’ expression du gene
COX-2, en réponse a une agression tissulaire pathologique (fiévre, douleur, inflammation,
prolifération cellulaire) (Dubois et al., 1998).

1.2.1.4. Les cytokines sont des peptides de faible poids moléculaire qui jouent un réle
important dans le développement d’ une réponse inflammatoire aigue elles interviennent dans
la communication intracellulaire. Les plus importantes dans la réaction inflammatoire sont
IL1, et TNF-o qui exercent des effets locaux par |’ activation des fibroblastes qui promeuvent
la réparation et d’ autres effets variés comprenant: hyperthermie, stimulation de la sécrétion
des protéines de la phase aigle par le foie, activation de la coagulation, vasodilatation
systémique et catabolisme (Kanaji et al., 2011).

1.2.1.5. Les radicaux libres dérivés de I'oxygene (ERO) formés lors de la phagocytose, ils
ont une action nécrosante locale (notamment endommagent les cellules endothéliales) et
activent la phospholipase A2. Leurs effets potentiellement dangereux sont contrebal ancés par
des antioxydants présents dans le sérum, les liquides extracellulaires (Goudable et Favier,
1997). Les cytokines pro-inflammatoires (IFN-a, IL-1b et IL-8), les prostaglandines et autres
dérives du métabolisme de l'acide arachidonique, et la voie du complément activent le
NADPH oxydase des macrophages et des neutrophiles qui produisent des quantités tres
élevées d'ERO. Ces ERO provoquent un stress oxydant qui est a I’origine de destructions
moléculaires (peroxydation lipidique, protéolyse, Iésions des acides nucléiques) et cellulaires
(Goudable et Favier, 1997).
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1.2.1.6. Especesreéactives azotées

L’ oxyde nitriqgue (NO) est une molécule synthétisée localement par I’endothélium et les
macrophages sous |’ action du nitrite oxyde synthase, qui est responsable de la vasodilatation
rapide. Il constitue donc un relais puissant dans la réponse immune. Celle-ci se traduit par une
augmentation de la perméabilité capillaire entrainant une réaction cedémateuse et une rougeur
(Raymondjean, 2007).

|.3. Les étapesdel’inflammation

L’inflammation évolue vers des phases différentes successives et interdépendantes.

1.3.1. la phase vasculaire

Suite al’agression du tissu, des cellules activées comme les mastocytes produisent différents
meédiateurs inflammatoires tels que |” histamine, la sérotonine produite par les plaquettes, les
kinines, I’oxyde nitrique (NO), les especes réactives de I’ oxygene (ERO) et les cytokines tels
que le facteur-a de nécrose de tumeur (TNF-a), les interleukines (ILs) et les dérivés
eicosanoides (Yang et al.,, 2012). Tous ces médiateurs entrainent un ensemble de
modifications temporaires et réversibles des vaisseaux sanguins, notamment |’ endothélium
qui provogue une vasodilatation, une augmentation de la perméabilité vasculaire et un
ralentissement du courant sanguin ce qui explique la rougeur et la chaeur lors de
I'inflammation. Aussi, une induction de I’expression des molécules d’adhésion telles que

VCAM, MCP-1 sont impliquées dans le recrutement des leucocytes (M ackenze, 2011).

1.3.2. la phase cellulaire

Elle est constituée par la diapédése sanguine des cellules poly et mononuclées, favorisée par
['augmentation de la perméabilité vasculaire. Les leucocytes et neutrophiles sont attirés sur le
lieu de I'inflammation par chimiotactisme. Ces derniers produisent des molécules d’ adhésion

comme les ICAM (Raymondjean, 2007).

1.3.3. la phase d’amplification

Les monocytes produisent des cytokines pro-inflammatoires qui contribuent a I’amplification
de I'inflammation en déclenchant une cascade de phénomeénes inflammatoires locaux et
géné&raux. En effet, eles stimulent les hépatocytes ou le CNS (systéme nerveux central) a

produire des protéines de |’ inflammation (Raymondjean, 2007).

s
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|.3.4. la phase derésolution/cicatrisation

L’inflammation s accompagne généralement d'une augmentation des polynucléaires qui
contribuent a |’ assainissement et a la restauration des tissus endommagés (Raymondjean,
2007).

Les différentes phases de la réaction inflammatoire sont illustrées dans la Figure 2.

Sang

Infiltration des monocytes )
Adhésion cellulaire Activation des macrophages et des monocytes

SNC

N "
E cortisol
e

Hépatocytes

L

Production de
molécules
d'adhésion Protéines de
la phase aigué

endothalium

Figure 2: I'enchainement de la réponse inflammatoire (Raymondjean, 2007).

|.4. La physiopathologie de la douleur

Les mécanismes inflammatoires conduisent a I’ expression de phénomeénes douloureux. Les
influx nociceptifs sont générés en périphérie par les terminaisons de fibres nerveuses peu ou
non myélinisées. Ces terminaisons constituent |es nocicepteurs, elles sont situées dans la peau,
les muscles, les articulations et les viscéres. Les influx sont ensuite véhiculés par les fibres C
et A ddta vers la moelle épiniére par I'intermédiaire des racines postérieures des nerfs
rachidiens. La majorité des nocicepteurs répondent ades stimuli différents (Guirimand et Le
Bars, 1996) thermiques, mécaniques ou chimiques (Calvino, 2007). Des molécules libérées
par I'inflammation au site de Iésion : la bradykinine, lesions K* et H+, les prostaglandines,
I” histamine, la sérotonine activent les nocicepteurs déja sensibilisés (Figure 3) Ces derniers
produisent la substance P, un neuromédiateur qui stimule la dégranulation des mastocytes
libérant ainsi |” histamine et aggravant la douleur (Gatt, 2006). Les canaux ioniques dans les
membranes des nocicepteurs jouent un réle vital dans I'initiation du signal et sa conduction.
L’ activation de ces canaux antagoniste la douleur et diminue I’ hyperexcitabilité des nuerons
(Du et al., 2011).
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La douleur aigué rapide est due a I’ activation des fibres A delta alors que la douleur retardée
correspond a celle des fibres C (Gatt, 2006).

. Bradykinine —_
= H+ "
— K ~

* B == .. Adénosine

A

Arachidomnigue

‘ - | Plagquettes H SEROTONINE

Leucotrienes

Figure 3: Nociception, éape cutanée (Gatt, 2006).

|.5. La physiopathologie delafievre

La fievre est un état d'hyperthermie controlée dans laquelle la température de consigne
hypothalamique (37°C) est augmentée, amenant |'organisme a mettre en ceuvre ses
mécanismes de thermogenese. La fievre est essentiellement induite par les cytokines
suivantes : interleukines 1B et 6, interférons a, B et le TNF-o (tumor necrosis factor). Ces

molécules induisent aors la production de PGE, au niveau de I|'aire pré-optique

hypothalamique qui provoque une éévation de température (Dascombe, 1985).

On parle de fievre aigué quand le symptéme dure moins de 5 jours mais quand une fiévre
supérieure a 38,3°C dure plus de 20 jours on parle alors d’ une fievre persistante (Dascombe,
1985). Les phénomenes pathologiques a I’ origine de la fievre (agents pathogénes, processus
tumoral, rejet de greffe, alergéne...) ont tous en commun d’ activer le systéme immunitaire et
d’induire la production et la libération dans le sang d'une série de protéines de petits poids

moléculaires (8 a 25 kDa) appel ées « facteurs pyrogenes » (Figure 4) (Cimpello et al., 2000).

1.5.1. Pyrogenes exogenes
Un pyrogene exogene est une substance qui cause la fievre. Sa provenance est extérieure au

corps tels que les virus, ou les toxines (Cimpello et al., 2000).
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|.5.2. Pyrogenes endogenes

Un pyrogene endogene induit la fievre a I’intérieur de I’ organisme. Il est représenté par des
molécules telles que les complexes antigéne-anticorps, des composants de complément,
(Dascombe., 1985), les interleukines (ILs) -1a et-1p, IL-6 et IL-8 et le facteur-a de nécrose
de tumeur (TNF-a) (Soares et al., 2006).

PYROGENES EXOGENES PYROGENES ENDOGENES
CELLULE INFLAMMATOIRE
Monocyte, macrophage, cellules endothéliales, lymphocytes B, cellules épithéliales....
v
PYROGENES ENDOGENES
IL-l, IL-6, TNF

REGION PREOPTIQUE DE L'HYPOTHALAMUS ANTERIEUR

v

SYNTHESE ACCRUE DE PROSTAGLANDINE (PGE2)

v
FIEVRE

Figure 4 : Mécanisme d'induction de lafievre (Cimpello et al., 2000).

|.6. Les anti-inflammatoir es synthétiques

Le développement d’'une réponse inflammatoire efficace peut jouer sur la défense de
I’organisme. Lorsque I'inflammation est trop importante pour régresser spontanément, on la
combat avec des corticoides ou des anti-inflammatoires non stéroidiens (Stewart et al.,
2008).

1.6.1. Les anti-inflammatoir es stéroidiens (Al'S) ou les glucocorticoides (GC)
Ces stéroides sont des anal ogues ou des précurseurs de la cortisone, naturellement secrétés par

les glandes surrénales, incluent la prednisolone et methylprednisolone (M uster, 2005).

]
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1.6.1.1. M écanisme d’ action des anti-inflammatoires stéroidiens (AlYS)

Les anti-inflammatoires stéroidiens agissent, indirectement en diminuant I'cedéme. lls
interviennent également en amont de la cascade de I’ acide arachidonique, en bloguant I’ action
de I’enzyme phospholipase A2 ce qui inhibe a la fois la synthese des Leucotriénes et des
prostaglandines, et a donc un effet plus fort que l'inhibition des COX seuls; en absence
d’ inflammation, les corticoides (contrairement aux AINS) n'ont pas deffet antalgique
(Fonteneau, 2005).

[.6.2. Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) constituent une des classes thérapeutiques les
plus utilisées dans le monde que ce soit dans le contexte de la prescription médicale ou de
I"automédication. Leurs propriétés antalgiques, anti-inflammatoires et antipyrétiques sont

connues depuis la fin du 19°™ siécle (Blain, 2002).

1.6.2.1. Mécanisme d’action des anti-inflammatoires non stéroidiens

La plupart des AINS agissent au niveau du site cyclo-oxygénase et donc bloguent la synthese
des prostaglandines. Ils se fixent sur le site catalytique hydrophobe de I'acide arachidonique
de fagcon compétitive et réversible et bloquent donc son catabolisme. D'autres AINS, comme
par exemple |'aspirine, la phénylbutazone et la flunixine, sont a l'origine d'une inhibition

irréversible de la cyclo-oxygénase (Devillier, 2001).

1.6.2.1.1. Mécanisme d’ action del’aspirine

L’ aspirine acétyle le résidu (Ser) 530 de la COX-1 et le résidu (Ser) 516 de la COX-2, et
empéche ains par encombrement stérique I’ acces de |’ acide arachidonique au site actif de la
COX. La COX-1 est complétement inactivée par |’ aspirine (Vergne et al., 2000).

En plus du blocage de la cyclo-oxygénase, certains anti-inflammatoires semblent pouvoir agir
ades autres niveaux :

La formation des prostaglandines. Par exemple, la phénylbutazone agit sur I'endoperoxyde
isomérase, bloquant la transformation des endoperoxydes en prostaglandines (Vergne et al.,
2000).

L’inhibition de la lipo-oxygénase, la migration des leucocytes, captation de radicaux libres
oxygénes, Ainsi la compétition avec certains médiateurs de I'inflammation (L eimgruber,
2006).

Selon la spécificité anti-COX on distingue quatre catégoriesd’ AINS :
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-Les anti-COX-1 préférentiels: inhiber par I'aspirine a faible dose, I'indométacine et
piroxicam.

-les anti-Cox-2 préférentiels : nimésulide (Nexen®), méloxicam (Mobic®).

-Les anti-Cox-2 séectifs : célécoxib (Celebrex ®), parécoxib (Dynastat ®), étoricoxib
(Arcoxia®), qui se démarquent des précédents par leur moindre risque ulcérogene et
I" absence d' effet antiagrégant plagquettaire (L eimgruber, 2006).

-Les anti-inflammatoires non stéroidiens «classiques» sont, pour la plupart, des
inhibiteurs plus puissants de la COX-1 que de la COX-2 expliquant leurs nombreux effets
indésirables : principalement digestifs et rénaux mais également hématol ogiques, hépatiques
et génitaux (Figure 5) (Hervé, 1999).

Phospholipides membranaires

- -
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- - =
~ - ~

;7 COXilso-enzyme ,”~  COX2 Iso-enzyme \\( y "y -7 TS .
' ituti l i i ) \- Lipooxygénases
Se. constitutive _Aa inductible ) '«—] Inhibition mixtes —N, p _'on ¥g; oo

]

~ -~ -

S~ _--- - de COX et 5-LOX ‘\ 15-L0X //
) / (-')\ /‘(-) \Q . o

AINS non Inhibiteursla
Aspirinea Sélectifs sélectifs COX,

faible dose
Leucotriénes Lipoxines
Production Pathologique de
PGs : (PGE2, PGD2, PGF2q, il 12-HETE
PGI?2) et de thromboxane :
Protection gastro-intestinal Production Pathologique De PG,: Inflammation,
Régulation de la perfusion Douleur, Fiévre, Cancérogenése et la Maladie

renale. d’ Alzheimer.

Figure 5: Effets biologiques des prostaglandines et sites d’ action des différents types d’inhibiteurs des

voies du métabolisme de I’ acide arachidonique (Anne et al., 2010).

.
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La plupart des médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens montrent habituellement des
activités anti-inflammatoires, analgésiques et antipyrétiques bien équilibrées (Taniguchi,
1997).

[.7. Activité antipyrétique
Les prostaglandines, en particulier la PGE, augmentent la valeur de référence (37°C) de la
régulation thermique (fiévre) et provoquent la douleur (Silbernagl et al., 2000). Ains, lors de

lafiévre, les antipyrétiques endogenes Iuttent contre la formation de PGE2 (Silbernagl et al.,

2000). Les AINS sont capables d'inhiber |a libération hypothalamique de PGE, et donc de

ramener latempérature corporelle alanormale (Blatteis et al., 2005).

|.8. Activité analgésique

Les AINS sont généralement classés parmi les analgésiques a activité modérée. Toutefois,
leur action varie en fonction du type de douleur et ils Savérent tres efficaces dans le
traitement de la douleur associée al’inflammation (Branco et al., 2005).

Ce type de douleur semble étre controlé par la bradykinine et certaines cytokines (TNF-a,
interleukines 1 et 8) par induction de la synthese de prostaglandines et d’ autres médiateurs. Le
principa mode d' action antalgique est lié a I'inhibition de la cyclo-oxygénase puisque les
prostaglandines peuvent sensibiliser les récepteurs de la douleur aux stimulations mécaniques

et chimiques par abaissement du seuil des fibres nociceptives de type C (Branco et al., 2005).
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I1.1.Généralités sur les composés phénoliques

Les polyphénols désignent un vaste ensemble de substances aux structures variées qu'il est
difficile de définir smplement ce sont des métabolites secondaires (Yoon et al., 2012),
Caractérisés par la présence d’au moins un noyau benzoique auquel est lié au moins un
groupe hydroxyle, libre ou engagé dont une autre fonction: éther, ester, hétéroside. Le
photochimiste compléte cette définition, en introduisant un critére d’ origine biosynthétique,
de ce fait, un composé phénolique est un dérivé non azoté dont le ou les cycles aromatiques
sont principalement issus du métabolisme de I’ acide schikimique et/ou de celui du polyacétate
(Bruneton, 2009).

[1.2. Biosynthese des polyphénols

I1.2.1. Voie Schikimate

La biosynthese de nombreux composés phénoliques débute au niveau des acides aminés
aromatiques puis par désamination de ces derniers en acide cinnamique et leurs dérivés. Les
précurseurs de cette voie sont I’ érythrose 4-phosphate de la voie des pentoses et le PEP

(Phosphoenol pyruvate) résultant de la glycolyse (Hopking, 2003).

I1.2.2. Voie acétate
C'est la cyclisation des composeés phénoliques qui conduit a des polyacétates de longueurs
variables (Guignard, 1979).

[1.3. Classification des composés phénoliques

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes (Tableau 1) qui
se différencient d’abord par la complexité du squelette de base (alant d'un simple C6 a des
formes tres polymeérisées), par le degré de modification de ce squelette (degré d’ oxydation,
d hydroxylation, de méthylation....). Et par les liaisons possibles de ces molécules de base
avec dautres molécules (glucides, lipides, protéines, autres métabolites secondaires qui

peuvent étre ou non des composes phénoliques) (Martin et Andriansitohaina, 2002).
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Tableau | : Principales classes de composés phénoliques (Har bone, 1989).

Squelette Classe Exemple Origine structure
carboné (exemples)
C6 Phénols catéchol Fruits, Légumes "
simples ”°©
(Bruneton, 1999)
C6-C1 Acides Acide
Hydroxy- galique Epices, fraises o
benzoiques o /:) o
C6-C3 Acides Acide Pomme Ho”b ﬂZH
Hydroxyci- cafeique deterre i carerne
nnamiques (Doat ,1978;
La Djabou ,2006)
caumarines scopolétine | Pomme, Citrus
C6-C4 Naphto- Juglone Noix _
guinones
om
e~ L o
C6-C2-C6 Stilbenes Resvératrol | Vigne oH
(Fraga, 2010)
C6-C3-C6 @
Flavonoides catéchine Fruits, légumes, @ i |
| soflavonoides fleurs, soja, pois °
(C6-C3)2 Lignanes Pinorésinol | Pin (Bjabou’,2006)
(C6-C3) n Lignines Bois, fruits a O f_bo
noyau i Sy
(Austin et Noel ,2003).
(C6-C3-C6)n | Tanins Raisin
condensés
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[1.3.1.Lesformessimples

Les formes phénoliques les plus simples présentent des structures chimiques allant du smple

phénol en Cg aux flavonoides en Cis (M acheix et al., 2006).

[1.3.1.1. Lesacides phénoliques
Des acides phénoliques sont habituellement divisés dans deux groupes; des acides
benzoiques et leur dériveés (Ce-Cyy, ou des acides cinnamiques et leur dérivés (Cs.C3). Tous ces

Ccomposés sont hydroxylés.

Il .3.1.2. Lesflavonoides

Les flavonoides sont |les plus abondants de notre alimentation. Plusieurs milliers de molécules
ont été identifiées a ce jour (D'archivio et al., 2007). Ce sont des pigments quasi universels
des végétaux presgue toujours hydrosolubles. Ils sont responsables de la coloration des fleurs,
des fruits et parfois des feuilles. Ces substances bioactives relativement non toxiques
possedent divers effets biologiques (Garcia-Mediavilla et al., 2007) et présentent une
structure commune (Tableau I1) .

Les variations structurales a I'intérieur des cycles subdivisent les flavonoides en plusieurs

familles :
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Tableau |1 : Les principales classes de flavonoides.

Classe Exemple Structure Référence
(Chira et
o al., 2008)
Flavones Apégenine
(Pietta,
» 2000)
Flavonols Quercétine
(Hiem e
o e ° al., 2002)
Flavanones Naringénine @ ©
@ (Soobr attee
. . - et al., 2005)
Flavane-3,4-diols | Leucoanthocyanidine o
T (Pietta,
ho o @ 2000
Flavane-3-ols Catéchine @ o )
@ | | (william et
. al., 2003)
Chalcones Butéine oH o
OH
HO, o
Aurones Aureusidine @ c @ OH (William et
al., 2003)
OH 0
OH
OH
HO. O*\ @
Anthocyanidines | Delphinidine @ c (Skerget et
Z N on al., 2005).
OH
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[1.3.2.Lesformes condensées (complexes)
Ces composés résultent généralement de la condensation de certaines des formes simples

précédemment évoqueées.

11.3.2.1.Tanins

Les tanins sont des formes phénoliques condensées largement présents dans les produits
naturels capables de se lier aux protéines en solution et de les précipiter. Selon leurs structures
les tanins peuvent étre divises en deux classes: les tanins condensés et les tanins
hydrolysables (Figure 6) (Macheix, 2005).

QL i
;ll [ = HO
M on HO
" . O,
10QE
Structure chimique d’un Structure générale des Structure chimique d’ un
tanin condensé (n=1-10) tanins (Larbier et tanin hydrolysable (Jin et
(Heldt, 2005) Leclercq, 1992). al.. 1998).

Figure 6 : Structures chimiques des tanins.

11.3.2.2. Les saponines :

Ce sont des composés complexes formés de deux types de molécules : les aglycones et les
glycosides. Ils sont hydrolysés facilement par les acides et sont solubles dans I’ eau formant
une mousse apres agitation (Tyler et al., 1981). IIs causent I’ hémolyse des globules rouges a

cause de leur capacité de selier aux stérols de lamembrane (Bruneton, 1999).

v
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L’utilisation des anti-inflammatoires est associée a différents effets secondaires tels que
I"ulcere, perturbation de la fonction rénale, ostéoporose ...Ains la recherche de nouveaux
agents anti-inflammatoires issus de plantes, dénudés d' effets secondaires serait souhaitable
(Blain, 2002).

[11.1. Activités biologiques des polyphénols
Les polyphénols ont pris de nos jours une place importante dans la pharmacopée vue leur
large éventaill dactivité. lls sont dotés d'activités antiproliférative, antimicrobienne,

antioxydant et anti-inflammatoire.

[11.1.1. Activité anti-inflammatoir e des polyphénols

Les composeés phénoliques agissent sur I’ inflammation selon plusieurs mécanismes:

-La régulation des voies de signalisation de I'inflammation prouvées par des études (Salas-
Salvado et al., 2008).

-L’inhibition des activités enzymatiques impliquées dans le processus inflammatoire. Des
études in vitro et in vivo ont permis de montrer que les polyphénols pouvaient agir sur les
activités enzymatiques du meétabolisme de I’acide arachidonique (AA): phospholipase A2,
cyclo-oxygénases et Lipooxygénases. En effet, I’action des tanins est due au fait gu'ils se
fixent aux protéines, en particulier la LOX (mais pas la COX), par des liaisons réversibles
dont I’ affinité est en fonction de la richesse de |la protéine en proline (Mota et al., 1985). La
lutéoline et la catéchine inhibent la cyclo-oxygénase, en revanche |’ apigénine diminue son
activité et inhibe également I'agrégation plagquettaire (Girotti-chanu, 2006 ; Yang et al.,
2009). Des études récentes ont montré que la quercétine inhibe la (LOX) (Figure 7) et inactive
I’ expression de la COX-2 (Girotti-chanu, 2006).
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Acide arachidonique

©) I Cycloooxygénase )
lutéoline

cirgliol
baicald morine
aicaléine
» galangine
guer cétine
catéchine

Leucotriénes Thromboxane

Prostaalandines

Figure 7: Action de flavonoides sur les cyclooxygénases et lipoxyooxygénases (Girotti-chanu,
2006).

Il a été reporté que le resveratrol a la méme efficacité que I’ aspirine en inhibant la COX-2
(Figure 8) (Bruneton, 1999). Une inhibition de ces enzymes par les polyphénols réduit la
production de médiateurs lipidiques tels que les prostaglandines et les leucotriénes (Kim et
al,. 2004).
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Cyclooxygenase
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Resveratrol, Aspirine Prostaglandins:
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Figure 8: L’ activité anti-inflammatoire du résveratrol (Bruneton, 1999).

-Inhibition de I'expression de certains genes. Le catéchol empéche les effets nocifs du NO
dans les cellules microgliales induites par les LPS en inhibant I’ expression de laiNOS et du
TNF-a (Bruneton, 2009). L’activité anti-inflammatoire de I’ acide ellagique est due au fait
gu’il réduit I'expression du facteur de transcription NF- KB et des enzymes COX-2
(Umesalma et al., 2010). La capacité de liaison et d'inhibition des facteurs de transcription
comme (NF-KB) qui active la transcription de certaines molécules pro-inflammatoires
(Figure 9) (Gonzalez-Gallego et al., 2007) congtitue la base du mode d action des
polyphénols sur I'inhibition de I’expression de certains géenes. Cette capacité de liaison
contribue au blocage de la translocation nucléaire de la sous unité (p65) du facteur nucléaire
NF-Kb (Zheng et al., 2008).
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Figure 9 : Mécanisme anti-inflammatoire des flavonoides par I’ inhibition de NF-KB

(Gonzélez-Gallego et al., 2007).

- Réduction du taux de médiateurs de I'inflammation tels que les cytokines (IL-8, IL-13 et

IFN-a) circulantes, en particulier dans le cas des anthocyanes (Karlsen et al., 2007). La

lutéoline ou I’ apigénine inhibent aussi 1a production de cytokines telles que (IL-4, IL-5 et IL-

13) (Gonzalez-Gallego et al., 2010).
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V. Matériels et méthodes

IV.1l. Matérid
IV.1.1. Matériel végétal

IV.1.1.1. Description

Notre éude a été réalisée sur les feuilles d'uneplante largement utilisée en meédecine
traditionnelle locale appelée communément Clématite odorante ou flammette (Marc etal.,
2008) et scientifiqguement :Clematisflammula (figure 10).

Fleurs blanches
panicule lache

Feuille bipennes a
3-7 folioles assez
petites

Plante Grimpante
vivace

_ Saveur brilante
Tige sarmenteuse

Feuilles ovales ou lancéol ées,
entiéres ou rarement trilobées

Figure 10 : Clematisflammula (Bernard, 1997).
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IV.1.1.2 Nomsvernaculaires dela plante

Letableau Il cite les différents noms de la plante.

Tableau I11 : Principaux noms vernaculaires de la plante Clematisflammula(Bernard, 1997).
Nom scientifique Nom Nom vernaculaire Non commun
vernaculaire | arabe
berbére
Clematisflammula | Azenzu Nard barda Clématite
Zenzou Yasmine bari
Sebenq

IV.1.1.3. Classification

Letableau IV cite la classification taxonomique de Clematisflammula.

Tableau 1V : Classification taxonomique de Clematisflammula(Ber nar d, 1997).

Rang Nomenclature
taxonomique
Régne Plantae -V égétal
Division Magnoliophyta—Plante A
Fleur
Classe Magnoliopsida-
Dicotyl édones
Ordre Renunculales
Famille Renuncul acae
Genre Clematis

v
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IV.1.1.4.Habitat

Clematisflammula est une plante des régions méditerranéennes ou elle croit notamment dans

les foréts peupl ées de chéne, résistant remarquablement ala sécheresse (Baba-Aissa.,1999).

1V.1.1.5.Effets thérapeutiques

Il a été rapporté que différentes especes de Clematissont employées dans le traitement de
divers désordres inflammatoires, soulagement d'cedeme et de douleurs de rhumatisme, les
infections de I'eeil, la goutte et les maladies chroniques de la peau(K eys, 1985 ; Grieve., 1994
; Gruenwald et al., 2004).

Malgré la pratiqgue mondiale d'employer la partie aérienne seche d'especes de Clematiscontre
des désordres inflammatoires dans la meédecine traditionnelle, la partie aérienne fraiche
d'espéces de Clematisest connue pour posséder une nature irritantelorsqu’ elle est utilisée en
doses excessives ou pendant une longue durée. Elle provoque ainsi des brdlures ¢’ est pour
cela gu' elle est nommée " Clématite brulante”. Une telle irritation est provoguée par la
transformation enzymatique du glycoside de ranunculin dans le protoanemonin aprés
écrasement de plante fraiche(Gruenwald et al., 2004).D'une part, leprotoanemonin n'a pas &té
trouvé dans plante seche(Gruenwald et al., 2004).

IV.1.2.Matériel animal et conditionsd’ éevage

Pour évaluer des activitésanti-inflammatoires analgésiques et antipyrétiques de extrait
éthanolique deClematisflammmulain vivo, nous avons utilise des souris abinos males et
femelles, d'un poids qui varie entre 18 et 30 g. Ces animaux proviennent des centres
d éevage de I'ingtitut Pasteur d’ Alger. 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 /12h de lumiére et d'obscurité. Les souris

ont éé nourries avolonté avec I’ diment a bouchon et |’ eau de robinet.
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1V.2. Méthodes

IV.2.1. Préparation de |’ extrait
-Récolte et identification :

La plante a éé récoltée dans la forét d Azru'nBecharprés du village de Tizi-Nefltah,
commune d’ Amizour a Bgjaia dansla période mai- juin de |’année 2012 ; elle a é&é ensuite
identifiée au sein du laboratoire de botanique de I'université de Bgaia comme éant la

clématite Clematisflammula.
-Le séchage :

Les feuilles de Clematisflammulaont été sechées dans un endroit aéré et ombragé a fin
d éiminer toute les traces d’ humidités, afin d’ assurer une meilleure élimination d’ eau tout en
préservant la composition en composés phénoliques.

-Broyage et tamisage :

Les feuilles de laplante séchées ont été broyées a I'aide d’un broyeur éectrique (IKA) et le
broyat a été tamisé jusgu'al’ obtention d’ une poudre fine de diamétre 63um.

-Extraction :

Dans notre étude une extraction selon le protocole deAtmani et al., (2009) a été réalisée. La
poudre de Clematisflammula a été macérée dansde I’ é&hanol (96%) avec un rapport de 1/4
(m/v) pour extraire le maximum de composes phénoliques. Le mélange a été laissé sous
agitation a I’abri de la lumiere pendant 24h, I’ agitation sert a éablir un bon contact entre le
solvant et les particules de la poudre suivie d' une décantation de 24h afin d’ éliminer toutes les
particules en suspension. Le surnageant a été récupéré et laissé sécher jusgu’ a stabilisation du
poids. Le résidu sec constituel’ extrait éthanolique qui a été stockéaune température de -20°

jusqu’a I'utilisation. Le pourcentage d’ extraction est calculé par laformule suivante :
Taux d’extraction (%) = [(P1- Po)/E] 100

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

E : poids de lapoudre ou de |’ extrait sec de la phase précédente (g).

|VV.2.2. Le protocole expérimental
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IV.2.2.1.Etude de |’ activité anti-inflammatoire

L’ activité anti-inflammatoire de I’ extrait é&hanolique de Clematisflammulaa été étudiée en
utilisant un modéle expérimental d'inflammation aigue induite par la carragénine (I-
carrageenan SIGMA). La méthode utilisée est décrite parWinter et al.,(1962)b. Des cedemes
au niveau de la patte arriére gauchede souris de poids corporelle entre 20 a 30g sont induits
apres injection sub—plantaires (intre-articulaire) (Figure 12) d’'une solution de 0,5 ml de
carragenine (fraichement préparée) (1%), une heure aprés I’administration intra-gastrique de

I’ extrait.

Les animaux utilisés sont privés de nourriture pendant les 12 heures avant I’ expérience et

privés d'eau pendant |a période expérimentale.

Un effectif de 40 souris a été réparti en 05 lots (08 souris par lot) comme suit :

-Groupe 1 (contrdle): regoit une solution de NaCl (0,9%) de 10mi/Kg qui a é&é administrée

par gavage 1h avant I’ injection de la carragénine.

-Groupe 2 (standard) : recoit un anti-inflammatoire de référence (diclofénac) a 50 mg/Kg
(Figure 11) qui a été dissous dans du NaCl (0,9%). Une solution de (10mi/Kg) a été

administrée par gavage lheure avant |’ injection de la carragénine.

-Groupes traités (groupe 3,groupe 4,groupe 5) : regoivent la solution test (extrait de plante)
(100, 200 et 400 mg/Kg) respectivement dissous dans du NaCl (0,9%). Une solution

(10ml/Kg) aété administrée par gavage lheure avant I’injection de la carragénine.
o]

Cl O Na®

ZT

Cl

Figure 11 : Structure chimique de diclofénac sodique(Brignon, 2012).
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Figure 12: L’injection de la carragénine au niveau de la patte arriére gauche de la souris.

IV.2.2.1.1. Evaluation del’activité anti-inflammatoire

L'eedéme (Figure 13) est évaluépar la mesure du volume de la patte (mm®) en utilisant le
pléthysmométre(Figureld) avant et a des intervalles d’une heure, pendant 6 heures et & 24
heures aprés injection de la carragénine (1%). Les mesures ont éé répétées trois fois et la

moyenne a été calcul ée.

Figure 13: Apparition de I’ cedéme apresinjection de la carragenine.




Chapitre IV Matériels et méthodes

Figur e 14: Pléthysmométre.

L’ activité anti-inflammatoire est évaluée par la détermination du pourcentage d’ augmentation
de I’ edéme en présence de I’ extrait de C.flammula relativement au contréle. Ce pourcentage

est estimé suivant laformule suivante :
% cedeme=[(Vn -Vo)/ Vo] x 1000u

Vo : volume moyen mesuré avant I'injection de la carragénine.

Vn: volume moyen mesuré a un intervalle de temps aprés I’ injection de la carragénine.

L'activité anti-inflammatoire de I’ extrait ou standard testés est estimée par la détermination

des pourcentages d'inhibition de |'ccdéme, calculé suivant laformule:

% d’inhibition =[(Vn - Vo) témoin-(Vn - Vo) traité] X 100/ (Vn - Vo) témoin
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V1.2.2.2. Etude de |’ activité analgésique

IV.2.2.2.1.Test detorsion

L' effet analgésique des extraits a été évalué suivant le nombre de torsions abdominales
(Figure 15) induites par I'injection intrapéritonéale (Figure 16) d’une solution de (10ml/Kg)
de I’ acide acétique (0,6 %)suivant la méthode décrite par Koster et al., (1959).

Figure 15 : Torsions abdominales apres I’ injection acide acétique.

Figure 16: L’injection intra-péritonéale de |’ acide acétique chez les souris.
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Apres une période d'adaptation de 2 semaines, des souris du sexe mae (18-25 g) seront

aléatoirement assignées a cing groupes (n = 6) comme suit :

-Groupe 1 (contréle): recoit une solution de NaCl (0,9%). (10mI/Kg) de la solution préparée

aéé administrée par gavage 55min avant I’ injection de I’ acide acétique.

-Groupe 2 (standard) :recoit un analgésique de référence (acide salicylique) (Figure 16) a
100 mg/Kg, il est dissous dans du NaCl (0,9%). Une solution de (10ml/Kg) a été administrée

par gavage 55min avant I’ injection de |’ acide acétique.

COOH
COOH
T OCOCH, i, OH
- -
Acide sdlicylique Acide acétylsalicylique (Aspirine)

Figure 17 : Lastructure chimique de I’ aspirine (Greeves et Wothers, 2003).

-Groupes traités (groupe 3,groupe 4,groupe 5) : regoit la solution test(100, 200 et 400
mg/kg)respectivement dissous dans du NaCl (0,9%). 55 minutes avant l'injection IP d'acide
acétique de 0.6 %.

Cing minutes apres l'injection IP d'acide acétique, le nombre de torsion abdominae et

d étirement pendant les 30 minutes suivantes sera enregistré.
L’ effet analgésique a été évalué selon laformule suivante :

% inhibition = (1 - Wt/Wb) x 100
Wh: représente la moyenne du nombre de contorsions des souris du lot témoin.

W1 : est lamoyenne du nombre de contorsion des souris du lot traité.
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1V.2.2.2.2. Test dela plaque chauffante

Les souris ont été placées sur une plaque chauffante maintenue a 55°C + 1°C (Figure 18). La
latence de réponse nociceptive est |'action de saut a éé mesuré suivant la méthode décrite
parWoolfe et Mac Donald, (1944).

La mesure commence 1h apres |'administration orale des agents de test

-Groupe 1 (contréle): recoit une solution de NaCl (0,9%); (10ml/Kg) de la solution

préparée aété administrée par gavage.

-Groupe 2 (standard) :recoit un analgésique de référence (Acide salicylique) a 100 mg/Kg,
il est dissous dans du NaCl (0,9%). Une solution de (10ml/Kg) aété administrée par gavage.

-Groupes traités (groupe 3,groupe 4,groupe 5) :recoit la solution test(100, 200 et 400
mg/kg) respectivement dissous dans du NaCl (0,9%).

Figure 18: test de la plague chauffante.

Seulement les souris qui ont montré des réponses nociceptives dans les 15 secondes ont été
choisies pour les expériences.Les mesures ont été prises chaque 15 minute au cours d'une

période de 60 minutes.
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VI1.2.2.3. Etude de |’ activité antipyr éique

L’ étude sur I'activité antipyrétique a été menée suivant la méhode décrite par Adams
etal.,(1968). L'hyperthermie est induite par injection au dessous de la nugue (sous-cutanée)
(Figure 19) d’ une suspension aqueuse de levure de biére &4 20% a la dose de 10ml/kg chez les
souris mises a jeun pendant 24 h. Les animaux ont éé choisis pour |'expérience apres la

confirmation de la stabilité de leur température rectal e approximative pendant 7 jours.

Figure 19:L’injection sous-cutanée d’ une suspension agueuse de levure de biére chez les souris.

Dix-huit heures apres, la température rectale a été prise de nouveau chez chaque souris par un
thermomeétre éectronique de marque Chicco (Figure 20), et des lots de huit souris ont été
constitués avec des souris présentant une augmentation de température supérieure ou égale a
0,5 °C.Une heure apres I’administration orale de I’ extrait a (100, 200, 400 mg/Kg) ou I’ acide
acétylsalicylique (100 mg/kg),la température rectale est ensuite prélevée a des intervalles
d’une heure et pendant 4h. L’extrait et standard seront dissous dans de |’ eau physiologique,

administrés par gavage.
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V.1. Activité anti-inflammatoire

L’cedeme de la patte des souris induit par I'injection de la carragénine est un modele
largement utilisé dans I'inflammation aigle pour évauer I'activité anti-inflammatoire de
nouvelles substances (Winter et al., 1962a ; Ouédraogo et al., 2012).

La carragénine est un polysaccharide sulfaté extrait a partir des algues (Mujumdar et Misar,
2004 ; Wang et al., 2013) dont le choix est di au fait qu’elle n’est pas antigénique et ne cause
pas des effets systémiques. Elle agit auss comme pro-inflammatoire par activation de la
phospholipase A2 (Yin et al., 2003).

La recherche de composés anti-inflammatoires naturels chez C. flammula est basé sur le fait
gue, dans ce modele expéimental, la distribution et le mécanisme d action des anti-
inflammatoires seraient proches de ceux observés chez les hommes (Otternes et Grans,
1988).

Les souris ont été privées de nourriture 12h avant I’ expérimentation, pour ne pas augmenter
les réactions cedémateuses. L’ activité anti-inflammatoire de I extrait éthanolique de Clematis

flammula a été éval uée en utilisant ce modéle.

La réaction inflammatoire a é&é presque immédiate suite a I’injection de la carragénine qui a
provoqué |’apparition de signes classiques d'une inflammation aiglie locale comme la
rougeur, ladouleur, la chaleur et un cedéme chez les cing groupes expérimentaux.

Le développement de I'ccdéme induit par la carragénine est un événement biphasique: la
premiere phase est déclenchée suite alalibération de I'histamine, la sérotonine et les kinines
a la premiére heure favorisant ainsi la vasodilatation qui est a l'origine de la rougeur et la
chaleur qui touchent le site de I'inflammation (Amol et kallangouda , 2011 ; Huanga et al.,
2011). Par contre, la deuxiéme phase, initiée apres la premiére heure et qui s étend jusqu’a la
cinquieme heure, est liée alalibération des prostaglandines (Saini et Singha, 2012 ; Habib et
Waheed., 2013) associée ala migration leucocytaire vers la zone enflammeée (Ndiaye et al.,
2006).

Le volume de la patte mesuré avec le plethysmométre nous a permis de calculer les
pourcentages d’ augmentation de |’ cedeme en fonction du temps (pendant 6 et 24h aprés) pour
les cing groupes testés (Figure 21).
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Figure 21 : Pourcentage d’ augmentation de I’ cedeme chez les groupes, témoin, standard et |es groupes

traités par I’ extrait éthanolique de C. flammula.

Ces pourcentages ont montré une augmentation trés importante du volume de la patte chez le
groupe contréle avec un maximum de 79,2+5,4 mm® & la troisiéme heure (Figure 20) comparé
a des maximums respectifs de (61,4+8,54 mm°), (83,8+ 10,10 mm®), (60,6+6,66 mm®),
(47,5+5,62 mm°) & la troisiéme heure chez les autres groupes expérimentaux traités par le
diclofénac ou I’ extrait éthanolique de C. flammula a différentes concentrations (100, 200, 400
mg/kg). Ces résultats indiquent qu'il y a une atténuation de I’ edeme chez tous les groupes

expérimentaux al’ exception de celui qui est traité par I’ extrait 2 100mg/Kg.

L’ administration préventive du diclofénac (50mg/Kg) a réduit I’ cedeme de fagon progressive,
cette réduction devenant plus significative (p<0,05) apres les 3 heures qui suivent |’ injection
de la carragénine, atteignant un pourcentage d'inhibition de 73% a 6h (Tableau V).
Cependant, le maximum d’inhibition est enregistré a 24h apres I'injection de |’ agent pro-
inflammatoire (79 %) (Tableau V).
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Tableau V : les pourcentages d'inhibition de I’ cedeme chez les souris traitées par le diclofénac et par

I’ extrait éthanolique de Clematis flammula.

% d’inhibition
Groupe 1h 2h 3h 4h 5h 6h 24h
Groupe?2 26x0,10 | 27£0,08 | 26+0,08 | 40+0,11 | 590,09 | 73+0,07 | 790,05
Groupe3 050,11 | 03+0,11 | 02+0,08 | 130,09 | 19+0,08 | 28+0,08 | 350,11
Groupe4 12+0,10 | 17x0,11 | 250,07 | 35£0,07 | 500,07 | 650,07 | 67£0,06
Groupe5 40£0,06 | 41+0,07 | 40£0,06 | 54+0,06 | 72+0,06 | 78+0,06 | 840,04

Chaqgue valeur est exprimée en terme de moyenne + S.E.M. ; n = 8; p inférieur a 0,05 est

considéré significatif par rapport au témoin.

Concernant I’ extrait, son effet s’ est avéré négligeable a 100mg /kg pendant les cing premieres
heures d’ observation, son potentiel anti-inflammatoire a été noté seulement a la sixieme heure
avec un pourcentage d’inhibition de 28%, considéré faible mais qui atteint un pourcentage
d’inhibition de 35% a 24h (Tableau V). En effet, |’ extrait a 100mg/kg agit a une phase tardive
de I'inflammation, probablement la phase d'infiltration des neutrophiles qui produisent les
radicaux libres (Raymondjean, 2007). On suppose aors que son potentiel antioxydant
piégeant des radicaux libres (Atmani et al., 2009) est responsable de son activité anti-
inflammatoire.

En outre, a 200 mg/kg, I’extrait a réduit I'cedeme d une maniere significative 3h apres
I’induction de I’inflammation, comparable (p>0,05) a celle du standard avec une efficacité
maximale de 65% a la sixieéme heure qui N’ a pas changé apres 24h (67%) (Tableau V). Donc,
on peut suggérer gque I’ extrait a 200mg/kg agit selon le méme mécanisme gue le diclofénac.
Des études ont dga rapporté (Talwar et al., 2011; Ananthi et al., 2010) que la molécule de
référence utilisée (diclofénac) agit a la 2°™ phase, en inhibant la libération des
prostaglandines. En effet, le diclofénac est connu comme un puissant inhibiteur de la COX,
responsable de la syntheése des prostaglandines (Alam et al., 2011) et cela suggére que

I’ action inhibitrice des extraits de feuilles de C. flammula a 200mg/kg est similaire.
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Cependant, I’activité anti-inflammatoire préventive de I'extrait a été la plus efficace a
400mg/K g, dépassant celle du standard de fagon significative (p<0,05) dés la premiére heure
aprés I'injection de I’ agent pro-inflammatoire (40%) et atteignant son maximum a 24h (84%
d’inhibition) (Tableau V). Ceci implique que I’ extrait & 400 mg/kg agit sur la 1°° phase de
I’inflammation notamment sur les histamines, les sérotonines et les kinines expliquant la
disparition de la rougeur observée chez les souris testées; |'cedéme a continué de diminuer
jusqu'a 5h, probablement di a I’inhibition des prostaglandines dans la deuxiéme phase de
I’inflammation. Par, conséquent, on remarque que |’ extrait agit a des phases différentes de
I’inflammation suivant les différentes doses testées, suggérant qu’il contient des métabolites

dont le mécanisme d’ action est différent.

Comparés a dautres plantes, telles que I'extrait éhanolique de Thespesia populnea a
400mg/kg qui a réduit I’ cedéme provoqué par I'injection de la carragénine de 36,2% au bout
de 1a5°™ heure (Amol et kallangouda, 2011) et celui de Adiantum capillus & 300 mg/Kg qui
I’a réduit a 47% (Hiadera et al., 2011), I’extrait de C. flammula est considéré comme un

puissant anti-inflammatoire.

V.2. Activité analgésique
V.2.1. Test delatorsion

L’acide acétique est I’agent chimique le plus utilisé pour évaluer I'activité analgésique
périphérigque des plantes médicinales. L’injection intrapéritonéale (IP) de I'acide acétique
cause une douleur inflammatoire en induisant la perméabilité capillaire (Amico-Roxas et al.,
1984 ; Kumar et al., 2010) et provogue un comportement stéréotypique chez les souris
caractérisé par des contractions abdominales. Cependant, bien que le test de I’ acide acétique
soit largement utilisé pour tester I effet analgésique des NSAID, son interprétation doit étre
faite avec soin car des agents non analgésiques comme les sympathomimeétiques, stimulants
du systeme nerveux central, les antagonistes de la sérotonine peuvent aussi diminuer la

réponse douloureuse dans ce test (Reanmongkol et Itharat, 2007).

Cing minutes apres I’injection de |’ acide acétique, les syndromes douloureux chez les souris
testées apparai ssent, caractérisés par des mouvements d’ éirement des pattes postérieures et de

s
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torsion de la muscul ature dorso-abdominale. Ces torsions sont comptabilisées pendant un laps

de 30 minutes.

Letableau VI représente les effets de I’ extrait éhanolique de Clematis flammula et |’ aspirine
sur le nombre de torsions provoquées par I'injection de I'acide acétique (0,6 %) chez les

souris.

Tableau VI : Nombre de torsions observé dans les différents groupes apres I’injection de I’ acide
acétique (0,6%).

Groupe Nombre detorsions
Groupel 87,00+8,18
Groupe 2 41,16+5,42
Groupe 3 52,16+5,10
Groupe 4 49,1612,77
Groupe5 43,50+1,52

Chague valeur est exprimée en moyenne + SE.M. ; n = 8; p inférieur & 0,05 est considéré
significatif par rapport au témoin.

La figure 22 représente les pourcentages des torsions abdominales causées par la douleur

aprésinjection de I’ acide acétique.
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Figure 22 : Pourcentages d’inhibition de |’ extrait éthanolique (100, 200 et 400mg/K g) de Clematis

flammula et I’ aspirine (100mg/Kg) sur le nombre de torsions induites par I’ acide acétique.

On a enregistré apres I'injection de I’ acide acétique au lot témoin 87 torsions au bout de 30
minutes tandis qu’ apres le gavage des souris par I’ aspirine (100 mg/kg) ou I’ extrait (100, 200
et 400 mg/kg) le nombre de torsions respectifs (41,16 ; 52,16 ; 49,16 et 43,5) avaient diminué
d'une maniere significative (p<0,05) dans le méme intervalle de temps. Ces résultats
correspondent a des pourcentages d'inhibition respectifs de 52,68; 40,04; 43,49; et 50%,
(Figure 22) par rapport aux animaux témoins qui n'ont recu que de |I’eau physiologique.
Cependant, aucune différence significative n’a été détectée entre les différentes doses de
I’extrait (100, 200, 400mg/Kg), indiquant que la dose de 100mg/Kg est une concentration
optimale.

La douleur provoguée par I'injection de I'acide acétique est due a la libération de la
sérotonine, |'histamine et la bradykinine et des prostaglandines inflammatoires
principalement PGE20 et PGF20 qui stimulent les neurones nociceptifs périphériques et
induisent |I"augmentation de la perméabilité vasculaire (Frederico et al., 2009 ;Wantana et
al., 2009 ; Muhammad et al., 2013).
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L es nocicepteurs sensibilisés vont libérer la substance P qui aggrave la douleur en provoquant
la production de plus d histamine. L’'extrait et le standard ont inhibé les contractions
abdominales de maniére significative. Cet effet analgésique pourrait étre lié a I’inhibition de
la libération des médiateurs chimiques (Mifio et al., 2002), un effet prouvé dans le cas de
I’ aspirine (Mahmoudia et al., 2008). Donc, il est possible que I'extrait de Clematis flammula
exerce un effet analgésique en empéchant la synthése des prostaglandines périphériques (Bose
et al., 2007). Aussi, comme il a été reporté pour certains extraits de plantes (Clerodendrum
phlomidis L.f), la stabilisation des membranes lysosomiales peut étre responsable de I’ effet
antalgique de C. flammula (Babu et al., 2011). L’inhibition de I"’AMP-cyclique bloquant la
secrétion de I’ histamine est un autre mécanisme par lequel les métabolites de C. flammula
peuvent agir pour atténuer la douleur causée par |’ acide acétique (Hall et al., 1980 ; Ghedira
et al., 2012).

Les résultats de I’ étude réalisée par Reanmongkol et Itharat (2007) ont réevélé que |’ extrait
éthanolique de Hibiscus sabdariffa calyces L a 400mg/kg a inhibé le nombre de torsions de
7,8% ce qui est largement inferieur aux résultats obtenus avec notre étude avec la méme dose
de C. flammula (50%) (Figure 22).

V.2.2. Test dela plaque chauffante

L'essal de la plaque chauffante est I'un des essais de nociception les plus répandus basés sur
un stimulus de haute intensité. La douleur induite par le stimulus thermique doit passer par le
systeme nerveux central (SNC) (Chahar et al., 2012).

Les sauts observés dans ce test mettent en jeu un acte moteur volontaire et est considéré
comme non appris et soutenu par I’activation de circuits nerveux sensoriels supraspinaux
d'organisation trés complexe (Calvino, 2001).

Les résultats sont présentés dans la Figure 23. L’ aspirine (100 mg/kg), utilisée comme référence,
aun effet analgésique significatif qui s est produit dés les premiéeres 15 minutes d observation en
comparaison avec le contrble (p<0,05). En revanche, I'activité analgésique de I’ extrait
éthanolique de Clematis flammula aux doses de 100, 200 et 400 mg/kg ne S est sentie qu’'a
partir de la trentieme minute mais qui N’ est pas dose-dépendant (p>0,05) suggérant une activité

ana gésique maximale a 100mg/Kg.

w0
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Figure 23 : Effet de I'extrait éthanolique de Clematis flammula (100, 200 et 400mg/Kg) et I’ aspirine
(100mg/Kg) sur I’ essai de la plaque chauffante a0, 15, 30, 45 et 60min.

Les essais de la plague chauffante sont basés sur le fait que les substances analgésiques
centrales telle que I’ aspirine é évent e seuil de douleur du fait de leur action inhibitrice sur la
production des prostaglandines (Ibrahim et al., 2012). Cependant I’ extrait aurait pu exercer
son action par d’ autres mécanismes d’ anti-nociception. En effet, |” hyperalgie thermique peut
étre inhibée par I’ouverture des canaux K*-ATP qui permettent I’accumulation du Ca™
intracellulaire, qui, a son tour, initie une cascade de messagers secondaires (Chen et al.,
2012). Ce dernier type d activité anti-nociceptive passe par des récepteurs narcotiques ou
opioides (Le Bars et Adam, 2002). Elle a été démontrée dans des extraits de plante telle que
Paederia sandens (Chen et al ., 2012).

Nos résultats ont prouvé que |I’extrait éthanolique a prolongé de maniére significative la
période de latence dans |'essai de la plague chauffante, suggérant que cet effet analgésique a
éé effectué principaement par l'intermédiaire de la participation du nerf central. En

comparant avec d'autres études (Mifio et al., 2002) ou les animaux traités avec I’ extrait
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aqueux de Balbisia calycina a la dose de 400 mg/kg n’a pas modifié le temps de latence,

I effet anal gésique observé dans cette étude est considéré significatif.

En revanche, Mahmoudi et al., (2008) ont trouvé que I’ extrait de Thymus pubescens a 400
mg/kg a augmenté de maniére plus significative le seuil de douleur comparé avec la plante

utilisée dans notre expérimentation.

V.3. Activité antipyrétique

La fievre est le syndrome primaire d’ une maadie d’ origine inflammatoire ou infectieuse. La
réponse fébrile est coordonnée par le systéme nerveux central par des mécanismes
endocriniens, neurologiques et immunologiques. Le déclenchement, les manifestations et le
réeglement de la réponse fébrile dépendent des propriétés pyrogenes et anti-pyrogenes de
diverses substances exogenes et endogenes (Muhammad et al., 2013).

La fievre induite par la levure de biére provoque une éévation de la fréguence cardiague (8-
12 min"/°C), de frissons, de pal pitations, d’ épisodes plus nombreux de sommeil (Siblbernagl,

2000), des syndromes observeées chez les souris injectées par cette substance.

Le Tableau VII et la Figure 24 montrent les résultats de I’ effet antipyrétique de I’ extrait
éthanolique de feuilles de C. flammula sur I’hyperthermie induite par I'injection d une

solution de levure de biere (20 %).
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Tableau VII : Effet antipyrétique de I'extrait éthanolique des feuilles de Clematis flammula sur
I” hyperthermie induite chez la souris par I’ injection de lalevure de biére.
Températurerectale Températurerectale aprésadministration des Reéduction
extraitset I’aspirine totale de
laT®ala
quatriéme
heure
Traitement | Avant O heure 1 heure 2 heures 3 heures 4 heures
et ladose I"injection | (18h
dela aprés)
levure
Groupe 1 37,31+0,18 | 37,9+0,05 38,17+0,09 | 38,24+0,13 | 38,11+0,09 | 37,82+0,08 0,08
Groupe 2 37,45+0,14 | 38,18+0,04 | 37,81+0,13 | 37,75+0,14 | 37,7+0,08 37,4+0,05 0,86
Groupe 3 37,31+0,06 | 38,01+0,10 | 38+0,03 37,93+0,03 | 37,9+0,07 37,62+0,09 0,39
Groupe4 37,51+0,14 | 38,1+0,15 37,9+0,08 37,75+0,04 | 37,68+0,09 | 37,64+0,04 0,56
Groupe5 37,42+0,10 | 38,03+0,10 | 37,81+0,15 | 37,65+0,16 | 37,58+0,14 | 37,32+0,09 0,6

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM ; p inférieur & 0,05 est considéré significatifs par
rapport au controle.

Temperature rectal

38,6
38,4
38,2
38 —&—_Controle
—f—Standard
37,8
Test 100mg/kg
37,6 =>=Test 200mg/kg
37,4 ==Test 400mg/kg
37,2 T T T T T 1

2 3

Temps (h)

Figure 24 : Effet de I'extrait éthanolique de C. flammula (100, 200 et 400mg/Kg) et |’ aspirine
(100mg/K g) sur I hyperthermie.
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La levure de biere contient un lipopolysaccharide qui se trouve dans la paroi cellulaire des
bactéries gram négatives. C’ est un pyrogéne exogene qui se lie a une protéine immunologique
appelée la protéine contraignante (LBP). Le complexe formé stimule la synthése et le
dégagement des divers facteurs endogenes tels que les cytokines TNF o, IL-1B, IL-6 qui
atteint les vaisseaux sanguins, stimulent la biosynthese des prostaglandines tels que le PGE2.
Cedernier, I’ ultime médiateur de la réponse fébrile, agit au niveau du centre hypothal amique
thermorégulateur en ralentissant la stimulation des neurones sensibles ala chaleur. Le résultat
est une augmentation de la température corporelle (Ribeiro, 2010 ; Saj€li, 2010 ; Ukwuani
et al., 2012).

Le traitement avec I'extrait de C. flammula aux doses de 200 et 400 mg/kg a réduit la
température rectale des souris avec des effets antipyrétiques significatifs dés la deuxiéme
heure et qui augmentent avec le temps jusqu'a 4h (figure 23). Une différence significative a
été constatée entre la réduction de la fievre chez les souris traitées par I'extrait a 200 et
400mg/K g apres 4 heures de traitement. Par contre, I’ extrait & 100mg/Kg n’a donné aucun
effet significatif. L’aspirine a provoqué une plus forte réduction de |’ hyperthermie a la
premiéere heure mais dont I’ effet se rapproche de ceux des extraits a 200 et 400 mg/kg dés la

deuxieme heure (p>0,05).

Nos résultats confirment que |'aspirine contribue a baisser la température corporelle,
probablement en inhibant la synthése des prostaglandines (Vergne et al., 2000). Le
mécanisme d’ action de I’ extrait éthanolique de C. flammula peut étre similaire a celui de
I’ aspirine mais moins rapide di au fait de la présence de plusieurs composés phénoliques qui
peut provoquer un encombrement stérique ou la difficulté de leur absorption par rapport a une
molécule pure.

Auss, |'effet antipyrétique des extraits pourrait ére di au blocage de la libération des
cytokines TNF a, IL-1B, IL-6 (Amol et Kallangouda, 2011; Mariappan, et al., 2011)
impliguées dans la régulation de la température corporelle qui est un équilibre sensible entre
la production et la perte de la chaleur (Adesokan et al., 2008; Valarmathi et al.,
2010 ;Ukwuani et al ., 2012).
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Les travaux réalisés par Bose et ses collaborateurs (2007) ont montré que |’ extrait de
Rutidosperma de Cleome a 400mg/kg a causé la diminution significative de la fievre induite
par lalevure de biére. Ces résultats sont comparables a ceux obtenus dans la présente étude.

V.4. Discussion générale

Les activités anti-inflammatoire, antipyrétique et analgésique d une substance sont fortement
associées du fait que le mécanisme de base peut ére le méme. Par exemple, des anti-
inflammatoires non stéroidiens comme |’aspirine sont de puissants anti-inflammatoires,
analgésiques et antipyrétiques attribués a leur pouvoir d'inhibition de la synthese des
prostaglandines. Cependant, d autres mécanismes peuvent ére impliqués car des substances
comme le paracétamol n’ont pas d' effet anti-inflammatoire, bien qu’ils soient analgésiques et
antipyrétiques. Cette éude a démontré que I’ extrait éhanolique de C. flammula agit comme
un anti-inflammatoire, analgésique et antipyrétiqgue. A la dose de 200mg/kg, son
comportement est similaire au diclofénac et |’ aspirine ce qui peut suggérer une inhibition des
prostaglandines.

En effet, des éudes menées sur trois especes de Clematis d’ origine australienne ont prouve
I’ effet inhibiteur des métabolites de ces plantes sur les cycloxygénases COX-1, COX-2 €t la
5-LOX. Cette double inhibition de la COX-2 et la5-LOX empéche le développement d’ effets
indésirables caractéristiques des AINS qui sont spécifiques ala COX-2 (Li et al., 2003 ;Li et
al., 2006). D’autres éudes ont démontré que I'effet anti-inflammatoire de Clematis
mandshurica est di a I'inhibition de médiateurs inflammatoires comme le NO' et le PGE;
dans des macrophages activés par LPS/IFN (lipopolysaccharides/interféron). Cette activité a
un effet suppresseur sur la production des cytokines pro-inflammatoires comme IL-2 et IFN-a.
(Park et al ., 2006).

Une éude menée par Lee et al., (2008) arévélé que les effets anti-inflammatoires des extraits
de C. crassifolia est basé sur la diminution de la synthese de iINOS (NO synthase inductible)
dans des macrophages activés par les lipopolysaccharides (LPS). Cet effet est di a la
présence de |’ anémonine une substance qui est présente chez toutes les especes de Clematis.

La teneur en phénols totaux de Clematis flammula (Atmani et al., 2009 ; Atmani et al.,
2011) a démontré la richesse de cette plante (80,14 mg/G de catéchine) en composés

phénoliques, ces derniers pouvant étre impliqués dans plusieurs types d’'inhibition des voies

]
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inflammatoires. Les saponines ont été identifiées dans les extraits de plusieurs especes de
Clematis. En effet, certains tels que les saponines triterpenoides identifiés dans Clematis
chinensis, ont démontré un puissant potentiel anti-inflammatoire dans le modéle de la
carragenine (Fu et al., 2008). La présence de ces polyphénols n’ a pas été encore détectée dans
les extraits de C. flammula mais on assume gue les plantes du méme genre doivent contenir

les mémes polyphénols.

Les flavonoides sont connus en tant que puissants inhibiteurs de COX et LOX (Habib et
Waheed., 2013), ainsi ils peuvent étre responsables de la réduction des prostaglandines et
d’ autre métabolites de | acide arachidonique. D’ autres éudes in vitro et in vivo ont confirmé
gue les flavonoides comme la quercétine (Comalada et al., 2005; Nair et al., 2006) €t la
lutéoline réduisent I'inflammation en inhibant I’ expression de la phospholipase A2 et de la
COX par I'inhibition de I’ activité du Nf-KB, empéchant ainsi la synthése et la libération de
meédiateurs inflammatoires (Comalada et al., 2005). En outre, la catéchine et ses dérivés
inhibent I’ expression de INOS et COX-2 (Gonzalez-Gallego et al., 2010).

Aussi, les flavonoides a travers leur groupement hydroxyles (C3-OH) fortement réactifs,
possedent une activité antioxydant et une capacité de piéger les radicaux libres en particulier
O,-, OH et NO' La production des espéces réactives d'oxygene, le monoxyde d'azote et le
peroxynitrite par les neutrophiles pendant I'inflammation induite par la carragénine a été
démontrée. Ces radicaux libres ont pour effet d’ aggraver I'inflammation (Pasquier, 1995).
Par conséquent, |’ activité anti-inflammatoire enregistrée par les extraits testés peut en partie
étre due a la présence de composés actifs possedant des activités anti-radicalaires (Ghedira,
2005).




Conclusion

Les résultats expérimentaux de cette étude suggérent que les métabolites de I’ extrait
éthanolique de Clematis flammula possedent des activités anal gésiques, antipyrétiques et anti-
inflammatoires agissant probablement sur les mécanismes périphériques et centraux par
I’inhibition du dégagement et/ou les actions des substances vasoactives (histamine, sérotonine
et kinines) et des prostaglandines. Les résultats obtenus justifient I'utilisation de I'extrait de la
plante dans la médecine traditionnelle pour le traitement des conditions douloureuses et
inflammatoires. Cependant, ce travail doit ére complété par d autres expeériences pour
€lucider les mécanismes moléculaires qui régissent I’ activité anti-inflammatoire des extraits.
De plus, I'isolement et I’identification de la structure des phytoconstituents responsables des
activités pharmacol ogiques observeées dans cette étude est nécessaire pour explorer les vertus
meédicinales de cette plante dans I'industrie pharmacologique. Aussi, il est souhaitable de
s assurer de I'absence d effets secondaires indésirables qui limiteraient I’ utilisation clinique

de cette plante comme C’ est |e cas des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS).

.
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Résumé

Clematis flammula. (Renonculacae) est une plante médicinale utilisée dans les maladies liées

a l'inflammation. L’objectif du travail éait détudier les effets anti-inflammatoire,
analgésique et antipyrétique de I’ extrait éhanolique des feuilles de Clematis flammula afin de
valoriser son utilisation en médecine traditionnelle. Aux doses de 200 et 400 mg/kg I’ extrait
éthanolique des feuilles de cette plante a réduit significativement I’ cedeme de la patte de la
souris induit par la carragénine et |’ hyperthermie induite par la levure de biére. Par contre,
I"extrait a 100, 200 et 400 mg/kg a atténué la douleur produite par I'injection de I’ acide
acétique et retardé le temps de latence de la douleur produite par la plague chauffante, Les
résultats de cette étude contribuent a valider les vertus médicinales de cette plante surtout
dans les traitements des états inflammatoires aiglies. Les constituants phytochimiques de C.
flammula sont probablement responsables de ses propriétés pharmacologiques et pourraient
remplacer certains médicaments comme les AINS qui provoquent des effets secondaires
indésirables.

Motsclés

Clematis flammula, inflammation, carragénine, diclofenac sodique, acide acétique, levure de

biere, acide acétylsdicylique.
Abstract

Clematis flammula (Ranunculaceae) is a medicinal plant used locally in inflammatory-related
pathologies. The objective of this work was to evaluate the anti-inflammatory, antalgic and
antipyretic effects of the ethanolic extract of the leaves of C. flammula to valorize its use in
traditional medicine. At doses of 200 and 400mg/K g, the ethanolic extract of the leaves of this
plant has reduced significatively the mouse right hind paw oedema induced by carrageenan
and the hyperthermia induced by yeast. On the other hand, the same extract, at the
concentrations of 100, 200 and 400mg/Kg has attenuated the peripheral pain caused by the
injection of acetic acid and retarded the latence period of the pain caused by the hot plate. The
results of this study contribute to the validation of the medicinal virtues of this plant
especialy in the treatment of acute inflammatory diseases. The phytochemical constituents of
C. flammula are probably responsible of its pharmacological properties and could therefore
replace certain drugs such as AINS that provoke adverse side effects.

Key words

Clematis flammula, inflammatory, carragenine, sodium diclofenac, acetic acid, yeadt,

acetylsalicylic acid.






