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Introduction

Depuis I'antiquité, soulager les souffrances physiques et morales a toujours été

la mission fondamentale de la médecine (Lazorthes, 2010).

Dans l'avant-propos de son article "Inflammation et anti-inflammatoires"
Galanaud (Galanaud, 2003) se questionnait sur le nombre de patients qui a eu a
s'autoprescrire un traitement anti-inflammatoire a base d’aspirine, I'un des plus
anciennement connus parmi les médicaments efficaces. Il se demandait également s'il
existait des étudiants ignorant les signes cardinaux de l'inflammation, inchangés

depuis la médecine hippocratique.

Ces constats montrent l'importance des syndromes inflammatoire et
douloureux tres fréquemment rencontrés en pratique courante, 25 a 30 % des

patients ambulatoires ou hospitalisés (Prin, et al., 2006).

Au XVII® siécle, Descartes réfléchissant sur les douleurs fantdmes disait : "La
douleur fait arriver a la conscience la vie intérieure du corps qui autrement resterait
cachée au malade et au médecin" (Larsonneur, 2017). La douleur est donc considérée
comme participant a une fonction protectrice, un signal d’alarme, a la suite d’une
lésion ou d’un traumatisme d’un tissu périphérique de I'organisme engendrant une

réaction de défense inflammatoire (Calvino, 2007).

L'inflammation constitue un processus biologique crucial pour le maintien de
I'noméostasie du corps. Elle est indispensable pour lutter efficacement contre les
agents pathogeénes et pour la réparation des tissus endommagés (Flirst & Ziundorf,
2014). Les voies de l'inflammation systémique ont été reconnues comme une
composante essentielle de la pathogenése de différentes maladies multifactorielles
regroupant les rhumatismes inflammatoires chroniques, ainsi qu'une grande variété
de facteurs de risque incluant le diabéte de type 2, les maladies cardiovasculaires et
neurodégénératives, le cancer, I'obésité, I'asthme et le vieillissement cellulaire (Scrivo,

et al., 2011).

Ces syndromes, méme s'ils représentent une fonction d’alarme indispensable a

la survie de I'organisme agressé, peuvent se révéler dangereux (Galanaud, 2003; Le
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Bars & Willer, 2004). Leur prise en charge nécessitera alors l'utilisation de

médicaments classiquement appelés anti-inflammatoires et antalgiques.

La thérapeutique anti-inflammatoire, destinée a contréler I'exces de réaction
aspécifique des tissus et a éviter la transformation de la phase aigué de I'inflammation
en phase chronique, utilise des anti-inflammatoires, stéroidiens et non stéroidiens,
employés dans tous les domaines de la pathologie. Ils appartiennent a des classes
chimiques différentes les unes des autres et sont souvent doués en outre d’'une
activité antipyrétique et antalgique (Muster, 2005; Talbert, et al., 2009; Orliaguet, et
al., 2013).

De plus en plus, la prise en charge médicamenteuse des pathologies associe
des méthodes alternatives provenant de pratiques ancestrales comme, la médecine
traditionnelle ou médecine non conventionnelle ou encore médecine complémentaire
(OMS, 2014).

L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), considére que la médecine
traditionnelle constitue soit le mode principal de prestation de soins de santé, soit un
complément a ce dernier (OMS, 2014). Les motivations peuvent différer d'une zone a
une autre. En Afrique, ol les services de santé qui s’appuient sur la médecine
conventionnelle sont, dans I'ensemble, peu disponibles et/ou peu accessibles, la
médecine traditionnelle constitue 'une des sources premieres de soins de santé. Ony
dénombre 1 tradipraticiens pour 500 personnes, contre 1 médecin pour 40 000
personnes. En milieu rural, les tradipraticiens locaux restent donc les prestataires de
santé de millions d'individus (Abdullahi, 2011). Dans des pays comme Singapour et la
République de Corée, les raisons sont culturelles et historiques. Leur systeme de soins
de santé conventionnel est relativement bien établi, malgre un recours encore
courant a la médecine traditionnelle. Enfin, en Amérique du Nord et dans une grande
partie de I'Europe ou la structure du systéme de santé est en général mature, la
médecine traditionnelle est utilisée comme thérapie complémentaire (OMS, 2014). Et
donc quelque soit le motif, l'utilisation de la médecine tradionnelle est effective et

doit étre efficace et sécurisée.
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Ainsi, les produits naturels jouent un réle déterminant dans la découverte de
pistes menant au développement de médicaments pour le traitement des maladies
humaines. En effet, ils représentent une grande diversité structurale qui n'est pas
couramment observée dans les composés synthétiques. Il a été rapporté que sur les
1184 nouvelles entités chimiques déclarées entre janvier 1981 et juin 2006, 60 % des
molécules proviennent de produits naturels ou sont a base de produits naturels
(Newman & Cragg, 2007). Les plantes ont été la base de nombreux systemes de
médecine traditionnelle dans le monde entier depuis des milliers d'années et
continuent de fournir a I'humanité de nouveaux remedes (Jachak & Saklani, 2007).

L’Afrique réputée pour la richesse de sa flore végétale, montre un grand intérét
pour la valorisation scientifique d'extraits de plantes présentant un intérét en
thérapeutique. Cette valorisation a suscité beaucoup de travaux de recherche
universitaire sur le plan botanique, chimique, pharmacologique et toxicologique qui
ont permis d’expliquer certaines utilisations traditionnelles, et a abouti dans certains
pays, au développement de médicaments traditionnels améliorés (MTA) (Pousset,
2006).

Ainsi, sur le soulagement de la douleur et de l'inflammation par la médecine
traditionnelle, plusieurs archives existent. Depuis tres longtemps, de nombreuses
personnes souffrant d'inflammation ont été traitées avec des produits
phytochimiques. Ceci a été évident a partir de la découverte du premier médicament
anti-inflammatoire, analgésique, I'aspirine. L'aspirine dont la découverte était basée
sur les propriétés antalgique et antipyrétique connues de I'écorce du saule depuis 400
ans avant JC par les Grecs et les Romains, a été en 1899, le premier médicament

puissant pour traiter les maladies rhumatismales (Vane, 1971).

Le présent travail s'inscrit dans le cadre de la valorisation de plantes de la
pharmacopée africaine et porte sur les feuilles de LPP-03-2017 (ANNONNACEAE),
plante trés utilisée en médecine traditionnelle africaine dans la prise en charge de
nombreuses pathologies. Ses différentes parties (racines, écorces de tronc, feuilles,

rameaux feuillés) sont utilisées par les praticiens de la médecine traditionnelle comme
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antalgique et anti-inflammatoire, anti-infectieux, cicatrisant, antidiarrhéique,
antihémorragique et antipyrétique (Boullard, 2001). Le choix de cette plante est
conforté par l'utilisation ancienne de son fruit et de ses feuilles comestibles, qui
entrent dans certaines préparations culinaires et dans l'alimentation du bétail

(Arbonnier, 2009).

Des travaux préliminaires effectués au Laboratoire de Pharmacologie et
Pharmacodynamie de la Faculté de Médecine, de Pharmacie et d'Odontologie de
I'Université cheikh Anta DIOP (UCAD) de DAKAR avaient permis de mettre en évidence
une activité anti-inflammatoire de I'extrait E-101 de feuilles de LPP-03-2017
(ANNONACEAE) dans la prévention de I'cedéme inflammatoire a la carraghénine chez

le rat (Lo Fall, 2010).

La présente étude avait pour objectifs de :

e Fractionner par séparation liquide-liquide les composés de I'extrait E-101 de
feuilles de LPP-03-2017 ;

e Séparer les composés de la fraction F-101 par chromatographie d'exclusion
diffusion sur gel de sephadex ;

e Procéder a la caractérisation phytochimique des différents extraits et fractions
obtenus ;

e Evaluer les activités anti-inflammatoire et analgésique des extraits et fractions
sur des modeles animaux d'cedeme inflammatoire a la carraghénine chez le rat
et de douleur a I'acide acétique chez la souris ;

e |dentifier in vitro, le mécanisme anti-inflammatoire des fractions obtenues.
Ce mémoire est subdivisé en deux parties :

- Une premiere partie qui portera sur une revue bibliographique de
I'inflammation, de la douleur et de leurs modes d'étude mais aussi sur

I'étude phytochimique et pharmacologique de LPP-03-2017 ;
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- Une deuxieme partie, qui est consacrée a I'étude du mécanisme d'action
anti-inflammatoire et analgésique des extraits et fractions de feuilles de

LPP-03-2017 par une approche in vivo et in vitro.
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Chapitre | : Généralités sur l'inflammation et la douleur

Chapitre I : GENERALITES SUR L'INFLAMMATION ET
LA DOULEUR
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L'inflammation ou réaction inflammatoire est une réponse physiologique de
défense, immeédiate et transitoire des tissus vivants vascularisés, déclenchée par toute
lésion cellulaire ou tissulaire, quel qu'en soit le mécanisme infectieux, chimique,
traumatique, immunitaire etc. (Bannwarth, 2007; College Francais des Pathologistes

(CoPath), 2012).

La réaction inflammatoire est, le plus souvent, une réponse adaptée
strictement controlée par de multiples systemes régulateurs. Elle est généralement
protectrice en participant aux processus de défense naturelle et a la réparation des
tissus lésés. On parle de réponse inflammatoire aigué, voire subaigué pouvant durer
guelgues minutes a quelques jours. C'est 'exemple des états infectieux séveres, des
pancréatites aigués, du syndrome d’écrasement, des brllures, des formes graves
d’ischémie. La réponse inflammatoire peut persister pendant des semaines voire des
années. On parle dans ce cas de réponse inflammatoire chronique. La réaction
inflammatoire devient alors délétere a |I'organisme et doit étre controlée sous |'effet

d'un traitement (Prin, et al., 2006; Boue, 2007; Mathieu & Guimezanes, 2011).

La réponse inflammatoire se décompose principalement en quatre phases
d’événements complexes et intriqués : l'initiation, la progression ou amplification et la
résolution/réparation (Raymondjean, 2007). L'initiation fait suite a un signal de
danger d’origine exogene ou endogéne et met en jeu des effecteurs primaires,
I'amplification  mobilise et active des effecteurs secondaires et |la
résolution/réparation tend a restaurer l'intégrité du tissu agressé (Prin, et al., 2006;

Boue, 2007).

Ces différentes phases mettent en action différents systemes d’adaptation
résultant de mécanismes immunitaires et endocriniens et impliquent de multiples
médiateurs. La nature du développement de chacune de ces phases et la nature des
effecteurs primaires et secondaires impliqués (cellules résidentes et recrutées;

médiateurs préformés et néoformés) conditionnent le profil d’expression clinique et

32



Chapitre | : Généralités sur l'inflammation et la douleur

biologique de la réponse inflammatoire, aigué ou chronique, locale ou systémique,

protectrice ou délétere.

Au plan clinique, la réaction inflammatoire peut se traduire par des signes
locaux (douleur, rougeur, chaleur, cedéme) ou généraux (fievre, amaigrissement,
asthénie...) (Prin, et al., 2006; Boue, 2007) (Figure 1).

Tout comme l'inflammation, la douleur au niveau des systemes sensoriels est
un processus physiologique remplissant d’abord une fonction d’alarme, avertissant le
sujet qu’un stimulus dit "nociceptif" menace son intégrité physique (Le Bars & Willer,
2004). Ce stimulus entraine la mise en jeu de mécanismes de défense visant a
sauvegarder l'intégrité de I'organisme. Ce dernier va procéder a la localisation et a la
mesure de l'intensité du stimulus (caractére sensori-discriminatif), a travers des
composantes affective, cognitive (modification de [I'attention, anticipation,
mémorisation), des réactions motrice, verbale, végétative (tachycardie, hypertension,
etc.). Il s'agit de la douleur aigué ou "douleur-symptome" (Guirimand, 2003; Meunier,
et al., 2004). Cependant, comme toutes autres fonctions de 'organisme, ce systeme
peut subir des déreglements. C'est ce qui est observé lors d'un exces de nociception
ou d'une lésion neurologique sur les voies nociceptives qui entraine des modifications
plus ou moins réversibles du systeme nociceptif. Au cours du temps, le symptome
initial "douleur aigué" se transforme ; les mécanismes biochimiques et
électrophysiologiques évoluent continuellement. Aprées plusieurs mois d’évolution, il
peut passer a la chronicité ou "douleur-maladie" du fait de facteurs
neurophysiologiques, psychologiques, comportementaux et sociaux (Guirimand,

2003; Meunier, et al., 2004).

L’Association internationale pour I'étude de la douleur communément appelée
IASP (International Association Study of Pain) la définit comme "une expérience
sensorielle et émotionnelle désagréable, associée a un dommage tissulaire réel ou
potentiel, ou décrite en termes d’un tel dommage" (Vuillet-A-Ciles & Billet, 2013). Elle
représente plus de 90 % des causes de consultations. Ce qui fait dire a certains
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auteurs que comprendre, prévenir, guérir la maladie mais aussi comprendre, prévenir
et soulager la douleur constituent les deux fondements de la médecine (Le Bars &

Willer, 2004).

ORIGINE

EXOGENE
(Infection...)

ENDOGENE

(Réactions d'hypersensibilité)

SIGNAL DE DANGER

Aigué ou chronique /;fense/ Réparation
\ 4

(Exemple : une plaie

REPONSE
Suraigué Maladies inflammatoires
(Exemple : le choc spécifiques d'organes
septique) ou systémiques

3 Séquences d'événements

1. Une phase d'initiation (effecteurs primaires)
2. Une phase d'amplification (effecteurs
secondaires)

3. Une phase de résolution efficace ou inefficace

Douleur, Rougeur, Chaleur, CEdéme Fievre, Amaigrissement, Asthénie
Insuffisance circulatoire

Figure 1 : Réaction inflammatoire : Origines et Conséquences (Prin, et al., 2006)
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L'inflammation et donc la douleur jouent un role dans un grand nombre d'états
pathologiques allant de I'anémie a l'allergie, en passant par les maladies
cardiovasculaires, les maladies neuro-dégénératives ou les accidents cérébro-
vasculaires, sans oublier les pathologies articulaires et les maladies métaboliques,
infectieuses et cancéreuses (Nutranews, 2003; Dandona, et al., 2004; Karin, et al.,

2006).

La suite du chapitre sera essentiellement axée sur les mécanismes
physiopathologiques de l'inflammation, de la douleur et des interactions entre ces

mécanismes.

I.1. Mécanismes physiopathologiques de l'inflammation
1.1.1. Facteurs inflammatoires

L'inflammation peut résulter d'étiologies multiples. Il peut s'agir d'agents
pathogenes exogénes et endogenes, dont le mode d’action n’est pas univoque

(Rousselet, et al., 2005).

e Agents pathogénes exogénes :

- Agents physiques: traumatismes, chaleur, froid, radiations ionisantes,
brilures, choc électrique ;

- Agents chimiques : caustiques, toxiques, histamine, médicaments ;

- Agents biochimiques: allergénes ou toutes substances antigéniques
notamment alimentaires ;

- Agents infectieux : ce sont les agents pathogénes vivants, pouvant agir
localement ou a distance par I'intermédiaire de toxines. Il s’agit de virus, de
bactéries, de champignons, ou de parasites.

e Agents pathogénes endogénes :
- Les causes trophiques : troubles de la vascularisation, de I'innervation ;
- Les lésions dégénératives : toute nécrose tissulaire telle que la nécrose

ischémique d’un infarctus du myocarde ;
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- Perturbations métaboliques : urée, goutte ;
- Conflit immunitaire (c'est-a-dire auto-immunité, déficit immunitaire,

dysimmunité), complexes antigenes anticorps.

1.1.2. Phases de la réaction inflammatoire

On distingue plusieurs étapes dans le processus inflammatoire :

La phase d’initiation ou réactions vasculo-sanguines ou vasculo-exsudatives
Cette phase se traduit cliniquement par les signes cardinaux classiques de
I'inflammation aigué : rougeur, chaleur, tuméfaction et douleur. Elle comporte
trois phénomenes : une congestion active, un ocedéme inflammatoire
(I'exsudat), une diapédeése leucocytaire. Son but est de « donner I'alerte » et de
recruter les cellules de I'immunité naturelle (Rousselet, et al., 2005).

La phase d’amplification ou étape cellulaire

La réaction inflammatoire se développe avec la migration et la domiciliation
(mobilisation, margination, diapédese) de différents types de cellules au sein
du foyer inflammatoire. Ce phénomene est lié a I'action coordonnée, d’une
part de facteurs chimiotactiques, d’autre part de molécules d’adhérence
exprimées a la surface des cellules sanguines circulantes et sur les autres
surfaces de contact (endothélium, matrice extracellulaire) (Prin, et al., 2006).

La détersion

Elle succéde progressivement a la phase vasculo-exsudative, et est
contemporaine de la phase cellulaire. La détersion peut étre comparée a un
nettoyage du foyer Iésionnel. C'est |'élimination des tissus nécrosés, issus de
I'agression initiale ou du processus inflammatoire lui-méme, des agents
pathogenes et du liquide de I'exsudat. La détersion prépare obligatoirement la
phase terminale de réparation-cicatrisation. Si la détersion est incompleéte,
I'inflammation aigué va évoluer en inflammation chronique (Rousselet, et al.,

2005).
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e Laphase de résolution de I'inflammation et de réparation tissulaire
La réparation tissulaire suit une détersion compléete. Elle aboutit a une cicatrice
si le tissu lésé ne peut régénérer (neurones ou cellules musculaires
myocardiques) ou lorsque la destruction tissulaire a été trés importante et/ou
prolongée (Rousselet, et al., 2005).

1.1.3. Acteurs de la réaction inflammatoire

L'inflammation fait intervenir des cellules et de nombreux médiateurs
chimiques qui peuvent étre pro- ou anti-inflammatoires et qui peuvent modifier ou

entretenir la réponse inflammatoire.

1.1.3.1. Cellules de l'inflammation

1.1.3.1.1. Granulocytes

Les granulocytes sont les cellules les plus nombreuses dans le sang
périphérique. lls regroupent les polynucléaires neutrophiles (PNN), éosinophiles et

basophiles.

Les PNN jouent essentiellement un rbéle de phagocytose des éléments
étrangers, de dégranulation et d'explosion oxydative (Gougerot-Pocidalo, et al., 2011).
Les PNN sont également capables de synthétiser un grand nombre de médiateurs
inflammatoires lipidiques [leucotriénes (LT) et prostaglandines (PG)], et cytokiniques
[les interleukines IL-1B et IL-6 ou le Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-a)]. Les PNN

sont les cellules pivots de I'inflammation aigué.

Les polynucléaires éosinophiles résident essentiellement au niveau tissulaire.
lIs liberent différents médiateurs inflammatoires comme le facteur d'activation
plaquettaire communément appelé PAF (Platelet Activating Factor) et les leucotriénes
B4 (LTB4), une grande variété de cytokines pro-inflammatoires [IL-1, IL-6, Interféron-y
(IFN-y), TNF-a] ainsi que des chimiokines comme I'IL-8. Du point de vue pathologique,
les polynucléaires éosinophiles ont été impliqués dans les Iésions tissulaires liées a

I’asthme allergique.
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Les polynucléaires basophiles sont impliqués dans l'initiation du phénoméne
inflammatoire et le recrutement des cellules immunes. Plus tardivement, ils
constituent également une source de cytokines, essentiellement des cytokines

régulatrices (IL-4 et IL-13).

1.1.3.1.2. Monocytes et Macrophages

Les monocytes représentent 2 a 10 % des leucocytes. Ce sont des cellules
jeunes qui possedent toutes les activités migratoires, chimiotactiques, phagocytaires
et sécrétoires nécessaires a leur fonction. A terme, ils migrent dans les tissus ou ils se

différencient en macrophages tissulaires multifonctionnels.

Les monocytes et macrophages sont des cellules phagocytaires. lIs libérent des
especes réactives de I'oxygene (ERO), des enzymes hydrolytiques ou des protéases qui
contribuent a la destruction d’éléments étrangers. lls interviennent particulierement
dans l'amplification de l'inflammation par une libération massive de cytokines
inflammatoires (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-12), de facteurs chimiotactiques (IL-8), de
prostaglandines ou de leucotrienes essentiellement de types PGE2 et LTB4 qui
contribuent au recrutement et a I'activation d’autres cellules immunitaires. Par une
libération plus tardive de cytokines anti-inflammatoires comme I'IL-10, ils contribuent

a rétablir I’'homéostasie au niveau du foyer inflammatoire.

Les monocytes sont considérés comme les cellules pivots de I'inflammation
chronique. lls jouent un réle prépondérant dans la destruction tissulaire et I’'entretien

du processus inflammatoire.

1.1.3.1.3. Lymphocytes

Il existe deux populations de lymphocytes (B et T) dont les réles sont
fondamentalement différents. Les lymphocytes B sont essentiellement impliqués dans

la synthése d’anticorps et dans I'immunité spécifique.
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Les précurseurs des lymphocytes T donnent naissance a des lymphocytes CD4
(régulateurs) et CD8 (cytotoxiques ou suppresseurs). Les lymphocytes CD8 exercent
des fonctions cytotoxiques qui leur permettent d’éliminer les cellules infectées par les
pathogenes intracellulaires. lls libéerent essentiellement de I'lFN-y et du TNF-a. Leur
implication dans les maladies inflammatoires est mal connue. Cependant il a été
montré que les lymphocytes CD8 jouaient un rble important dans la prévention des
maladies inflammatoires intestinales chez la souris, du fait de |'expression du facteur
de transcription "AIRE" qui active |'expression des antigénes des tissus (intestin,
pancréas, foie...) dans le thymus, lieu de développement et de différenciation des
lymphocytes T (Ménager—Marcq, et al., 2006). En absence d'AIRE, les lymphocytes T
régulateurs censés reconnaitre spécifiguement les antigénes intestinaux et réguler
par conséquent l'inflammation dans le tube digestif, ne se développent pas dans le

thymus (Pomié, et al., 2011).

Les lymphocytes CD4 jouent en revanche un role régulateur majeur dans la
réponse immunitaire et inflammatoire par la libération de cytokines spécifiques.
Différentes sous populations de lymphocytes T ont été identifiées : les cellules T
"helper precursors" (Thp) qui se différencient, selon I’environnement cytokinique, en
cellules de type Th1 avec un profil de sécrétion pro-inflammatoire (IL-2, IFN-y, TNF-a),
ou de type Th2 avec un profil anti-inflammatoire (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10) ou de type Th3,
libérant un facteur de croissance appelé TGF-B (Transforming Growth Factor B) et de

I"IL-10.

Les cellules Thl et Th2 produisent des cytokines qui inhibent mutuellement
I'activité et la prolifération de l'autre type cellulaire, définissant une "balance
Th1/Th2". Au niveau pathologique, un déséquilibre orienté vers un type cellulaire Th1
ou Th2 a été mis en évidence dans la plupart des maladies inflammatoires chroniques
(Hellal, 2007). La balance lymphocytaire pourrait constituer l'une des cibles

d’intervention thérapeutique.
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.1.3.1.4. Mastocytes

Les mastocytes sont impliqués dans l'initiation du phénomene inflammatoire et
le recrutement des cellules immunes. Les mastocytes liberent des cytokines pro-
inflammatoires (IL-1-B, IL-6, IFN-y, TNF-a,). Dans l'asthme, les mastocytes présents
dans le muscle lisse bronchique peuvent facilement dégranuler et libérer de
nombreux médiateurs qui entrainent une bronchoconstriction et la prolifération de

cellules musculaires lisses bronchiques (Berger & Tunon de Lara, 2007).

1.1.3.1.5. Cellules endothéliales vasculaires

L'appareil cardiovasculaire est tapissé d’'une monocouche de cellules
endothéliales (endothélium), régulant I'ensemble des étapes impliquées dans le
transport transendothélial des leucocytes au niveau du foyer inflammatoire (Hellal,

2007).

1.1.3.2. Médiateurs de l'inflammation

De multiples médiateurs chimiques, provenant des cellules ou du plasma,
déclenchent le processus inflammatoire et interviennent a tous les stades de

I'inflammation.

Les médiateurs d’origine cellulaire sont soit préformés et séquestrés dans des
granules intracellulaires soit synthétisés de novo en réponse a un stimulus. Le
stimulus inflammatoire induit une dégranulation et une libération des médiateurs
préformés. Les médiateurs d’origine plasmatique sont présents dans le plasma sous
la forme de précurseurs qui doivent étre activés, généralement par protéolyse pour

acquérir leurs propriétés (Rousselet, et al., 2005).

1.1.3.2.1. Médiateurs d'origine cellulaire

1.1.3.2.1.1. Amines vasoactives

Ce sont des substances présentes dans tous les tissus a des concentrations

dépendantes de la richesse en mastocytes (Russo-Marie, 1998). Elles sont formées
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avant l'inflammation et stockées sous la forme de granules cytoplasmiques. Les
amines vasoactives sont parmi les premiers médiateurs libérés lors du déclenchement
de linflammation, dans la phase initiale vasculo-exsudative. Il s’agit de la 5-
Hydroxytryptamine (5-HT) communément appelée sérotonine et de I'histamine

(Rousselet, et al., 2005).

La sérotonine (5-HT) est une substance trés largement répandue dans le
monde animal et végétal, sécrétée essentiellement par les mastocytes et les
plaguettes lors de leur agrégation et présente dans les cellules entérochromaffines
(Russo-Marie, 1998; Rousselet, et al., 2005). Elle a une action vasodilatatrice

marquée.

L’histamine est largement présente dans les tissus, au sein des mastocytes du
tissu conjonctif, des polynucléaires basophiles et des plaquettes. La dégranulation de
I’"histamine mastocytaire est déclenchée par des facteurs multiples tels que le
traumatisme, le choc thermique, le complexe antigene-anticorps (hypersensibilité de
type | allergigue médiée par les IgE), les fractions du complément (anaphylotoxines),
les enzymes lysosomiales des polynucléaires, les cytokines IL1 et IL8. Son action est
rapide et fugace. Il s'agit de I'augmentation précoce de la perméabilité vasculaire lors
de la phase aigué exsudative (vasodilatation artériolaire et contraction des cellules
endothéliales des veinules), de la contraction des fibres musculaires lisses
(bronchoconstriction) et ['attraction des polynucléaires éosinophiles dont elle

augmente les capacités d'ingestion (Russo-Marie, 1998; Rousselet, et al., 2005).

1.1.3.2.1.2. Médiateurs lipidiques

lls sont synthétisés a partir des phospholipides des membranes cellulaires. lls
comprennent les métabolites de I'acide arachidonique qui sont les éicosanoides

(prostanoides et leucotriénes) et le facteur d’activation plaquettaire (PAF-acether).
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1.1.3.2.1.2.1. Eicosanoides

Les éicosanoides sont des dérivés d'acides gras classés en prostaglandines,

prostacyclines, thromboxanes et leucotrienes (Cohen & Jacquot, 2008).

Les éicosanoides proviennent du métabolisme de |'acide arachidonique, acide
gras formé par dénaturation des phospholipides des membranes cellulaires, sous
I'influence de la phospholipase A, (PLA,), activée par l'agression initiale (stimulus
mécanique ou chimique) et par divers médiateurs (C5a). Le métabolisme de I'acide
arachidonique est complexe et les métabolites intermédiaires et terminaux ont des
effets variables et parfois antagonistes au cours de l'inflammation (Rousselet, et al.,

2005).
Il existe deux principales voies métaboliques de I’acide arachidonique :

e La voie de la cyclo-oxygénase (Figure 2 et 4) qui conduit aux principaux
médiateurs suivants :

o Les prostaglandines (PGD,, PGE,, PGF,) présentes de facon ubiquitaire dans
de nombreux tissus dont l'iris, l'intestin, le cerveau. lls ont des effets tres
variables selon la dose pharmacologique et le type de prostaglandine. Ils
entrainent le plus souvent une vasodilatation, une hyperperméabilité
vasculaire, un chimiotactisme, la douleur et la fievre. Leurs effets sont
moins rapides et plus prolongés que ceux de I’histamine (Cohen & Jacquot,
2008).

o La prostacycline (PGl,) est retrouvée dans la paroi des vaisseaux de
différentes especes dont I'homme. Elle dérive de I'endoperoxyde et
possede une demi-vie égale a 5 min. Elle est antiagrégante plaquettaire,
par inhibition de la synthése de la thromboxane et vasodilatatrice.
(Rousselet, et al., 2005; Cohen & Jacquot, 2008).

o Les thromboxanes formées a partir des endopéroxydes par une

thromboxane synthétase surtout présente dans les plaquettes et absente
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dans lI'endothélium. Il s'agit de la thromboxane A, (TXA,), a demi-vie
courte, environ 30 s, qui est transformée en thromboxane B, (TXB,), plus
stable. La TXA, est un puissant agrégant plaquettaire, et vasoconstricteur
des muscles lisses vasculaires et bronchiques. La TXB, ne favorise pas
I'agrégation des plaquettes sanguines, elle n'est pas contracturante des
fibres lisses, elle joue un role dans le chimiotactisme (Cohen & Jacquot,
2008).
Voie de la lipo-oxygénase (Figure 3 et 5) forme les leucotrienes (LT), a partir de
I’acide 5-hydroperoxyéicosatétraénoique (5-HPETE) qui donnent successivement
les leucotrienes (LT) A4, B4, Ca4, D4 et E4. lls sont tous des agents contracturants et
stimulent la libération de prostaglandines et de thromboxanes par le poumon. Le
LTB, est un puissant facteur chimiotactique des polynucléaires et des monocytes.
Les LTB,, LTC, et LTD, augmentent la perméabilité cellulaire, produisent une
hypertension, suivie d’une hypotension, modifient la fréquence et le rythme
cardiaques. Les LTC, et LTD, (cystéinyl-leucotriénes) activent la synthese des
prostaglandines, produisent une vasoconstriction de la microcirculation
pulmonaire et entrainant une constriction des bronches et de la trachée (Cohen &

Jacquot, 2008).

1.1.3.2.1.2.2. Facteur d’activation plaquettaire (PAF-
acether)

C'est un puissant médiateur synthétisé a partir des phospholipides

membranaires par activation de la phospholipase A,, par de nombreuses cellules de la

réaction inflammatoire (polynucléaires neutrophiles et basophiles, mastocytes,

monocytes-macrophages, endothélium, plaquettes). Ses effets sont nombreux et

passent par |'activation des neutrophiles, des macrophages, des éosinophiles et des

lymphocytes via une action sur des récepteurs spécifiques ou par induction d’autres

médiateurs : augmentation de la perméabilité vasculaire, agrégation des plaquettes,

stimulation de I'attraction des leucocytes et de leur adhésion a I'’endothélium. Il est
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plus actif que I'histamine et stimule également la synthése des métabolites de I'acide
arachidonique (Van de Weerdt, et al., 1995; Stevens & Lowe, 2001; Rousselet, et al.,
2005).

Figure 2 : Métabolisme de I'acide arachidonique par la voie des cyclooxygénases
(King, 2016)

De nombreux stimuli (épinéphrine, thrombine et bradykinine...) peuvent activer la
cPLA, (phospholipase A, cytosolique), laquelle hydrolyse I'acide arachidonique (AA)
provenant des phospholipides de la membrane cellulaire.

Le récepteur de la bradykinine (BDKR2) est couplé a la fois a une protéine Gi/o et Gq
dont I'activation entraine une augmentation intracellulaire de Ca™ et I'activation de la
PKC (protéine kinase C) qui est phosphorylée. Ces derniers activent la cPLA,
membranaire qui hydrolyse la PIP2 (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) en acide
arachidonique et LPI (LysoPhosphatidylinositol).

L'A.A. est ensuite converti en PGH2 (prostaglandine H2) via l'action des COX1/2
(cyclooxxygénases 1 et 2) encore appelées (Prostaglandine GH Synthase, PGS ou
Prostaglandine Endoperoxyde Synthétase).

Le PGH, donnera ensuite le PGl, (Prostacycline) par action de la PGl, Synthase ; PGE,
(Prostaglandine E;) par action de la PDE, Synthase.

La Prostaglandine F Synthase (PDFS) catalyse la formation de 9a,11B-PGF,, g a partir de
la PGD, (Prostaglandine D,) et de PGF,, a partir de PGH,.

La TXAS (Thromboxane Synthase) convertit la PGH2 en TXA, (Thromboxane A;) puis
TXB, (Thromboxane B,) (King, 2016).
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2016)

L'enzyme 5-Lipoxygénase (5-LOX) associée a une protéine FLAP (5-LOX Activating
Protein) catalyse la conversion de I'A.A. d'abord en 5-HydroPeroxyEicosaTetraEnoique
(5-HPETE), laquelle molécule et spontanément réduite en 5-
HydroxyEicosaTétraEnoique (5-HETE) puis en LTA4 (Leucotriéne A4).

LTA4 instable, est converti en LTB4 dans les neutrophiles et monocytes contenant
I'enzyme LTA4 Hydrolase.

Dans les mastocytes et éosinophiles contenant LTC4 synthase, LTA4 est converti en

LTC4. (King, 2016)

Figure 3 : Métabolisme de I'acide arachidonique par la voie des lipoxygénases (King,
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Figure 4 : Structure chimique des prostanoides (Katzung, et al., 2012)

Figure 5 : Structure chimique des leucotriénes (Katzung, et al., 2012)
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1.1.3.2.1.3. Cytokines

Les cytokines sont des médiateurs solubles, produites par un grand nombre de
cellules leucocytaires (lymphocytes et monocytes-macrophages activés) et non
leucocytaires, intervenant dans la communication intercellulaire (Cavaillon, 1996;
Fradelizi, 2002; Rousselet, et al.,, 2005). Elles agissent a faible concentration,
généralement localement, a proximité de leur lieu de synthese, sur les cellules qui les
ont synthétisées (action autocrine) ou sur des cellules voisines (action paracrine), par
I'intermédiaire d’une fixation a des récepteurs membranaires de haute affinité
(Rousselet, et al., 2005). Elles sont impliquées dans l'inflammation, la réponse

immunitaire innée et spécifique et I'hématopoiése.

Parmi les cytokines, certaines jouent un role important dans les mécanismes de
mise en place de la réponse inflammatoire, il s'agit de cytokines pro-inflammatoires,
principalement les interleukines (IL-1, IL-6, IL-8) et le TNF-a (Tumor Necrosis Factor)
(Henrotin, et al., 2001). Ces cytokines peuvent agir soit directement, soit étre a
I'origine d'une production en cascades d'autres médiateurs essentiels a
I'enclenchement et a I'entretien d'un état inflammatoire. D'autres cytokines
constituent des agents anti-inflammatoires qui participent a limiter la production de
cytokines dites pro-inflammatoires ou empécher leurs actions. Il s'agit de I'lL-1ra, I'IL-
10, I'lL-4, I'lL-13, du Transforming Growth Factor béta (TGF-B) et l'interféron alpha
(IFN-a) (Cavaillon, 1995).

1.1.3.2.1.3.1. Cytokines pro-inflammatoires
e L'IL-1 et TNF-a

Parmi les cytokines a activité pro-inflammatoire, I'lL-1 et le TNF-a jouent un
réle primordial dans l'initiation et la chronicité de la réaction inflammatoire (Henrotin,

et al., 2001).
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L'IL-1 est une protéine (17 kDa) se présentant sous deux isoformes a (159
acides aminés) et B (153 acides aminés). Sa synthése se fait sous forme d'un
précurseur par clivage protéolytique grace a l'enzyme de conversion ['IL-1
communément appelée ICE (IL-1 Converting Enzyme). Cette synthese peut étre
induite par les endotoxines bactériennes et par d'autres cytokines comme le TNF-aq,
I''IFN-y mais aussi par I'IlL-1 lui-méme. L'IL-1 est essentiellement libérée par les
mononucléaires phagocytaires stimulés, les PNN, mais aussi par d'autres cellules telles
les cellules endothéliales, les lymphocytes B et T, les fibroblastes ou encore les
ostéoclastes. L'isoforme IL-1B constitue la forme prédominante chez I'homme. Son
action passe par la fixation a deux récepteurs membranaires de la superfamille des
immunoglobulines IL1-R1 et IL1-R2. L'activation de IL1-R1 entraine les mémes effets

biologiques que celle des récepteurs au TNF (Hellal, 2007).

Le TNF existe aussi sous deux isoformes, a et B. L'isoforme B est moins actif et
est essentiellement sécrété par les lymphocytes T activés. TNF-a (157 acides aminés)
est quant a lui sécrété par une grande variété de cellules, essentiellement les
monocytes et les macrophages, les PNN et moins par les lymphocytes T, les
mastocytes et les fibroblastes. Sa maturation est assurée par clivage protéolytique
d'une protéine transmembranaire via une métalloprotéase, I'enzyme de conversion
du TNF Alpha communément appelée TNF Alpha Converting Enzyme (TACE). TNF-a
agit par fixation sur deux récepteurs membranaires TNF-R1 (p55 ou CD120a) et TNF-
R2 (p75 ou CD120b) (Hellal, 2007).

L'IL-1 et le TNF-a partagent de nombreuses activités et agissent souvent en
synergie au niveau du foyer inflammatoire. lls possedent des activités cytotoxiques et
sont a l'origine d'une réponse hémorragique. Des cellules comme les polynucléaires
neutrophiles, éosinophiles et I'endothélium vasculaire participent a cette toxicité

(Cavaillon, 1995).
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En effet, sous l'effet du TNF-a, ces cellules sont capables de libérer des
enzymes hydrolytiques et especes réactives de I'oxygéne (EROs) ayant un pouvoir
|ésionnel considérable. Aussi, I'association de produits bactériens, de I'anaphylatoxine
C5a et du TNF-a contribue a la nécrose hémorragique des tissus normaux. Elle
entraine une protéolyse musculaire et diminue la synthese des chaines protéiques de
la myosine. L'IL-1 a la capacité de participer a la dégradation du cartilage contribuant
donc activement aux mécanismes érosifs observés lors des pathologies articulaires

inflammatoires (Cavaillon, 1995).

IL-1 et TNF-a sont a la base de l'ostéolyse, résorption osseuse fruit de
I'activation des ostéoclastes par ces cytokines et également la conséquence de la
production de prostaglandines (Cavaillon, 1995). Ils induisent les effets systémiques
de la phase aigué tels que la fievre qui a un effet inhibiteur sur la prolifération de la
plupart des micro-organismes et augmentent l'intensité des réponses immunes, le
sommeil, la perte d’appétit, la libération sanguine de polynucléaires neutrophiles a
partir de la moelle osseuse, la synthése hépatique des protéines de phase aigué, dont
la protéine C-réactive qui joue un réle d'opsonine et d'activation du complément. L'IL-
1 et le TNF-a stimulent I'adhérence des leucocytes a I'endothélium en augmentant
I'expression des molécules d'adhésion a la surface des cellules endothéliales (E-
sélectine et ICAM-1). llIs favorisent la thrombose, la synthése endothéliale de IL1, ILS,
IL6, PDGF et stimulent la prolifération des fibroblastes, la synthése de collagene et
celle d'enzymes dégradant la matrice extra-cellulaire (collagénase) (Rousselet, et al.,

2005).

L'IL-1 et le TNF-a peuvent limiter I'oxygénation des tissus en favorisant la
coagulation et en interférant avec la fibrinolyse. Ces cytokines sont capables d'induire
la production de nombreux facteurs pro-inflammatoires tels que les prostaglandines,
les thromboxanes, les leucotriénes, le PAF, les protéases et les radicaux libres (anion
superoxyde, monoxyde d'azote). Ces derniers, en retour, peuvent moduler Ia
production des cytokines pro-inflammatoires (Cavaillon, 1995).
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e L'IL-6et!'IL-8

L'IL-6 est une protéine de 185 acides aminés. Elle est synthétisée par les
lymphocytes T, les fibroblastes, les mastocytes, les polynucléaires neutrophiles et
éosinophiles. Cependant les phagocytes mononucléaires représentent la source la
plus importante. La libération d’IL-6 est principalement induite par les endotoxines
bactériennes, le TNF-a et I'lL-1B. L'IL-6 peut également induire ou inhiber sa propre
synthése en fonction des types cellulaires considérés. L'IL-6 agit en se fixant a un
récepteur spécifique (IL-6R), et est impliquée dans la prolifération des lymphocytes T.
En revanche, I'lL-6 possede des propriétés anti-inflammatoires. En effet, au niveau
systémique, I'lL-6 induit la synthese des glucocorticoides endogénes. Enfin, certains
des effets de I'lL-6 impliquent une inhibition de la production du TNF-a, sous la forme
d’un rétrocontréle négatif afin de limiter la réponse inflammatoire aigué. Des travaux
ont mis en évidence le rble pro-inflammatoire de I'lL-6 en démontrant ['effet
protecteur de sa délétion ou de la neutralisation de son récepteur dans des modeles
animaux d’arthrite induite (Hellal, 2007).

L’IL-8 appartient a la famille des chimiokines, qui sont des cytokines impliquées
dans le recrutement des cellules immunes sur le site inflammatoire par
chimiotactisme. L'IL-8 appartient au groupe des CXC, nommeé ainsi en raison de la
présence d’un acide aminé entre deux résidus cystéines. C'est une protéine de 72
acides aminés, essentiellement libérée par les monocytes, les lymphocytes T, les
fibroblastes, les cellules endothéliales et les chondrocytes. L'IL-8 exerce son activité
en se liant a des récepteurs couplés aux protéines G, essentiellement CXCR1 et CXCR2.
Ses effets incluent une augmentation du chimiotactisme, I'expression de molécules
d’adhésion, la dégranulation et I'augmentation du métabolisme oxydatif des PNN
(Hellal, 2007).

L'IL-8 est exprimée a des taux anormalement élevés sur les sites inflammatoires
au cours de la Maladie de Crohn et de la Polyarthrite rhumatoide (Endo, et al., 1991;

Reimund, et al., 1997; Furuzawa-Carballeda & Alcocer-Varela, 1999). Des taux élevés
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d'IL-6 et d'IL-8 sont retrouvés précocement durant le sepsis humain, corrélés au déces

des patients (Cavaillon, 2005).

1.1.3.2.1.3.2. Cytokines anti-inflammatoires

L'IL-4, I'IL-10, I'IL-13, le TGF-B et l'interféron alpha (IFN-a) constituent les
cytokines anti-inflammatoires. Elles sont classées en fonction de leur capacité a
inhiber la production d’IL-1, de TNF, d’IL-6, d’IL-8 et des autres chémokines par les
monocytes/macrophages activés. De plus, elles favorisent la production de
I'antagoniste naturel du récepteur de I'lL-1 (IL-1ra) qui vient occuper le récepteur
spécifique de celui-ci. De méme, elles augmentent la libération a la surface des
cellules des deux formes solubles du récepteur du TNF. Enfin, les cytokines anti-
inflammatoires peuvent s'opposer a l'induction de certaines des activités pro-
inflammatoires générées par I'lL-1 et le TNF (Cavaillon, 2005).

o IL4

L’IL-4 peut empécher certaines activités des cytokines de l'inflammation, telle
I'induction des molécules ELAM-1 a la surface des cellules endothéliales ou la
résorption osseuse (Cavaillon, 2005).

e |L-10

L'IL-10 est produit par une variété de cellules types incluant les TCD4+, les
TCD8+ activées et les cellules B activées (Shaikh, et al., 2011).

Il a été montré que les souris déficientes du gene de I'lL-10 développent des
foyers inflammatoires importants au niveau du tube digestif. Aussi, un traitement par
des anticorps anti-IL-10 dés le plus jeune age chez la souris accroit leur sensibilité lors
de choc endotoxinique (Cavaillon, 2005).

L'IL-10, non seulement bloque la production des cytokines pro-inflammatoires
dont le TNF-a, mais aussi réduit I'expression des récepteurs pour le TNF a la surface
des monocytes et accroit le relargage des formes solubles des récepteurs du TNF

(Cavaillon, 2005).
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e IL-13

Son activité anti-inflammatoire passe par l'inhibition de la production de
cytokines inflammatoires telles que I'lL-1B, TNF-a, IL-8, IL-6 et MIP-1a par les
monocytes (Cavaillon, 2005; Shaikh, et al., 2011).
e TGF-B

Il a été démontré que les souris déficientes en TGF-B1 mouraient en trois
semaines avec une inflammation tissulaire généralisée, apportant ainsi la preuve de la
contribution anti-inflammatoire du TGF-B1 (Shull, et al., 1992). En plus de son action
inhibitrice sur la production de cytokines pro-inflammatoires, le TGF-B diminue la
production d’anion superoxyde et de monoxyde d’azote. L’activité anti-inflammatoire
du TGF-B peut également refléter sa capacité de diminuer le nombre de récepteurs
pour I'IL-1 (Cavaillon, 2005).
e |[FN-a

Au cours du processus inflammatoire, I'IFN-a possede la capacité d'inhiber la
production des cytokines de l'inflammation et d’accroitre les taux de formes solubles

du récepteur du TNF (Cavaillon, 2005).

1.1.3.2.1.4. Enzymes et métabolites des polynucléaires et des
macrophages
.1.3.2.1.4.1. Enzymes lysosomiaux

Les enzymes lysosomiaux sont déversés dans les vacuoles de phagocytose et
interviennent dans la digestion des produits de phagocytose ou sont déversés dans le
milieu extérieur par la lyse des polynucléaires. Les polynucléaires contiennent deux
types de granules. Dans les granules primaires (granules azurophiles) sont contenus la
myéloperoxydase, le lysozyme (hydrolyse des parois bactériennes), la cathepsine G, la
phospholipase A,, des hydrolases acides et des protéases neutres (élastase,
collagénase). Dans les granules secondaires, on note la présence de lysozyme,
lactoferrine, de gélatinase, d’activateur du plasminogéne, collagénase de type IV,

histaminase et phosphatase alcaline. Les monocytes et macrophages contiennent des
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hydrolases acides, des collagénases, une élastase, un activateur du plasminogene,
toutes ces enzymes contribuant a remodeler la matrice extra-cellulaire. Les granules
de polynucléaires éosinophiles contiennent le major basic protein, protéine toxique

pour les parasites et les épithéliums (Rousselet, et al., 2005).

Les polynucléaires et les macrophages ont donc une activité de bactéricidie et
de dégradation du tissu conjonctif dans le foyer inflammatoire (lyse de la fibrine, du
tissu élastique et collagene, des membranes basales). Des protéases neutres activent

directement le C3 et le C5.

Afin de limiter les effets pro-inflammatoires de ces enzymes quand elles sont
déversées dans le milieu extra-cellulaire et donc de limiter les lésions tissulaires qui en
sont directement issues, le sérum et les liquides extra-cellulaires contiennent des anti-
protéases telles la B-2 macroglobuline et I'a-1-antitrypsine, synthétisées par le foie et

inhibitrices de I'élastase neutrophilique.

1.1.3.2.1.4.2. Radicaux libres dérivés de I’oxygéne

lls sont formés lors de la phagocytose. lls ont une action nécrosante locale,
notamment endommagent les cellules endothéliales, inactivent des anti-protéases
dont I'a-1-antitrypsine, activent la phospholipase A,, ce qui entraine la synthése de
LTB,, chimio-attractant des polynucléaires. Leurs effets potentiellement dangereux
sont contrebalancés par des anti-oxydants présents dans le sérum, les milieux intra et

extra-cellulaires.

1.1.3.2.1.5. Molécules d’adhérence

Les cellules du foyer inflammatoire sont concentrées a |'endroit précis de
I’organisme ou I’agression a eu lieu. Ce ciblage est le résultat d’interactions complexes
de molécules d’adhérence et de leurs ligands cellulaires, qui, par exemple,
augmentent ou diminuent I'adhérence au tissu interstitiel. Les vaisseaux du foyer
expriment des molécules d’adhérence pour retenir les cellules sanguines qui portent

le ligand correspondant.
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Une grande variété de molécules d’adhérence a été identifiée (sélectines,
intégrines, superfamille des immunoglobulines). Elles interviennent dans chacune des

séquences de la migration des leucocytes (Prin, et al., 2006).

1.1.3.2.1.6. Facteurs de croissance

Ce sont des facteurs peptidiques proches des cytokines influencant la
prolifération, la différenciation, la mobilité cellulaire, par des actions endocrines,
paracrines ou autocrines. Dans la réaction inflammatoire, ils interviennent surtout a la
phase du bourgeon charnu (prolifération fibroblastique et endothéliale), de Ia
fibrinogenese cicatricielle et de la régénération épithéliale. Les macrophages activés
produisent notamment des facteurs comme le PDGF, I'EGF, le FGF et le TGFj

(Rousselet, et al., 2005).

1.1.3.2.1.7. Monoxyde d’azote (NO)

C’est un gaz soluble produit par les macrophages, les cellules endothéliales, et
certains neurones cérébraux. |l a une action paracrine a proximité de son site de
production et des effets variés au cours de l'inflammation. C’est un puissant
vasodilatateur, relaxant les cellules musculaires lisses des vaisseaux, diminuant
I’agrégation plaquettaire, régulant le recrutement leucocytaire, participant a une
action anti-microbienne. Les radicaux libres de NO sont cytotoxiques (Rousselet, et al.,

2005).

1.1.3.2.2. Médiateurs d'origine plasmatique (médiateurs
circulants)

Ce sont des médiateurs qui ne sont actifs qu'a la suite d'une cascade de
réactions qui permet d'en réguler la production. Il s'agit du systeme des kinines, du

complément, de la coagulation et de la fibrinolyse.
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1.1.3.2.2.1. Systeme des kinines

Les kinines sont de petits peptides dérivés des précurseurs du plasma par
clivage protéique dont la plus importante est la bradykinine (Rousselet, et al., 2005).
Le systéeme est activé par une des protéines de la coagulation, le facteur de Hageman
(facteur XIlI) qui clive I'enzyme polypeptidique prékallicréine en kallicréine. La
kallicréine stimule un kininogene de poids moléculaire élevé pour former la
bradykinine. Celle-ci est un puissant médiateur de I'augmentation de la perméabilité
vasculaire, elle provoque la douleur et active le systeme du complément (Stevens &

Lowe, 2001).

1.1.3.2.2.2. Systeme du complément

Le systeme du complément regroupe un ensemble de neuf protéines
plasmatiques ou facteurs du complément (C1 a C9) s’activant selon une réaction en
cascade déclenchée soit par la fixation d’'un complexe Ag-Ac sur la fraction C1 (voie
classique), soit par des substances variées telles que les endotoxines, la lyse cellulaire,

les enzymes lysosomiales libérées par les polynucléaires (voie alterne).

Certaines fractions du complément, essentiellement C3 et C5, jouent un role
dans la perméabilité vasculaire, le chimiotactisme et |'opsonisation. C3a et C5a,
également appelés anaphylatoxines, stimulent la libération de [’histamine
mastocytaire. C5a est chimiotactique pour les polynucléaires et les monocytes et
active dans ces cellules la voie de la lipo-oxygénase du métabolisme de |'acide
arachidonique, aboutissant a la libération de médiateurs lipidiques. C5a stimule
I’adhésion des polynucléaires neutrophiles a I'endothélium. C3b et C3bi favorisent la

phagocytose en se fixant a la paroi des bactéries (opsonisation).

C3 et C5 peuvent étre directement activés par des protéines présentes dans
I’exsudat, comme la plasmine et les enzymes lysosomiaux des polynucléaires
neutrophiles, ce qui contribue a un auto-entretien de la migration des polynucléaires

neutrophiles (Rousselet, et al., 2005).
55



Chapitre | : Généralités sur l'inflammation et la douleur

1.1.3.2.2.3. Facteurs de la coagulation/fibrinoformation/
fibrinolyse
Les relations sont complexes entre inflammation et systeme de la coagulation.
La présence de dépdts de fibrine intra et extra vasculaire est quasi constante dans
I'inflammation. La mise en jeu du systeme de la coagulation aboutit a la formation de
thrombine qui déclenche la formation de fibrine a partir du fibrinogene plasmatique.
L’activation du systeme de la fibrinolyse conduit a la formation de plasmine, a partir
de son précurseur plasmatique, le plasminogene. La plasmine formée détruit la fibrine
par protéolyse. L'inflammation active la fibrinoformation et par voie de conséquence

la fibrinolyse. La fibrinoformation/fibrinolyse contribue a amplifier I'inflammation.

On peut citer plus particulierement :

v' Facteur XII (Hageman): active les kinines, le systéme du
complément, la coagulation et la fibrinolyse. C'est une enzyme
sérique qui est activée par les complexes Ag-Ac, les fragments du
collagéne issus de protéolyse et les corps insolubles (cristaux).

v Produits de dégradation de la fibrine (PDF): vasodilatateurs et
chimiotactiques pour les polynucléaires.

v' Thrombine : active les plaquettes et les cellules endothéliales;
chimiotactique pour les polynucléaires et les monocytes-

macrophages (Rousselet, et al., 2005).

I.2. Physiologie de la douleur

La douleur est un symptdme quasi universel de tout traumatisme, qui est a
I'origine de multiples plaintes rencontrées en médecine générale, en médecine

d’urgence, en rhumatologie et en neurologie (Vuillet-A-Ciles & Billet, 2013).

Le processus sensoriel qui génere un message nerveux a l|'origine d’une

sensation douloureuse est qualifié de "nociception". La nociception est définie
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comme une fonction défensive et d’alarme pour notre organisme correspondant a un
ensemble de phénomeénes permettant l'intégration au niveau du systéeme nerveux
central d’un stimulus douloureux via I'activation des nocicepteurs cutanés,
musculaires et articulaires. Le transfert de I'information sensorielle se fait par les
nerfs, du lieu du ressenti de la douleur jusqu’a la moelle épiniere, puis au cerveau. Ce
sont les voies de conduction de la douleur qui assurent la transmission d'un stimulus
des récepteurs périphériques, nocicepteurs, jusqu'au cortex cérébral (Figure 6)

(Talbert, et al., 2009; Vuillet-A-Ciles & Billet, 2013).

Figure 6 : Voies nerveuses sensorielles

Les corps cellulaires des neurones sensoriels se logent dans les ganglions spinaux. lls
émettent un pseudo-axone vers la périphérie (peau, muscle, viscéres) pour former les nerfs
sensitifs et mixtes. Les stimuli sensoriels y sont captés puis transmis électriquement au
ganglion spinal (1). L'information est conduite a la corne dorsale de la moelle épiniére via
un deuxiéme pseudo-axone. L'information sensorielle est ainsi traitée localement (2) et
conduite au thalamus (3) par le faisceau spino-thalamique ventral controlatéral pour les
voies nociceptives ou par le lemnisque médial de la moelle épiniére pour les voies
somatiques. L'information est alors percue par le thalamus et distribuée au cortex ou elle
est intégrée, provoquant des réactions complexes d'ordre émotionnel et comportemental
(Mazzuca, 2007).
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Le cheminement de I'influx douloureux emprunte trois neurones :

e Le protoneurone conduit l'influx des nocicepteurs jusqu'a la corne
postérieure de la moelle. Il fait synapse sur un deutoneurone de la
substance grise spinale.

e Le deutoneurone assure la transmission spino-thalamique (voies
ascendantes).

e Le troisieme neurone assure la transmission thalamocorticale.

Apres les lames médullaires, le message nociceptif emprunte des voies

ascendantes jusqu’au thalamus. On distingue 2 voies principales :

e lLa voie de la composante sensorielle discriminative de la douleur
(emplacement, intensité, nature de la douleur) correspond au faisceau
spino-thalamique

e La voie de la composante émotionnelle, affective (caractere désagréable,
déclenche la fuite, la défense) correspond a la voie spino-réticulaire (Mann,

2012).

1.2.1. Mécanismes périphériques impliqués dans la nociception : de
la périphérie a la moelle
Les messages nociceptifs sont générés au niveau des terminaisons libres
amyéliniques, constituant des arborisations plexiformes dans les tissus cutanés,
musculaires et articulaires. Les messages sont ensuite véhiculés par des fibres
nerveuses périphériques qui, rassemblées au sein des nerfs, envoient leurs messages
vers la moelle épiniere ou s’effectue le premier relais. Ces protoneurones a
terminaisons libres dont les fibres sont faiblement myélinisées (fibres A8) ou
amyéliniques (fibores C), sont appelés nocicepteurs lorsqu’ils encodent

préférentiellement des stimulus nocifs (Le Bars & Willer, 2004; Adam, 2014).

58



Chapitre | : Généralités sur l'inflammation et la douleur

1.2.1.1. Les nocicepteurs et fibres nociceptives

Les nocicepteurs sont traditionnellement décrits comme les récepteurs chargés
de détecter tout phénomene physique, thermique ou chimique dangereux. lls sont
principalement constitués par des terminaisons nerveuses libres, qui sont distribuées
sur I'ensemble de la surface du corps ainsi que dans les muscles, les tendons ou
encore les visceres. Chacune de ces fibres se spécialise dans la transmission d’un

message nociceptif spécifique (Vuillet-A-Ciles & Billet, 2013).

Les messages nociceptifs sont générés au niveau des terminaisons libres de
fibres sensitives A8 et C, par des mécanismes de transduction (transformation d’une
énergie en potentiel de récepteur) multiples et adaptables en fonction du type et de
la durée de la stimulation. Les fibres AS de calibre fin (1 - 5 um), sont faiblement
myélinisées avec une vitesse de conduction de 4 a 30 m/s. Les fibres C, de calibre tres
fin (0,3 - 1,5 um), sont dépourvues de myéline et sont a conduction lente (0,4 - 2 m/s)
(Guirimand, 2003; Adam, 2014). Il existe aussi des fibres de gros diametre (6 - 12 um)
AB myélinisées avec une vitesse de conduction de 35 a 75 m/s, impliquées dans la
perception des stimuli tactiles non douloureux, mais participent également a la
modulation des messages nociceptifs (Vuillet-A-Ciles & Billet, 2013). L'activation des
fibres Ad serait responsable de la douleur rapide, bien localisée a type de piqlre, alors
qgue les fibres C induiraient une douleur tardive, diffuse, a type de brilure (Adam,

2014).

Les fibres C constituent 60 a 90 % de I'ensemble des fibres afférentes cutanées
et la quasi-totalité des fibres afférentes viscérales. Parmi les divers types de fibres
afférentes qui sont caractérisés, le groupe le plus important est celui des nocicepteurs
polymodaux C. Ces derniers répondent a des stimulations nociceptives de différentes
natures (thermique, mécaniques et chimique). lls sont tres sensibles au phénomeéne
de sensibilisation ou abaissement du seuil d'activation du nocicepteur aprés

répétition d'un stimulus nociceptif (Adam, 2014).
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La peau est 'une des structures possédant la plus forte densité d’innervation
avec en moyenne 200 terminaisons libres par cm? dont une majorité de fibres C de
type polymodal. Les muscles, les articulations et les viscéres contiennent aussi des
récepteurs polymodaux Ad et C mais leur caractere spécifiqguement nociceptif n’est
pas démontré, certaines fibres jouant un rbéle dans |'adaptation circulatoire ou
respiratoire au cours de l'exercice musculaire. En dehors d’une inflammation, les
visceres semblent insensibles aux stimulations mécaniques ou thermiques et les fibres
C viscérales ne sont pas spécifiques de la nociception mais participent a de multiples
régulations. Par exemple, certaines fibres pleurales ou pulmonaires sont activées par
des substances irritantes et seraient impliquées dans la survenue d’une dyspnée

(Guirimand, 2003).

1.2.1.2. Médiateurs et récepteurs périphériques de la douleur
1.2.1.2.1. Médiateurs biochimiques périphériques

Les nocicepteurs sont directement activés par des stimulations thermiques et
mécaniques. Cependant, les Iésions traumatiques, inflammatoires ou ischémiques
vont provoquer la libération par les tissus lésés de substances chimiques. Ces
substances pourront, soit activer directement les nocicepteurs et sont dites

algogeénes, soit sensibiliser les nocicepteurs a d’autres stimuli (Mann, 2012).

Les facteurs susceptibles d’activer et/ou de sensibiliser les nocicepteurs a la

suite d’une lésion tissulaire appartiennent a trois groupes (Figure 7) :

e Les premiers, protons H*, adénosine triphosphate (ATP), sont directement liés
a la lésion tissulaire et activent les nocicepteurs, déja excités directement par le
stimulus causal lui-méme ;

e Les seconds, bradykinine, histamine, sérotonine (5-HT), prostaglandines (PG),
leucotrienes, cytokines pro-inflammatoires, facteur de croissance (NGF), sont
liés aux processus inflammatoires. Ils sensibilisent les nocicepteurs aux stimuli

physiques et a I'action des autres substances ;
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e Les derniers sont des peptides, substance P (SP), neurokinine A, peptide

associé au géne de la calcitonine (CGRP), libérés par les nocicepteurs eux-

mémes.

Figure 7 : Récepteurs, nociception et inflammation (Le Bars & Adam, 2002)

La figure représente les facteurs susceptibles d’activer (—>) et/ou de sensibiliser (- - ->)
les nocicepteurs a la suite d’'une Iésion tissulaire

ATP : adénosine triphosphate ; 5-HT : sérotonine ; PG : prostaglandines ; NGF : nerve
growth factor (facteur de croissance) ; sP : substance P ; CGRP : peptide associé au gene
de la calcitonine ; TNF : tumor necrosis factor (Facteur nécrosant tissulaire) ; IL :
interleukine ; PAF : platelet activating factor (Facteur d'activation plaquettaire) ; VRL :
vanilloid receptor-like ; ASIC : acid-sensing ionic channel ; EP : récepteur de la
prostaglandine E ; IP : récepteur de la prostaglandine | ; TTXr : tetrodotoxine-resistant ;
TTXs : tetrodotoxine-sensitive ; SNS : canal sodique sensoryneurone specific.
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Les mastocystes libérent de [I'histamine, substance habituellement
prurigineuse, qui devient douloureuse a concentration élevée. L'agrégation
plaquettaire est source de sérotonine. L’ATP, présent dans toutes les cellules de
I’organisme, est libéré au cours de processus actifs (libération vésiculaire) lors de
stimulations douloureuses ou passivement lors d’une lyse cellulaire. Les plaquettes
étant riches en ATP, leur agrégation provoque aussi une libération importante de ce
neurotransmetteur. La substance P (SP) est abondante dans les fibres fines
périphériques et intervient dans la transmission des messages nociceptifs vers les
neurones spinaux. Cependant ce peptide joue aussi un rble essentiel dans les
mécanismes périphériques de la nociception (Le Bars & Willer, 2004).

Les terminaisons libres des nocicepteurs libérent des agents vasodilatateurs
capables d’augmenter la perméabilité vasculaire et, par conséquent, la fuite
plasmatique. Aprés stimulation nociceptive, l'influx nerveux se propage non
seulement vers la moelle mais aussi vers les autres terminaisons libres de la méme
fibre qui vont a leur tour libérer des peptides dont la substance P ou le géne de la
calcitonine (CGRP). Il en résulte une vasodilatation, une dégranulation des
mastocytes. Cette inflammation neurogene est a l|'origine de I'amplification de
I’"hyperalgésie connue sous le nom de réflexe d’axones. Le peptide associé au gene de
la calcitonine (CGRP), la sérotonine et la neurokinine A, participent aussi a ces
processus. L'ensemble de ces réactions dépend des conditions physicochimiques
locales qui sont modulées par le systeme sympathique. Aprés lésion nerveuse
périphérique, les nocicepteurs C développent une autre forme de sensibilisation,
associée a une libération accrue de noradrénaline a partir des terminaisons
sympathiques. L’ATP est aussi un co-neurotransmetteur de la noradrénaline dans les
neurones du systeme sympathique. Ceci pourrait faire le lien entre la douleur
entretenue par le systeme sympathique et la stimulation de récepteurs aux purines
par libération d’ATP ; d’ou la notion de couplage anormal entre efférences
sympathiques et neurones afférents primaires. Les prostaglandines et probablement

les leucotrienes sont peu algogenes mais jouent un role essentiel puisqu’elles
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sensibilisent les récepteurs a l'action d’autres substances. Ces phénomenes de
sensibilisation, c’est-a-dire d’abaissement du seuil d’activation des nocicepteurs,
participent a I’hyperalgésie primaire observés dans les états inflammatoires. Les
macrophages libérent des neurotrophines (NGF) et les cytokines qui déclenchent la
cascade de l'inflammation. L’activation de la phospholipase A2 provoque la libération
a partir des phospholipides membranaires d’un précurseur, I'acide arachidonique, a
I'origine de la formation de thromboxanes, de prostacyclines et de prostaglandines

(Guirimand, 2003).

1.2.1.2.2. Nocicepteurs "peptidergiques" et "non peptidergiques"

Les fibres sensorielles amyéliniques peuvent étre classées en fonction de leur
profil neurochimique. On distingue ainsi deux sous-populations de fibres C
nociceptives sensibles a la capsaicine. Les premieres, dites « peptidergiques »,
synthétisent notamment la substance P et le géne codant pour la calcitonine (CGRP)
et sont sensibles au facteur de croissance NGF dont elles expriment les récepteurs
spécifiques. Ce sont ces fibres qui sont a l'origine de I'inflammation neurogene. Les
secondes, dites « non peptidergiques » car elles n’expriment ni la substance P ni le
CGRP, sont également définies par la présence du protooncogene tyrosine-kinase
(Trk) RET, récepteur d’'une autre famille de facteurs de croissance, celui du facteur
neurotrophique dérivant de la cellule gliale (GDNF), et d’une sous-classe de
récepteurs purinergiques (P2X3). Ces deux sous-populations de fibres nociceptives
cutanées se projettent différemment dans la corne postérieure de la moelle, dans les
couches les plus superficielles | et llo pour ce qui est des fibres peptidergiques, et
exclusivement dans la couche lli pour les fibres non peptidergiques. Les couches | et
Ilo contiennent des neurones qui expriment le récepteur a la substance P, appelé NK1.
La couche lli ne contient que des interneurones dont les caractéristiques principales
sont de répondre uniquement aux stimuli mécaniques non nociceptifs et d’exprimer
la protéine-kinase Cy (PKCy) dont la synthése est augmentée par l'injection sous-
cutanée d’un agent inflammatoire (Le Bars & Willer, 2004).
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1.2.1.2.3. Récepteurs élémentaires localisés sur les nocicepteurs

Un certain nombre de récepteurs biochimiques sont présents sur la membrane
des fibres afférentes primaires. Certains d’entre eux sont des transducteurs, c’est-a-
dire gu’ils sont capables de transformer un stimulus physique en un courant
transmembranaire dépolarisant. C’'est la mosaique de récepteurs biochimiques
spécialisés tapissant leur membrane qui est a l'origine de la "plasticité" des

nocicepteurs polymodaux (Coutaux, et al., 2005).

1.2.1.2.3.1. Les récepteurs vanilloides

Les vanilloides constituent une famille naturelle d’irritants, responsables de la
saveur "piquante" des épices. C'est par exemple la capsaicine (la plus connue), la
pipérine ou le zingerone extraits respectivement du piment, du poivre noir et du
gingembre. L’application de capsaicine sur la peau provoque chez 'homme une
sensation de brdlure. Cette derniere est abolie par le refroidissement et exacerbée
par le réchauffement. La capsaicine active les fibres C polymodales par I'intermédiaire
d’un récepteur spécifique, le récepteur ionotropique vanilloide "VR-1".
Physiologiquement, VR-1 se comporte comme un récepteur a la chaleur intense. Le
récepteur VR-1 est une protéine-canal non sélectif laissant passer tous les cations,
avec cependant une préférence pour le calcium. Les protons ou la capsaicine
n’activent pas directement le récepteur VR-1, mais abaissent considérablement son
seuil de déclenchement. Il sera alors activé par la chaleur ambiante et participe au

phénomeéne d’allodynie (Coutaux, et al., 2005).

Le canal s’ouvre sous l'action de la chaleur. Le seuil de cette ouverture est
déterminé par son environnement biochimique. Le récepteur est directement
sensibilisé par le pH extracellulaire et les vallinoides, et indirectement par diverses
substances inflammatoires. Lorsqu'il est sensibilisé, le récepteur peut ainsi répondre a
la chaleur ambiante. Cette propriété permet d’expliquer les effets bénéfiques du froid

pour soulager certaines douleurs. L’entrée de calcium provoque une chaine de
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réactions qui n’a rien de spécifique aux nocicepteurs (Figure 8) (Le Bars & Willer,

2004).

Figure 8 : Récepteur a la capsaicine (VR-1) (Le Bars & Adam, 2002)

PG : prostaglandine ; 5-HT : 5-hydroxytryptamine ; GDP : guanosine diphosphate ; GTP : guanosine
triphosphate ; ATP : adénosine triphosphate ; DAG : diacylglycérol ; PIP2 : phosphatidylinositol
biphosphate ; IP3 : inositol triphosphate.

L'entrée du Ca™ initie une chaine de réactions : (1) amplification du phénoméne par
phosphorylation du récepteur au travers de protéines-kinases, (2) exocytose, notamment de
peptides puis (3) inactivation par sa déphosphorylation déclenchée par la calcineurine, elle-méme
sous la dépendance du complexe Ca*’-calmoduline. Une propriété est plus caractéristique des
nocicepteurs : le calcium cytosolique est essentiellement d’origine extracellulaire car il n’existe pas
de réticulum endoplasmique dans les terminaisons libres. Les protéines-kinases C (PKC) sont
activées par une phospholipase C (PLC) (4), elle-méme sous la dépendance d’un récepteur
métabotropique (partie supérieure droite de la figure) et de tyrosines-kinases, tel TrkA, récepteur
a haute affinité du facteur de croissance NGF (partie droite de la figure). Quant aux protéines-
kinases A (PKA), elles sont couplées a des récepteurs métabotropiques liés a des protéines G
stimulatrices « Gs » (5) ou inhibitrices « Gi » (6) par I'intermédiaire de I'adénosine monophosphate
cyclique (AMPc) (partie gauche de la figure).
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1.2.1.2.3.2. Les récepteurs a la bradykinine B1 et B2

Les kinines (bradykinine et kallidine) sont des peptides aux roles multiples dans
I’"hyperalgésie. lls interviennent dans la cascade de l'inflammation en stimulant la
production de cytokines (interleukines, TNF-a, etc.), la libération d’acide
arachidonique et la dégranulation des mastocystes. La bradykinine active et
sensibilise les nocicepteurs via des récepteurs de type B2, déclenchant ainsi la
libération de peptides (substance P, CGRP). Les tissus normaux sont dépourvus de
récepteurs de type B1 qui ne sont synthétisés qu’en présence d’une inflammation par
intervention du facteur nucléaire NF-kB. Le récepteur Bl est donc dit «inductible», a

I’opposé du récepteur B2, «constitutif» (Guirimand, 2003).

1.2.1.2.3.3. Les récepteurs de I’ATP : récepteurs purinergiques

L’adénosine triphosphate (ATP) au dela d'une réserve énergétique de la cellule
est aussi un neurotransmetteur important impliqué dans l'initiation et la transmission
des processus douloureux. L'ATP interviendrait particulierement dans les douleurs en
relation avec des phénoménes ischémiques ou vasculaires (angine de poitrine,
migraine, dysménorrhée, etc.). Aprés chirurgie, I'importance des lyses cellulaires
provoquerait de fortes libérations d’ATP qui vont contribuer au processus douloureux.
Les douleurs engendrées par des phénoménes de nécroses (comme au cours des
pathologies malignes) pourraient aussi relever d’une action prépondérante de I’ATP.
L’ATP agit via des récepteurs purinergiques ionotropes (P2X) qui sont des récepteurs
de type canaux ioniques et des récepteurs métabotropiques (P2Y) qui sont des
récepteurs liés a une protéine G. Sept récepteurs P2X (classés de 1 a 7) sont identifiés.
Le plus intéressant est le récepteur P2X3 que les nocicepteurs périphériques non
peptidergiques expriment plus spécifiquement. A noter que ce récepteur est exprimé
aux deux extrémités du neurone, a la fois en périphérie (au niveau de la peau, de la
langue, des viscéres, de la vessie et de la pulpe dentaire, etc.) et a I'extrémité spinale.
Il semble bien que dans un tissu normal, la concentration d’ATP requise pour stimuler

un nocicepteur soit trés élevée. Le méme effet est obtenu avec des concentrations
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bien moindres en présence d’une inflammation. Apres application de capsaicine pour
déclencher une hyperalgésie, |'effet algogene de I’ATP est considérablement renforcé.
Il en est de méme apres exposition de la peau aux ultraviolets (Guirimand, 2003; Le

Bars & Willer, 2004).

1.2.1.2.3.4. Les récepteurs a I’acidité

Il s'agit de la superfamille des canaux sodiques bloqués par I'amiloride et
dénommée acid-sensing ionic channel (ASIC). Six sous-types de récepteurs ASIC ont
été décrits, dont cing sont exprimés dans les fibres afférentes primaires de petit
diametre. Ils sont activés a un pH de 6,9, proche du pH physiologique. Le pH des tissus
enflammés pouvant baisser jusqu’a 5,5, il en résulte que le moindre phénomeéne
inflammatoire ou lésionnel s"accompagnera d’une activation de ces récepteurs. Il est
probable que la douleur déclenchée par un exercice musculaire violent et prolongé
résulte des effets des acides carbonique et lactique sur ces récepteurs ASIC (Le Bars &

Willer, 2004).

1.2.1.3. Transmission des influx nociceptifs

La transmission de I'influx nociceptif est le résultat d’un long processus nerveux
qui implique le systeme nerveux périphérique (SNP) et le systéeme nerveux central
(SNC). Cette douleur est initiée par les neurones afférents primaires du SNP et sera
relayé au SNC, via le corps cellulaire des neurones afférents primaires se trouvant

dans les ganglions de la racine dorsale (DRG) (Thériault, 2014).

Le processus de la perception de la douleur peut se diviser en quatre processus
principaux : la transduction, la conduction, la transmission et lI'interprétation. Les
neurones afférents primaires détecteront un signal potentiellement nocif de la
périphérie vers la moelle épiniére a I'aide de récepteurs spécifiques et permettront la
transduction du signal nociceptif en un signal électrique (transduction). Le courant
ainsi généré permettra le déclenchement du potentiel d’action (PA), via I'activation de

canaux sodiques dépendant du voltage, dans le neurone afférent primaire

67



Chapitre | : Généralités sur l'inflammation et la douleur

(conduction). Le potentiel d’action ainsi créé sera conduit jusqu’a I'extrémité
présynaptique ou il déclenchera la libération des neurotransmetteurs sous la
dépendance d'un influx de Ca™ par les canaux calciques. Cette libération de
neurotransmetteurs, principalement du glutamate, permettra la transmission du
signal aux neurones de deuxieme ordre de la moelle épiniere. Finalement, il y aura
transmission du signal au niveau des aires supérieures, ou plusieurs régions sont
impliquées dans l'intégration et l'interprétation du signal (Raouf, et al., 2010;

Thériault, 2014).

1.2.1.3.1. Canaux sodiques dépendant du voltage

L'activation des récepteurs membranaires dépolarise les fibres sensorielles et
ainsi active les canaux sodiques dépendant du voltage (Nay) responsables du
déclenchement des potentiels d'action qui seront transmis aux neurones centraux
(Mazzuca, 2007). lls ont un réle crucial dans le contréle de I'excitabilité des neurones
et la transmission du potentiel d’action mais aussi dans de nombreuses neuropathies
chroniques douloureuses observées apres des lésions des nerfs périphériques (Adam,
2014; Mazzuca, 2007). Sur le plan pharmacologique, il s’agit en général de canaux a
bas seuil dont la cinétique d’inactivation est rapide et que I'on peut bloquer par la
tétrodotoxine (tétrodotoxine-sensible, TTXs). lls sont présents sur la membrane des
terminaisons des fibres afférentes primaires, qu’elles soient ou non myélinisées. Les
anti-arythmiques, les anti-convulsivants et les anesthésiques locaux bloguent
principalement les canaux sodiques TTXs responsables du déclenchement du
potentiel d’action. Les anesthésiques locaux sont couramment employés en
anesthésie pour inhiber la transmission des influx nociceptifs durant I'intervention
chirurgicale et réduire la douleur postopératoire (blocs nerveux). Les fibres
nociceptives amyéliniques possedent en outre la singularité de présenter au sein de
leurs membranes des canaux sodiques insensibles a la tétrodotoxine (tétrodotoxine-
résistant, TTXr). A la différence des canaux TTXs, leur seuil est élevé et leur cinétique
d’inactivation est lente. Les courants TTXr sont augmentés par plusieurs médiateurs
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"hyperalgésiques" par l'intermédiaire de protéines-kinases A (prostaglandine,
sérotonine) ou de protéines-kinases C (bradykinine, histamine). La synthése de canaux

TTXr est augmentée au cours de l'inflammation (Le Bars & Willer, 2004).

1.2.1.3.2. Canaux calciques dépendant du voltage

Ces canaux calciques sont exprimés au niveau des nocicepteurs, plus
particulierement au niveau des terminaisons présynaptiques spinales des neurones
des ganglions spinaux ou ils contélent le relargage des neurotransmetteurs ainsi qu’au

niveau des terminaisons nerveuses périphériques (Mazzuca, 2007).

La libération des neuromédiateurs et neuromodulateurs est avant tout
déterminée par la concentration du calcium présynaptique, elle-méme sous la
dépendance de courants calciques qui parcourent des canaux spécifiques (Le Bars &

Willer, 2004).

Parmi les différents types de canaux calciques dépendant du voltage mis en
évidence, deux sont trés impliqués dans la nociception, il s'agit des types N et T. les
canaux calciques de type N (Ca,2.2) sont présents sur les fibres afférentes primaires et
au niveau des terminaisons nerveuses. lls jouent un role primordial dans I'excitabilité
et la libération des neuromédiateurs au niveau spinal. Sur le plan pharmacologique, ils
sont bloqués par la w-conotoxine dont un des analogues synthétiques utilisables chez
I'hnomme est le ziconotide. Les canaux calciques de type T Ca,3 (Ca,3.1-3.3) sont
présents sur les fibres afférentes primaires et au niveau des fibres post-synaptiques
ou ils agissent conjointement avec le récepteur de la substance P pour activer le
récepteur NMDA. Ce récepteur a un réle majeur dans la sensibilisation centrale, a ce
titre, il représente une cible analgésique a fort potentiel thérapeutique (Adam, 2014).

1.2.2. Mécanismes spinaux de la nociception
1.2.2.1. Projections spinales des fibres périphériques

Sur le plan anatomique, les fibres fines Ab et C s’étalent sur un a six segments

dans la substance blanche dorso-latérale pour se terminer dans les couches
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superficielles (I et Il) de la corne dorsale. Cette diffusion sur plusieurs étages réduit la
netteté du message douloureux en le mélangeant a d’autres informations non
nociceptives et issues d’autres territoires. L'information est ensuite divulguée soit
vers le cerveau (neurones ascendants), soit vers d’autres étages de la moelle ou vers
la partie antérieure de la moelle qui contient les motoneurones commandant les

activités réflexes. Exemple : retirer sa main d’un endroit brilant.

1.2.2.2. Neurones de la corne dorsale de la moelle

Dans la moelle, les fibres périphériques font synapses avec deux catégories
principales de neurones qui répondent a des stimuli nociceptifs. Les premiers sont
spécifiquement activés par ces stimuli (neurones nociceptifs spécifiques), les seconds
y répondent de facon préférentielle mais non exclusive (neurone a convergence ou

"wide dynamic range") (Adam, 2014).

¢ les neurones nociceptifs dits spécifiques recoivent exclusivement des fibres Ad et
C. Certains répondent exclusivement a un type de stimulus nociceptif, thermique
ou mécanique par exemple (Adam, 2014). Ils sont localisés en plus grand nombre
dans les couches les plus superficielles de la moelle (couches | et Il). Ces neurones
expliguent le rapprochement entre des sensations thermiques et douloureuses,
deux sensations importantes pour I’homéostasie (Guirimand, 2003).

e les neurones nociceptifs dits non spécifiques encore appelés neurones a
convergence, ou encore neurones a large gamme réceptive car ils répondent aussi
a des stimulations non nociceptives. lls sont situés dans les couches profondes de
la corne dorsale de la moelle (couche V de Rexed). Leur fréquence de décharge et
la durée d’émission des signaux codent l'intensité de la stimulation. Des fibres
afférentes primaires, provenant de territoires cutané ou viscéral peuvent faire
synapse avec un méme neurone de projection. Cette convergence viscéro-
somatique sert de base physiologique a I'explication des douleurs projetées : une
stimulation d’origine viscérale sera intégrée au niveau des centres supérieurs

comme provenant d’un territoire cutané. Exemples : douleur dans I'épaule droite
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de la coligue hépatique ; infarctus du myocarde, douleur au niveau de la poitrine

ainsi qu’au niveau du bras gauche (Guirimand, 2003; Mann, 2012).

1.2.2.3. Libération de neuromédiateurs et de neuromodulateurs
dans la moelle

Dans la moelle sont libérés des neuromédiateurs et neuromodulateurs
responsables de la transmission des messages nociceptifs périphériques vers les
neurones spinaux. Il s'agit de deux groupes principaux de substances, les acides
aminés excitateurs comme le glutamate qui sont les neurotransmetteurs a
proprement parler et des neuropeptides qui modulent les effets des premiers. Leur
libération, par exocytose des vésicules synaptiques, est déclenchée par le calcium
cytosolique des terminaisons des fibres afférentes primaires. Les neuropeptides sont
trés nombreux (substance P, somatostatine, CGRP, cholécystokinine, neurokinine A,
...) et pourraient jouer le rbéle de neuromodulateurs, c’est-a-dire de substances
endogenes qui, sans avoir d’effets propres, modulent les effets excitateurs ou
inhibiteurs des neurotransmetteurs (acides aminés excitateurs et inhibiteurs) (Figure
9).

La survenue de potentiels d’action au niveau des membranes des terminaisons
provoque I'ouverture de canaux calciques dépendant du voltage. L'augmentation de
la concentration calcique va déclencher la libération d’un certain nombre de
médiateurs dont le glutamate. Ce dernier va interagir avec trois types de récepteurs

postsynaptiques :

v’ récepteur ionotropique acide-2-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxalone
(AMPA)/kainate (AMPA-R) qui ouvre un canal sodique ;

v’ récepteur métabotropique (mGlu-R) qui sensibilise le récepteur AMPA/kainate
par une protéine-kinase A (PKA) ;

v’ le récepteur N-méthyl-D-aspartate (NMDA) par une protéine-kinase C (PKC) ;

qui ouvre un canal cationique, préférentiellement calcique.
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Figure 9 : Libération de neuromédiateurs et de neuromodulateurs par les
terminaisons centrales des fibres afférentes primaires (Le Bars & Adam, 2002)

En outre, le glutamate libéré dans la fente synaptique va se fixer sur des
récepteurs présynaptiques pour favoriser sa propre libération ou étre capturé par des
transporteurs actifs situés sur les membranes de la terminaison et des astrocytes qui

I’entourent.

Les peptides, notamment la substance P (SP), sont également libérés. Le
complexe ligand-récepteur SP/NK1 s’internalise rapidement pour étre recyclé

ultérieurement.

Sous linfluence du NGF, le facteur neutrophique cérébral (BDNF) est
surexprimé par les phénomeénes inflammatoires périphériques. Il se lie au récepteur a
forte affinité tyrosine-kinase B (TrkB) pour phosphoryler le récepteur NMDA par

I'intermédiaire d’une PKC.
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L’ensemble de ces phénomenes déterminés avant tout par la concentration de
calcium présynaptique, se trouve sous la dépendance de nombreux mécanismes qui
vont favoriser ou inhiber la libération des neuromédiateurs et neuromodulateurs.

C'est le cas du récepteur acide gamma-amino-butyrique (GABA-A).

Enfin, le calcium cytosolique de I'élément postsynaptique active la production
d’oxyde nitrique et de cyclo-oxygénase (COX-2). De concert avec les récepteurs NMDA

présynaptiques, prostaglandines (PG) E et monoxyde d'azote (NO) favorisent I'entrée

de calcium dans I'élémen{ présynaptique (Figure 9).

1.2.2.3.1. Récepteurs présynaptiques

La concentration de calcium cytosolique présynaptique est régulée par un
certain nombre de mécanismes qui vont favoriser ou inhiber la libération des
neuromédiateurs et neuromodulateurs. Ces mécanismes, pour la plupart connus de
longue date, sont déclenchés par des récepteurs spécifiques. Parmi les premiers,
"pronociceptifs”, il y a 'ATP (récepteurs P2X), la sérotonine (récepteurs 5-HT;) et les
prostaglandines (récepteurs EP). Parmi les seconds, "antinociceptifs", on distingue
I’acide gamma amino butyrique (GABA) (récepteurs GABA-B), la noradrénaline
(récepteurs a2), la sérotonine (récepteurs 5-HT;4 et 5-HT;3) et les opioides (K, 6 et k).

Ces récepteurs agissent par divers mécanismes.

1.2.2.3.2. Effets des acides aminés excitateurs

Les récepteurs du glutamate et de |'aspartate sont répartis en trois grandes
familles (Figure 10). Les deux premiers comprennent un canal ionique qui regle
I’entrée des cations dans la cellule. On distingue, selon leurs ligands, les récepteurs
AMPA/kainate et les récepteurs NMDA. Les troisiemes sont des récepteurs

"métabotropiques".

On attribue au récepteur NMDA un réle central dans I’hyperalgésie d’origine

centrale et dans I’évolution de la douleur vers la chronicité, d’autant que sa
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stimulation provoque des modifications a long terme de I'excitabilité des neurones de

la corne postérieure de la moelle.

Figure 10 : Récepteurs glutamatergiques (Le Bars & Adam, 2002)

Il existe plusieurs sous-familles de récepteurs "métabotropiques" liés a une
protéine G. Certains (mGIuR1 et mGIuR5) sont localisés sur les membranes pré et
postsynaptiques et sont couplés a une chaine de réactions excitatrices intracellulaires.
Il s'agit soit de I'activation d’une phospholipase C, activation d’'une PKC puis
phosphorylation du récepteur NMDA ou production d’AMP cyclique, activation d’une
protéine-kinase A puis phosphorylation du récepteur AMPA/kainate. Au total, ces
récepteurs métabotropiques sont a l'origine d’une augmentation de calcium
cytosolique et d’une amplification des effets des récepteurs ionotropiques du
glutamate. Ces seconds messagers intracellulaires, qui ne sont du reste nullement
spécifiques de la nociception, entrainent un ensemble d’événements cellulaires,
notamment la production NO et de COX-2, cette derniére, constitutive dans la moelle,
provoquant la synthése de prostaglandines. Aprés diffusion vers [|'élément
présynaptique, NO et prostaglandines y favorisent I'entrée de calcium. Il s’agit la
typiquement de rétrocontrdles positifs qui, de concert avec les récepteurs NMDA
présynaptiques, forment un nouveau "cercle vicieux" par lequel le glutamate favorise
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sa propre libération, ce qui pourrait provoquer des phénomenes de sensibilisation a
long terme. Le paracétamol est capable de rompre ce cercle vicieux en inhibant au

niveau central la synthése de prostaglandines et de NO.

Le processus d’inactivation du glutamate est simple. En effet, libéré dans la
fente synaptique, il est capturé par des transporteurs actifs situés sur les membranes
de la terminaison de la fibre afférente primaire et des astrocytes qui I’entourent. Ces
derniers le transforment en glutamine qui est libérée puis recapturée de fagon active
par les fibres afférentes primaires, elles-mémes la retransformant en glutamate

(Figure 10).

1.2.2.3.3. Effets des peptides

Le r6le de neuromédiateur de la substance P au niveau des terminaisons
centrales des fibres afférentes primaires fines n'est pas élucidé. Il est vraisemblable
cependant qu’elle module la transmission synaptique au travers d’une PKC en
phosphorylant les récepteurs NMDA. Mais comme le complexe ligand-récepteur
SP/NK1 s’internalise trés rapidement, on ne peut étre surpris par la fugacité de ses
effets. Il est a noter par ailleurs que les souris transgéniques n’exprimant pas la
substance P ou son récepteur NK1 sont a l'origine de résultats confus et
contradictoires pour ce qui est de la nociception mais en revanche convergents et
homogenes en ce qui concerne I'abolition de I'inflammation neurogéne. Le réle de la
substance P "périphérique" est donc, quant a lui, bien confirmé (Le Bars & Willer,

2004).

1.2.2.4. Role des cellules gliales

Des données expérimentales suggerent que les cellules gliales joueraient un
réle primordial dans les mécanismes impliqués dans la sensibilisation centrale

(Milligan & Watkins, 2009).

Les cellules gliales sont des cellules non neuronales qui représentent plus de 70

% des cellules du systeme nerveux central. Parmi les différentes lignées, deux
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apparaissent jouer un réle primordial dans la modulation des influx nociceptifs, il
s'agit de la microglie et des astrocytes. En cas de douleur pathologique, ces cellules
sont activées par les neurotransmetteurs libérés au niveau de la fente synaptique par
le premier neurone (acides aminés excitateurs, ATP, SP) mais également par le second
neurone (NO, prostaglandines). En retour, les cellules gliales liberent de I'ATP, du
glutamate et des cytokines pro-inflammatoires (TNFa, interleukines 1B et 6) qui
activent les cellules gliales avoisinantes et potentialisent la libération de
neurotransmetteurs par les fibres nociceptives. L'ensemble de ces événements
constitue des boucles rétroactives positives auto-entretenues entre les cellules
nerveuses d'une part et les cellules gliales d'autre part, responsables d'une

pérennisation de la douleur (Adam, 2014).

1.2.3. De la moelle au cerveau : mécanismes centraux
1.2.3.1. Transfert de l'influx nociceptif vers I'encéphale

La majeure partie des messages nociceptifs croise la ligne médiane au niveau
de la commissure grise antérieure, puis emprunte les voies ascendantes

ventrolatérales (Figure 11).

Schématiquement, les neurones nociceptifs se projettent principalement vers
la formation réticulée, le mésencéphale et le thalamus latéral (Guirimand, 2003). La
projection se fait aussi vers le noyau du faisceau solitaire et le bulbe ventrolatéral.
Bien que ces derniers ne participent pas directement a la perception douloureuse, ils
interviennent dans les réactions neurovégétatives qui I'accompagnent, notamment
I’augmentation de la fréquence cardiaque et de la pression artérielle. L'organisation
de ces projections concerne de nombreuses structures étagées a tous les niveaux
hiérarchiques du systeme nerveux central, de telle sorte que c'est le cerveau dans son
ensemble, depuis le bulbe jusqu'au cortex cérébral, qui est informé de la survenue

d'un événement nociceptif. Plusieurs faisceaux ont ainsi été décrits dont trois
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principalement : le faisceau spinothalamique, le faisceau spinoréticulaire et le

faisceau spino- (ponto-) mésencéphalique (Adam, 2014).

Figure 11 : Représentation schématique des voies somesthésiques ascendantes et

des controles inhibiteurs descendants issus du tronc cérébral (Adam, 2014)

1.2.3.1.1. Faisceau spinothalamique

Le faisceau spinothalamique rassemble des neurones qui cheminent dans le
quadrant antérolatéral de la moelle, du c6té controlatéral a leur site d’origine. Les
neurones issus de la corne postérieure se projettent sur le thalamus latéral (noyau
ventro-postéro-latéral et groupe postérieur). Les neurones issus des couches VIl et VI
de la corne antérieure se terminent dans les régions médianes du thalamus (noyau

central latéral). Il existe cependant un certain recouvrement entre ces deux
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populations puisque certains neurones projettent a la fois sur les parties latérale et
médiane du thalamus. Un contingent particulier issu de la couche | se projette vers le
nucleus submedius et la partie postérieure du noyau ventromédian (Le Bars & Willer,

2004).

1.2.3.1.2. Faisceau spinoréticulaire

Les mémes régions de la substance grise médullaire donnent naissance a des
neurones spinoréticulaires dont les axones cheminent également dans le quadrant
antérolatéral. Les régions cibles du faisceau spinoréticulaire ont les noyaux
gigantocellulaire et réticulaire latéral, qui recoivent des fibres issues de la corne
antérieure, et une région tres caudale, dénommeée subnucleus reticularis dorsalis, qui
recoit des fibres issues des couches | et V-VII. La mise en évidence de fibres
ascendantes se projetant a la fois aux niveaux réticulaire et thalamique est une
preuve anatomique supplémentaire de la complémentarité de ces deux systemes (Le

Bars & Willer, 2004).

1.2.3.1.3. Faisceaux spino- (ponto-) mésencéphaliques

Les faisceaux spino-(ponto-) mésencéphaliques projettent essentiellement sur
deux structures du tronc cérébral : la substance grise péri-aqueducale et l'aire
parabrachiale, située dans la région dorsolatérale du pont. L'aire parabrachiale recoit
des informations en provenance de la couche | de la moelle par des fibres qui

cheminent dans le funicule postérolatéral (Le Bars & Willer, 2004).

1.2.3.2. Traitement des influx nociceptifs dans I'encéphale

Plusieurs voies ascendantes sont susceptibles de faire parvenir les messages
nociceptifs au cerveau. Il s'agit du thalamus ou se trouvent les relais majeurs de
toutes les informations sensorielles vers le cortex cérébral. Il y a également les relais
bulbaires et pontomésencéphaliques qui sont également impliqués dans le processus

de traitement de I'information nociceptive (Adam, 2014).
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1.2.3.2.1. Relais thalamiques

Il existe schématiqguement deux voies susceptibles d'acheminer des messages

nociceptifs dans le thalamus :

e Les voies qui se terminent dans le thalamus latéral. Il est classiquement admis
gue la composante sensorielle discriminative de la douleur s'exprime grace aux
neurones des noyaux ventropostérolatéral et ventropostéromédian. Ces
noyaux thalamiques se projettent en abondance sur les cortex somesthésiques
primaire et secondaire.

e Les voies qui se terminent dans le thalamus médian. Il s'agit de neurones dont
le champ récepteur périphérique est diffus (non somatotopique). Ils jouent un
role non pas dans la composante sensorielle discriminative de la douleur mais

dans I'élaboration de réactions motrices et émotionnelles liées a la douleur.

1.2.3.2.2. Relais réticulaires

La formation réticulée bulbaire correspond a une zone de contrbdle et
d'interactions de multiples systémes, principalement ceux de la vigilance, du
végétatif, de la motricité et de la nociception. Dans cette structure il existe un noyau,
le SRD, qui joue un réle spécifique dans la douleur. Ses neurones sont activés de facon
guasi exclusive par tout stimulus nociceptif, somatique ou viscéral. Ces neurones
encodent fidelement l'intensité des stimulations nociceptives. Le SRD projette
massivement vers le thalamus médian et constitue un relais essentiel des voies
spinoréticulothalamiques. Les neurones de ce noyau émettent également des axones
descendants vers tous les segments de la moelle et jouent un réle important dans des

mécanismes spinobulbospinaux de régulation.

1.2.3.2.3. Relais bulbaires, pontiques et mésencéphaliques

La formation réticulée et la substance grise péri-aqueducale contiennent des
neurones répondant aux stimulations nociceptives. Cependant la région

pontomésencéphalique la plus intéressante est I'aire parabrachiale, puisqu'elle recoit
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directement les informations issues des couches | de la corne postérieure de la
moelle. De plus, elle envoie une trés forte projection sur le systéeme limbique en
particulier sur le noyau central de I'amygdale et sur I'hypothalamus. Il semble donc
raisonnable d'attribuer a cette région un réle important dans les processus végétatifs,

émotionnels et endocriniens liés a la douleur.

1.2.3.2.4. Relais corticaux

Il a été montré que les cortex somesthésique primaire et secondaire (S1 et S2)
sont activés par des stimulations nociceptives, mais cette activation est moindre que
celle enregistrée dans les cortex cingulaire et insulaire. Ces derniers appartiennent au
systeme limbique dont le role est primordial dans la genese des émotions. Enfin le

cortex préfrontal semble étre essentiel dans les aspects congnitifs de la douleur.

1.2.4. Mécanismes de contréle physiologique de la douleur

Du stimulus périphérique a la sensation de douleur, de multiples contréles
modulent le message nociceptif sous la dépendance d’influences excitatrices mais
également inhibitrices (Guirimand, 2003; Le Bars & Willer, 2004). Ces phénomeénes de
modulation sont classés selon I'origine des mécanismes d’inhibition qui leur donnent
naissance au niveau des structures aussi bien spinales que supraspinales (Calvino &
Grilo, 2006). Il s’agit d’abord des controles segmentaires et controles d’origine

supraspinale (Le Bars & Willer, 2004).

1.2.4.1. Controles segmentaires spinaux

Il s'agit des controles les plus étudiés depuis les travaux initiateurs de Melzack
et Wall dans les années 60 avec la théorie du "gate control" ou théorie des portillons.
Cette derniére avait suggéré que la transmission des messages nociceptifs dépendait
dés le 1% relais spinal, d'interactions de messages inhibiteurs et excitateurs

(Guirimand, 2003; Adam, 2014).
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En effet, le modele proposé par Melzack et Wall (Melzack & Wall, 1965) repose
sur I'équilibre d’une balance entre deux types d’activités exercées sur les neurones
nociceptifs non spécifiques spinaux, a [lorigine des faisceaux ascendants
spinothalamiques et spinoréticulaires (neurones notés T, "Trigger cells" dans la figure
12). Les unes sont activatrices d’origine segmentaire périphérique (véhiculées par les
fibres nociceptives AS et C), et les autres sont inhibitrices d’origine a la fois
segmentaire périphérique (véhiculées par les fibres non nociceptives Aa,B) et
supraspinales. En somme, I'activation des fibres de la sensibilité tactile légere Aa,B, en
augmentant ['activité des interneurones inhibiteurs, fermerait le portillon et
bloquerait la transmission de [l'information nociceptive vers les structures
supraspinales (idée associée a une analgésie) ; alors que l'activation des fibres
nociceptives Ab et C, en inhibant 'activité des interneurones inhibiteurs, ouvrirait le
portillon et favoriserait la transmission de I'information nociceptive vers les structures
supraspinales (idée associée a la sensation de douleur). Ce mécanisme de régulation
spinal est lui-méme soumis a des contrbles descendants d’origine supraspinale

(Calvino & Grilo, 2006).

Ce modele a par la suite été modifié par Wall lui-méme, prenant en compte de
nouvelles données expérimentales suggérant la mise en jeu non plus une, mais deux
familles d’interneurones (I'une inhibitrice des neurones T activée par les fibres Aa,f3 et
I’autre activatrice des neurones T activée par les fibres Ab et C). Ces deux familles
étant sous le controle de systemes descendants d’origine supraspinale (Figure 13)

(Wall, 1978).

T4

Le modele de la "Théorie du portillon" a été a l'origine de [l'utilisation
thérapeutiqgue d’une technique de neurostimulation électrique périphérique
("Transcutaneous Electrical Nerve Stimulation", TENS) : la stimulation antalgique de
faible intensité et de haute fréquence est délivrée par l'intermédiaire d’électrodes de
contact cutanées disposées au niveau segmentaire sur le territoire douloureux. Les
effets analgésiques de la TENS, efficaces principalement dans les cas de douleurs
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neuropathiques consécutives a des lIésions des nerfs sensoriels, sont manifestes apres
plusieurs minutes de stimulation et se prolongent au-dela de I'arrét de la stimulation,

ce qui n"est pas en accord total avec le modele.
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Figure 12 : Schéma de la "théorie du portillon" ("gate control theory") tel que proposé par
Melzack et Wall en 1965
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Figure 13 : Schéma révisé de la "théorie du portillon" (Wall, 1978)
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1.2.4.2. Controles d'origine supraspinale

Ces contrbles sont principalement exercés depuis le tronc cérébral. Les
contréles d’origine thalamique, hypothalamique et corticale sont moins bien connus.
La stimulation localisée de la substance grise périaqueducale (SGPA) et de la région
bulbaire ventromédiane (la région bulbaire ventromédiane comprend le noyau raphé
magnus, le noyau paragigantocellulaire et le noyau gigantocellulaire) est capable
d’induire une profonde analgésie (Figure 14 et 15). Cette analgésie pourrait résulter
de l'activation de voies inhibitrices descendantes qui bloquent la transmission spinale
des messages nociceptifs, en libérant la sérotonine et les opioides endogenes dans les
couches superficielles de la corne postérieure (Le Bars & Willer, 2004). Il existe
également des systemes inhibiteurs descendants noradrénergiques, issus du locus
coeruleus, qui inhibent les transmissions nociceptives médullaires via I'activation des

récepteurs a2-adrénergiques (Adam, 2014).
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Figure 14 : Boucle de rétroaction négative spinobulbospinale sous-tendant un
systéme analgésique endogéene mis en jeu par des stimulations nociceptives
(Basbaum & Fields, 1984)
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Figure 15 : Représentation schématique des controles inhibiteurs issus du tronc
cérébral qui s’exercent sur la transmission spinale des messages nociceptifs
(Le Bars & Willer, 2004)

La stimulation électrique de la substance grise périaqueducale (SGPA) (A) ou du nucleus
raphé magnus (région bulbaire ventromédiane [RBVM]) (B) provoque l'activation des
contréles inhibiteurs descendants qui cheminent dans les faisceaux postérolatéraux pour
inhiber par des mécanismes sérotoninergiques et opioidergiques les neurones de la corne
postérieure impliqués dans la transmission des messages nociceptifs vers les centres
supérieurs.

1.2.4.3. Controéles inhibiteurs diffus nociceptifs (CIDN)

On désigne sous le terme de controles inhibiteurs diffus induits par stimulation

nociceptive (CIDN), l'inhibition des neurones a convergence de la corne postérieure,
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due a l'application d'une stimulation exclusivement nociceptive sur une quelconque
partie du corps, différente de leur champ périphérique excitateur. Les structures
supraspinales impliquées dans ce phénomeéne sont localisées dans la formation
réticulée bulbaire, incluant notamment le SRD. Il semblerait également que les

systemes sérotoninergiques et opioidergiques soient impliqués (Adam, 2014).

1.2.5. Classification des différents types de douleur

Pour mieux comprendre la diversité des expériences douloureuses, la
variabilité de leur sémiologie clinique mais également la nécessité de combiner des
approches thérapeutiques diverses, il est utile de distinguer trois types principaux de

douleurs sur la base des mécanismes physiopathologiques :

e l|a douleur "physiologique" ;
e |a douleur "inflammatoire" ;

e |a douleur "neuropathique".

1.2.5.1. Douleur physiologique

Elle est percue en réponse a des stimulations breves mais susceptibles de
provoquer une lésion tissulaire. Le fonctionnement du systéme sensoriel qui encode
et organise les réponses a ces stimuli se trouve dans un mode que I'on peut qualifier
de normal. Ce mode est caractérisé par une relation simple et positive entre
I'intensité du stimulus et I'ampleur des réponses (réactions tissulaires locales, réflexes
automatiques de retrait, comportements d’évitements plus ou moins élaborés,
émotions désagréables, etc.). Selon I'expérience passée et le contexte immédiat, ces
réponses peuvent étre modulées, soit dans le sens d’une facilitation, soit dans le sens
d’une inhibition. Le systéme est donc bien assujetti a des mécanismes régulateurs,

mais sa finalité biologique reste toujours de préserver notre intégrité corporelle.
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1.2.5.2. Douleur inflammatoire

Lorsque le stimulus nocif provoque une lésion, il déclenche des transformations
tissulaires prolongées de type inflammatoire. Le systeme de la douleur entre dans un
mode de fonctionnement différent et la relation entre une stimulation et les réponses

évoquées change profondément :

e la douleur peut devenir spontanée (présente en I'absence de stimulation) ;

e dans la région lésée, le seuil de la douleur est abaissé et un stimulus
douloureux est percu de maniére plus intense (hyperalgésie) ;

e l|a douleur peut se prolonger bien au-dela de I’application du stimulus ;

e un stimulus trés léger (effleurement) peut devenir intensément douloureux
(allodynie) ;

e cette hypersensibilité s’étend habituellement au-dela de la région l|ésée
(hyperalgésie secondaire). Cependant, lorsque cette Iésion guérit, le systéme
de la douleur retourne vers son état de fonctionnement normal physiologique

initial.

La finalité biologique de ces transformations est évidente, il s'agit de favoriser
la guérison en ajustant les réactions et les comportements en mettant par exemple la

région lésée au repos et la protéger (position dite "antalgique").

1.2.5.3. Douleur neuropathique

La douleur neuropathique est celle qui résulte d’une lésion ou transformation
pathologique du systeme somesthésique, qui entre dans un mode de fonctionnement

pathologique et inadapté.

Les douleurs neuropathiques sont dues a une atteinte des voies afférentes et a
une sensibilisation des neurones nociceptifs. Les formes fréquentes de douleur
neuropathique périphérique incluent la polyneuropathie diabétique, la névralgie post-

herpétique, les radiculopathies, ainsi que les lésions nerveuses chirurgicales et
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traumatiques. Les douleurs neuropathiques centrales peuvent notamment survenir
en cas de lésions de la moelle épiniere, d’AVC ou de sclérose en plaques. Les douleurs
neuropathiques sont caractérisées par des paresthésies, une dysesthésie, des

douleurs brilantes ou lancinantes, une hyperalgésie et une allodynie (Liechti, 2015).

Au tableau des symptomes de la douleur inflammatoire, il convient alors
d’ajouter des douleurs "spontanées" continues (sensation permanente de brilure, de
torsion, de dilacération) ou paroxystiques (sensation de décharges « électriques » en
salve), de douleurs dans une région par ailleurs insensible (la paradoxale "anesthésie
douloureuse") ou encore de douleurs dans un membre fantébme apres
désafférentation (arrachement du plexus brachial ou amputation d’'un membre par
exemple), des paresthésies (fourmillements, picotements, engourdissements,...) et
des dysesthésies (sensations trés désagréables quoique non douloureuses). Si I'on en
croit certains patients, il ne s’agit pas toujours de douleurs a proprement parler, mais
d’une sensation "pire que la douleur". Il n’y a pas de finalité biologique a ce type de
douleurs persistantes et le plus souvent rebelles aux thérapeutiques
conventionnelles. Les douleurs neuropathiques résultent de lésions des nerfs
périphériques ou du systeme nerveux central, le plus souvent dans ce dernier cas a la
suite d’un accident vasculaire cérébral mais aussi d’une sclérose en plaques. Comme
ces lésions sont responsables d’une réduction des influx ("désafférentation")
provenant de la région rapportée comme douloureuse, les douleurs sont souvent
attribuées a un dysfonctionnement des mécanismes de contréle de la transmission
des messages nociceptifs. I faut cependant bien reconnaitre que leur
physiopathologie reste a ce jour largement méconnue. Des troubles sudoraux,
vasomoteurs et trophiques leur sont parfois associés, ce qui suggere une perturbation
du systeme sympathique. Différents termes (causalgie, algodystrophie, "reflex
sympathetic dystrophy", "sympathetically maintained pain") ont été proposés pour
désigner ces syndromes, qui font souvent suite a des lésions traumatiques ;

aujourd’hui, on les désigne plut6t sous le terme générique de "syndrome douloureux
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régional complexe". En tout état de cause, bien que regroupées sous un méme terme
parce qu’elles partagent des éléments sémiologiques communs, I'ensemble des
douleurs neuropathiques regroupent en réalité des entités tres variées sur le plan

anatomoclinique (Le Bars & Willer, 2004).

1.3. Inflammation, douleur et maladies

Il a été observé tout au long de cette bibliographie sur l'inflammation et la
douleur, notamment dans les différents mécanismes qui les sous-tendent, qu'il existe
plusieurs messagers chimiques et récepteurs communs aux deux syndromes. Cette
constatation confirme les propos de Calvino et Treves dans l'introduction de I'ouvrage
"Douleur, Inflammation et Interactions Systéme Nerveux/Systéme Immunitaire", les
mondes de la douleur et de l'inflammation se rejoignent. Les spécialistes de la douleur
et de l'inflammation, cliniciens et chercheurs constatent qu’il existe des intrications
entre les circuits de la douleur et ceux de l'inflammation, en particulier, avec le

systeme immunitaire et le systéeme opioide endogene (Calvino & Tréves, 2007).

Ce chapitre sera consacré aux mécanismes liant la douleur et I'inflammation,

aux pathologies inflammatoires et a celles associées au syndrome inflammatoire.

1.3.1. Inflammation et douleur

La douleur peut étre considérée comme participant a une fonction protectrice,
un signal d’alarme, a la suite d’une lésion ou d’un traumatisme d’un tissu
périphérique de l'organisme engendrant une réaction de défense inflammatoire
aigué. Cette inflammation peut se prolonger dans le temps et engendrer des douleurs
inflammatoires chroniques, mais peut aussi concerner un tissu nerveux engendrant
une lésion neuropathique, et donc des douleurs neuropathiques chroniques. La
douleur perd alors sa signification de signal d’alarme pour devenir une maladie en soi,

un véritable syndrome (Calvino, 2007).
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La douleur peut aussi intervenir comme signal d’alarme dans le contexte plus
global d’'une maladie systémique au cours de laquelle les réactions de défense sont
mises en jeu par l'intermédiaire des systemes endocrinien, végétatif et immunitaire.
Ces derniers disposent de messagers chimiques et de récepteurs communs qui
permettent des communications bidirectionnelles. Ces communications sont
coordonnées par le systeme nerveux central (SNC) qui gere les réponses de
I’organisme tant végétatives que comportementales afin d'activer les systemes de
protection (réactions de défense) indispensables au rétablissement de I’'homéostasie

physiologique nécessaire a la survie de I'organisme (Calvino, 2007).

Le SNC recoit en permanence des informations sur I'état des tissus
périphériques et en retour envoie des informations aux tissus périphériques et régule
I'activité du systeme immunitaire par l'intermédiaire des voies de communication
hormonale et du systeme nerveux végétatif. Cette intégration "centrale" intervient
également au cours des réactions de défense de I'organisme lors d’une agression
"systémique" issue de I'environnement, comme c’est le cas par exemple au cours
d’une infection bactérienne ou virale. Cet ensemble de réactions a été décrit sous le
terme de '"comportement maladie”, mettant en jeu des modifications
comportementales (augmentation du sommeil, réduction de I’activité motrice,
anorexie, adypsie, inhibition du comportement social par désintérét pour les
congéneéres et état de malaise) et des modifications physiologiques, principalement la

fievre (Dantzer, 1989).

Des messagers chimiques assurent la communication entre les différents

systemes :

Les signaux mis en jeu au cours du développement des réactions de défense de
I’organisme (inflammation, "comportement maladie") trouvent leur origine dans
I’activation du systeme immunitaire. Ces signaux informent le SNC et le systéme

nerveux périphérique par l'intermédiaire de messagers chimiques. Ces messagers
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chimiques sont principalement les trois cytokines inflammatoires (IL1, IL6 et TNFa) et
les prostaglandines, particulierement la PGE2. Elles interviennent dans de multiples
fonctions dont le dénominateur commun est la détection des Iésions tissulaires et

donc des situations de menaces pour |'organisme.

La synthéese et la libération des cytokines dans I'environnement extracellulaire
en réponse a des stimuli pathogeénes sont des événements rapides qui interviennent
dans une constante de temps de I'ordre de la minute, leur temps de demi-vie dans le
plasma étant de I'ordre de quelques minutes. De plus, a l'inverse des hormones, ces
messagers chimiques ne sont pas constitutivement exprimés et ne sont pas mis en jeu
dans les régulations homéostatiques classiques. Ce sont essentiellement des

messagers chimiques inductibles de type paracrine.

La bradykinine est a I'origine de la libération de prostaglandines, probablement
PGE2, soit a partir de terminaisons nerveuses sympathiques ou de cellules dont
I'activité est sous le contrbéle des terminaisons nerveuses sympathiques, puisqu’un
inhibiteur de COX-2 bloque les effets de I'injection de bradykinine. Le NGF, en se liant
a son récepteur TrkA a haute affinité exprimé par les terminaisons nerveuses
sympathiques, est a I'origine de la libération des messagers chimiques pronociceptifs

qui vont sensibiliser les nocicepteurs (Figure 7).

Les mécanismes inflammatoires conduisent a I'expression de phénomenes
douloureux (Calvino & Tréves, 2007). En effet, I'inflammation résulte de la libération
de substances dont un bon nombre est neuroactif. La fonction chémoréceptrice des
nocicepteurs devient alors déterminante pour engendrer la douleur inflammatoire.
Ainsi, les ions potassium, les ions hydrogene et I'adénosine triphosphate (ATP) issus
des cellules |ésées de méme que la bradykinine sont les seules substances endogéenes
excitatrices a proprement parler, les autres étant avant tout "sensibilisatrices". Cette
sensibilisation des nocicepteurs se caractérise par la baisse de leur seuil de

dépolarisation, ce qui signifie qu’ils deviennent sensibles a des stimulations de plus
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faible intensité. En outre, les terminaisons nerveuses des fibres sensorielles sont
protégées par une barriere, le périneurium, qui isole le tissu endoneural et empéche
le passage des grosses molécules et des molécules hydrophiles comme les peptides.
Lors d’une inflammation, la rupture de cette barriere facilite la diffusion de ces

molécules et par conséquent leurs effets sur leurs cibles potentielles.

Les substances algogenes peuvent étre formées localement ou étre circulantes,
leur action étant alors facilitée par la fréquente contiguité des terminaisons libres des
fibres A et C avec les artérioles et les veinules. Ces substances peuvent étre classées

en trois groupes en fonction de leur principale origine :

e J|es cellules lésées ;
e lescellules de la lignée inflammatoire ;

e |es nocicepteurs eux-mémes.

Lors de douleurs cancéreuses par exemple, d’autres substances comme

I'endothéline s’ajoutent probablement a cette liste.

L’amplification du message est assurée non seulement par les substances
libérées au sein du foyer inflammatoire, mais également par le biais d’'un recrutement
supplémentaire de fibres adjacentes activées ou sensibilisées, notamment par le
phénomeéne du réflexe d’axone ; c’est ce qu’on appelle I'inflammation neurogene.
Ainsi, les fibres afférentes primaires contribuent elles aussi a cette "soupe
inflammatoire" en libérant des neuropeptides. Cet ensemble d’interactions
neurochimiques subtiles fournit le substratum au phénomene d’hyperalgésie dont le
point de départ concerne a la fois le tissu Iésé (hyperalgésie primaire) mais aussi les
tissus sains qui l'entourent (hyperalgésie secondaire). Il permet d’expliquer la
rougeur, l'cedéme et |'hyperalgésie cutanée observés au cours des arthrites
inflammatoires, lorsqu’un simple effleurement de la peau est percu comme
douloureux, alors que le processus pathologique initial est intra-articulaire (Coutaux,
et al., 2005).
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1.3.2. Les pathologies inflammatoires chroniques

De nombreuses maladies inflammatoires sont liées a des mécanismes
considérés comme dysimmunitaires. Ces affections ont été regroupées sous le terme
d’'IMID (immune mediated inflammatory diseases), communément appelé maladies
inflammatoires médiées par le systeme immunitaire, comprennent trois grandes

entités nosologiques :

e les maladies auto-immunes systémiques (non spécifiques d’organe) et
localisées (spécifiques d’organe) ;

e |es maladies auto-inflammatoires ;

e |es affections inflammatoires de mécanisme indéterminé comprenant,
notamment, des affections iatrogénes ou paranéoplasiques dont le mécanisme

n’est pas auto-immun (Sibilia, 2007).

Ces maladies liées a une hyperactivité du systéme immunitaire (fabrication
d’auto-anticorps dirigés contre les organes), peuvent affecter tous les organes : tube
digestif (maladie de Crohn), poumons (asthme), peau (psoriasis), vaisseaux (accidents
vasculaires), systeme nerveux (scléroses en plaques), articulations (rhumatismes)

(Boissier, 2013).

La polyarthrite rhumatoide (PR) et la maladie de Crohn (MC) ou maladie
inflammatoire chronique intestinale (MICI) ont été particulierement développées

dans ce chapitre.

1.3.2.1. La polyarthrite rhumatoide (PR)

La PR est la plus fréquente parmi les rhumatismes inflammatoires chroniques
(Hellal, 2007). Elle se caractérise par le développement d'une inflammation de la
membrane synoviale (membrane qui tapisse l'articulation), appelée synovite

rhumatoide. Cette synovite peut entrainer des destructions articulaires plus ou moins

92



Chapitre | : Généralités sur l'inflammation et la douleur

importantes, plus ou moins rapides, la sévérité de l'atteinte articulaire étant trés

variable d'un patient a I'autre (Mathieu & Guimezanes, 2011).

1.3.2.1.1. Causes

La cause initiale de la maladie reste jusqu'a aujourd'hui inconnue (Hellal, 2007).
Cependant des facteurs environnementaux et des genes de susceptibilité ont été

identifiés (Mathieu & Guimezanes, 2011).

e Facteurs environnementaux :

v' L'hypothése d'une infection (virale ou bactérienne) déclenchante a été
avancée. Dans cette derniere, des microbes porteraient des molécules
ressemblant a des molécules articulaires. Le systeme immunitaire, aprées
avoir été activé par ces micro-organismes, réagirait par erreur contre les
structures des articulations ("réactions croisées" ou "mimétisme
moléculaire"). Chez I'homme, les soupcons se sont portés sur les
mycobactéries, le virus Epstein-Barr, les rétrovirus comme HTVL et des
germes provenant de la cavité buccale, sans preuves établies ;

v" Les hormones semblent aussi jouer un réle. En effet, la PR touche plutét les
femmes, avec un sexe-ration en moyenne de 3 femmes atteintes pour un
homme. D'autre part, la maladie se déclenche souvent chez les femmes au
cours de la ménopause ou aprés un accouchement ;

v' Le rdle nocif du tabac a également été évoqué.

e Genes de susceptibiliteé :

Il s'agit de génes de susceptibilité impliqgués dans l'immunité innée. En effet,

certaines formes de récepteurs PRR de détection des motifs microbiens, ou

certaines formes du récepteur de la cytokine TNF-a, I'immunité adaptative

(HLA-DR4) ont été incriminées. Ces genes ne sont ni nécessaires, ni suffisants

au déclenchement de la maladie.
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1.3.2.1.2. Mécanismes cellulaires impliqués

La phase initiale de la maladie présuppose un recrutement de lymphocytes T,
essentiellement CD4+, au travers de la membrane synoviale (Figure 16). Les
lymphocytes acquierent alors un phénotype Thl et liberent des cytokines pro-

inflammatoires stimulant les macrophages résidents (Hellal, 2007).

Figure 16 : Représentation schématique des événements cellulaires intervenant au
cours de la polyarthrite rhumatoide (Hellal, 2007)
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Les macrophages sont hyper-activés, produisent massivement des enzymes
(aggrecanases et métallo-protéases matricielles) qui dégradant le cartilage articulaire
et les os, ainsi que des cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-12, IL-18, TNFa). Le
macrophage active aussi directement les cellules de la membrane synoviale qui vont
sécréter de I'lL-1 et du TNF-a. Ceci va contribuer a la chronicité de l'inflammation.
L’IL-6 favorise la prolifération et la différentiation des ostéoclastes. Ces cellules sont a
I"origine de la destruction du cartilage. Enfin, dans le liquide synovial, on retrouve de
nombreuses chimiokines qui amplifient la réponse inflammatoire (Mathieu &

Guimezanes, 2011).
1.3.2.2. La maladie de Crohn

La maladie de Crohn est une maladie inflammatoire chronique qui peut toucher
n‘importe quel segment du tube digestif, mais le plus souvent le cbélon et l'iléon. Elle
peut s’accompagner de  manifestations  extra-intestinales  (articulaires,

cutanées, oculaires...) (Mathieu & Guimezanes, 2011).

Chez lindividu sain, la muqueuse intestinale est un tissu particulierement
exposé aux antigenes alimentaires et a la flore microbienne, maintenu dans un état
d’inflammation controlé, tout en conservant sa faculté de réponse aux agents
pathogeénes. Une dérégulation de la perception immunitaire peut entrainer une
rupture de I’homéostasie, et exposer l'individu a une réponse inflammatoire

incontrolée et pathologique (Hellal, 2007).

1.3.2.2.1. Etiologie

Les causes de la maladie de Crohn sont encore inconnues. Il s’agit dans
tous les cas d’une maladie multifactorielle, avec une composante environnementale

et une composante génétique (Mathieu & Guimezanes, 2011).

e Facteurs environnementaux

v" Le réle nocif du tabac a été clairement établi ;
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v’ le réle d'un facteur alimentaire a souvent été évoqué mais jamais confirmé ;

v il en est de méme quant au réle d'un agent infectieux, viral ou bactérien. La
flore bactérienne résidente dans l'intestin joue certainement un réle ;

v" il ne s'agit pas d'une maladie "psychosomatique" méme si des facteurs
psychologiques peuvent moduler I'évolution de la maladie de Crohn,
comme c’est le cas pour beaucoup d’autres maladies auto-immunes et
auto-inflammatoires ;

v’ d’autres facteurs environnementaux ont été suspectés dans le
déclenchement de la maladie (sédentarité, consommation excessive de
saccharose, ...).

e Genes de susceptibilite
Tous ne sont pas connus mais certains ont été identifiés :

v' Le rble du géne NOD2/CARD15 dans la maladie de Crohn a été mis en évidence.
Ce géne code pour un récepteur intracellulaire du type PRR qui "détecte" les
bactéries présentes dans la cellule. Il intervient donc dans le déclenchement de
la réponse del'immunité innée. |l joue aussi un réle dans l|'apoptose, via
I’activation du facteur de transcription NF-kB. Il est exprimé majoritairement
dans les monocytes/macrophages ;

v' d’autre part, certaines mutations dans les génes codant pour certains
récepteurs PRR de l'immunité innée (TLR4 et TLR5), impliqués dans la
reconnaissance bactérienne, ont été associées a la maladie de Crohn ;

v' alinverse, certaines mutations du récepteur a I'lL-23 semblent avoir un effet

protecteur.

1.3.2.2.2. Mécanismes mis en jeu

L'initiation du phénomene inflammatoire est hypothétique et ferait intervenir
un déséquilibre dans la tolérance immunitaire digestive aux antigénes bactériens
et/ou alimentaires. De facon similaire a la polyarthrite rhumatoide, un phénotype

lymphocytaire de type Thl a été associé a la maladie de Crohn qui pourrait étre
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responsable de l'initiation de la maladie et de I'activation de I'ensemble des cellules

immunes présentes au foyer inflammatoire.

Les cellules constituant pivot de la MC sont également les monocytes et les
macrophages qui, par l'intermédiaire d’'une importante libération de cytokines
comme le TNF-a, I'IL-1B, I'IL-6 ou I'IL-8, vont directement ou indirectement étre a
I'origine de I’entretien du processus inflammatoire et de destructions tissulaires

(Figure 17).

Figure 17 : Représentation schématique des événements cellulaires intervenant au
cours de la maladie de Crohn (Hellal, 2007)
L’entretien du processus inflammatoire est assuré par un phénomene de

résistance lymphocytaire a I'apoptose sous la dépendance de I'lL-6. La modification de
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la perméabilité intestinale suite aux destructions tissulaires ou a I'action du TNF-a
contribue, par la pénétration d’éléments bactériens, a maintenir la muqueuse a I'état
inflammatoire. Les métalloprotéases, les enzymes protéolytiques ou les especes
réactives de I'oxygene libérées sur le site inflammatoire sont, au méme titre que dans
la polyarthrite rhumatoide, directement responsables des dégradations tissulaires
observés dans les MICI, entrainant une destruction de la matrice extracellulaire et de

I’épithélium intestinal.

1.3.3. Inflammation et maladies chroniques

Des preuves de plus en plus évidentes montrent I'implication de l'inflammation
dans un grand nombre d'états pathologiques, initialement pas classées comme
maladies inflammatoires mais dans lesquelles, elle joue un role dans les symptomes
associés (Mathieu & Guimezanes, 2011). Elles vont de I'anémie a l'allergie, en passant
par les maladies neuro-dégénératives ou les accidents cérébro-vasculaires, sans
oublier les pathologies des articulations et les maladies métaboliques, infectieuses et
cancéreuses (Nutranews, 2003; Dandona, et al., 2004; Karin, et al., 2006; Ricciotti &

FitzGerald, 2011).

Les maladies cardiovasculaires, le syndrome métabolique et le diabéte de type
2 (DT2) ont en commun une augmentation des cytokines sanguines qui résultent de

I'inflammation (Calle & Fernandez, 2012).

1.3.3.1. Inflammation chronique et athérosclérose

Il existe des preuves convaincantes montrant que l'inflammation est fortement
reliée aux attaques cardiaques et cérébrales. Le résultat final peut étre un infarctus ou
un accident vasculaire cérébral lorsque les tissus concernés étouffent par manque

d’oxygéne suite a I'athérosclérose (Ridker, et al., 2002).
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1.3.3.1.1. Définition

L'athérosclérose est une maladie chronique et multifactorielle (facteurs
génétiques et environnementaux). Elle se caractérise par I'accumulation de
cholestérol dans la couche interne de la paroi des artéres, entrainant la formation de
cellules spumeuses (macrophages gonflés de gouttelettes de graisse) et I'apparition

de la plaque d'athérosclérose (Mathieu & Guimezanes, 2011).

C'est une maladie inflammatoire dont l'origine est une modification du
transport du cholestérol dans la circulation sanguine : les HDL (High Density
Lipoproteins), connues sous le nom de "bon cholestérol", récupérent le cholestérol en
exces et le ramenent au foie ou il est transformé avant d'étre éliminé. Les LDL (Low
Density Lipoproteins), appelés aussi "mauvais cholestérol", transportent le cholestérol
du foie vers toutes les cellules. En cas de déreglement, les LDL s'accumulent et
contribuent a la formation des plaques qui bouchent les artéres lorsque la plaque se

fissure et que se forme un caillot sanguin (Mathieu & Guimezanes, 2011).

Le dépot de lipides entraine une inflammation locale et la sécrétion de
chimiokines qui attirent des monocytes qui adhérent également a la paroi artérielle.
L'inflammation entraine la mort de cellules, et donc I'accumulation de débris qui

contribuent au développement de la plaque (Mathieu & Guimezanes, 2011).

1.3.3.1.2. Formation de la plaque d'athérome

L'athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique des grosses artéeres
a localisation intimale dont I'agent d’agression entrainant la réaction inflammatoire
est le cholestérol-LDL (lipoprotéines de faible densité) sous une forme oxydée. Les LDL
interviennent au cours des toutes premieres étapes du processus athéroscléreux.
Elles s"accumulent dans I'espace sous-endothélial, déclenchant ainsi le recrutement et
I'infiltration de monocytes circulants dans l'intima, conduisant a la constitution de
stries graisseuses, dites "stries lipidiques", a la surface luminale. La formation de la
strie lipidique se fait en plusieurs étapes (Figure 18) :
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e une pénétration et accumulation des LDL dans l'intima ;

e une oxydation des LDL (Ox-LDL) et modifications enzymatiques (E-LDL) ;

e |e recrutement, la margination et la diapédese des monocytes-macrophages ;

e |e captage des LDL modifiées par les macrophages par l'intermédiaire des
récepteurs «éboueurs» (scavenger) et transformation des macrophages en

cellules spumeuses (Tedgui & Mallat, 2001).

Figure 18 : Représentation schématique des différentes étapes de la formation de la

strie lipidique (Tedgui & Mallat, 2001)
1.3.3.1.3. Médiateurs pro-inflammatoires impliqués

Les macrophages et les lymphocytes infiltrant la |ésion athéroscléreuse
entretiennent une réaction inflammatoire chronique. Cette réaction fait intervenir des
médiateurs solubles, les cytokines d’origine mixte, leucocytaire et vasculaire, ainsi que
les molécules immunorégulatrices membranaires CD40/CD40L (ligand du CD40)
(Mach, et al., 1997). Un grand nombre de cytokines pro-inflammatoires sont
présentes dans la plaque athéroscléreuse, telles que TNFa, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12,
oncostatine-M, interféron (IFN)-y. Elles peuvent d’une part, provoquer le recrutement
des monocytes en stimulant la libération de la chimiokine MCP-1, par les cellules de la
plague et, d’autre part, favoriser leur adhérence a l'endothélium en induisant
I’expression des molécules d’adhérence VCAM-1 et ICAM-1 par les cellules
endothéliales (Figure 18). Les cytokines peuvent par ailleurs moduler I'activité des
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cellules musculaires lisses (CML) (Figure 19). La production des collagénes de type | et
Il par les CML est fortement inhibée par I'lFNy (Amento, et al., 1991). De plus, I'lL-1 et
le TNFa induisent I'expression de métalloprotéinases (matrix metalloproteinases,
MMP) dans les CML, capables de dégrader les protéines de la matrice extracellulaire.
Ces cytokines stimulent I'activité de la MMP-2 exprimée de facon constitutive par les
CML, et induisent I'expression d’une autre gélatinase, la MMP-9, ainsi que de la MMP-
3 qui dégrade les protéoglycanes et |'élastine (Galis, et al., 1994). L’activité des MMP
est inhibée par des inhibiteurs tissulaires de métalloprotéinases (tissue inhibitor of
metalloproteinases, TIMP-1, 2) synthétisés de facon constitutive par les CML.
Toutefois, les cytokines IL-1 et TNFa ne modifient guere I'expression des TIMP. On
peut donc s’attendre, dans une plague ou l'infiltrat inflammatoire est important, et
dans laquelle I'lL-1, le TNFa et I'IFNy sont exprimés, a une augmentation des MMP
sous |'effet de I'lL-1 et du TNFa, et a une diminution de la production des protéines de
la matrice extracellulaire sous I'effet de I'lFNy, sans modification du taux d’expression
des TIMP. Cette situation a pour conséquence une dégradation de la matrice
extracellulaire et une fragilisation de la chape fibreuse (Figure 20). Le r6le de I'IFNy a
été évalué chez la souris apoE_/_ déficiente pour les récepteurs de I'IFNy. Ces souris
présentent une tres nette réduction de la taille des Iésions athéroscléreuses avec une
forte augmentation du contenu en collagene, confirmant ainsi I'importance de I'lIFNy
comme régulateur négatif de la production des protéines matricielles (Gupta, et al.,
1997). Les cytokines pro-inflammatoires de la plaque peuvent aussi intervenir dans les
complications thrombotiques associées a I'athérosclérose (Figure 19). Les propriétés
antithrombotiques des cellules endothéliales sont profondément altérées par I'lL-1 ou
le TNFa, qui augmentent I'activité procoagulante de type facteur tissulaire (TF) et
suppriment ['activité anticoagulante relayée par le systéme thrombomoduline-
protéine C, en diminuant I'expression de la thrombomoduline (Bevilacqua, et al.,
1986). Ces cytokines modifient aussi les propriétés fibrinolytiques des cellules

endothéliales en diminuant la production de I'activateur du plasminogeéne de type
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tissulaire (tPA) et en augmentant la production de I'inhibiteur du tPA, le PAI-1 (Tedgui
& Mallat, 2001; Scarpati & Sadler, 1989).

Figure 19 : Roles pro-athérogénes des cytokines pro-inflammatoires (Tedgui &

Mallat, 2001)

Figure 20 : Interactions entre cellules inflammatoires et cellules musculaires lisses

dans la chape fibreuse de la plaque d’athérosclérose (Tedgui & Mallat, 2001)

La survenue de ces événements cardiovasculaires serait également corrélée a
une concentration élevée de protéine C-réactive (CRP), un marqueur de
I'inflammation (Nutranews, 2003). En effet, I'étude Women's Health Study portant sur
la prévention primaire des maladies cardiovasculaires chez la femme aux Etats-Unis a

montré que la maladie cardiovasculaire croissait de maniére linéaire et se développait

102



Chapitre | : Généralités sur l'inflammation et la douleur

lorsque les niveaux de LDL et de CRP augmentaient. Celles qui avaient les niveaux les
plus élevés de CRP avaient cing fois plus de risques de développer une maladie
cardiovasculaire et sept fois plus de risques de faire un infarctus ou un accident
cérébro-vasculaire. Cependant la CRP est un meilleur prédicteur d’événements

cardiovasculaires que le LDL (Ridker, et al., 2002).

1.3.3.1.4. Inflammation et hypertension

L'hypertension suit de pres les lipides sur la liste des facteurs de risques
classiques de l'athérosclérose. Des nombreuses preuves soutiennent l|'idée que,
comme |'athérosclérose elle-méme, l'inflammation peut participer a I'hypertension
fournissant un lien physiopathologique entre ces deux maladies. L'angiotensine Il
(All), en plus de ses propriétés vasoconstrictrices, peut initier l'inflammation de
I'intima. Par exemple, I'All provoque la production d'anion superoxyde, une sorte
d'espece réactive de l'oxygene, a partir de cellules endothéliales artérielles et CML
(Griendling, et al., 1997). L'All peut également augmenter |'expression par les CML
artérielles de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-6 et MCP-1 et de VCAM-1
sur les cellules endothéliale (Kranzhofer, et al., 1999; Tummala, et al., 1999). Certains
des avantages cliniques des inhibiteurs de I'enzyme de conversion de I'angiotensine

peuvent dériver de l'interruption des voies pro-inflammatoires (Libby, et al., 2002).

1.3.3.2. Inflammation, obésité, résistance a l'insuline et diabéte de
type 2
La présence d’une inflammation chronique est une caractéristique fréquente
des patients atteints de diabéte de type 2 (DT2) (Calle & Fernandez, 2012). Le concept
de l'inflammation par rapport aux conditions métaboliques, comme [|'obésité et la
résistance a l'insuline a commencé avec les travaux de Hotamisligil et al. (1993). Il a
démontré que les adipocytes expriment constitutivement une cytokine
proinflammatoire le TNFa et que son expression dans les adipocytes des animaux
obéses (souris ob/ob, souris db/db et rat Zucker fa/fa) est nettement augmentée

(Hotamisligil, et al., 1993). La neutralisation du TNFa par le récepteur de TNFa soluble
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conduit également a une diminution de la résistance a l'insuline chez ces animaux
(Hotamisligil, et al., 1993). Ces observations fournissent le premier lien entre une
augmentation de l|'expression et de la concentration plasmatique d'une cytokine

proinflammatoire et de la résistance a l'insuline (Dandona, et al., 2004).

1.3.3.2.1. Définition

Le DT2 est une maladie chronique et multifactorielle non auto-immune
(contrairement au diabéete de type 1), souvent associée a |'obésité. Il est caractérisé
par une hyperglycémie liée a une inflammation chronique a bas bruit qui favorise
I'infiltration des tissus adipeux par des macrophages, et également par des

lymphocytes T (Mathieu & Guimezanes, 2011).

La diminution de la sensibilité a I'insuline (insulino-résistance) rend l'insuline
moins efficace dans son controle de la glycémie. Les cellules B pancréatiques
répondent a cette résistance en augmentant leur masse et leur sécrétion d'insuline. Si
cette hypersécrétion ne suffit pas a compenser l'insulino-résistance, les personnes
présentent une hyperglycémie modérée et sont dans un état pré-diabétique. En
absence de traitement (activité physigue a ce stade), la persistance de
I'hyperglycémie induit une réponse inflammatoire, qui augmente a nouveau

I'hyperglycémie et modifie le métabolisme graisseux (Mathieu & Guimezanes, 2011).

L'insulino-résistance est souvent associée a I'obésité, a I'age et a l'inactivité
physique, mais certains insulino-résistants ne deviennent jamais diabétiques car les
cellules B de leur pancréas réussissent a compenser durablement cette insulino-
résistance. En effet, un tiers seulement des patients insulino-résistants développent
une hyperglycémie chronique évoluant vers un DT2. Les raisons de cette
hétérogénéité sont actuellement inconnues (Mathieu & Guimezanes, 2011; Manabe,

2011).
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1.3.3.2.2. Mécanismes

Inflammation et insulino-résistance sont associées. Plusieurs mécanismes ont
été décrits, ils peuvent agir isolément mais se renforcent mutuellement (Mathieu &

Guimezanes, 2011).

A l'origine de l'insulino-résistance associée a |'obésité, il y aurait un exces de
graisses au niveau du tissu adipeux viscéral, responsable de la libération d'une grande
quantité d'acides gras libres et de l'augmentation du taux de lipides sanguins
(lipotoxicité). Leur passage par le foie favorise la synthése des triglycérides et la
production de glucose qui stimule a son tour la sécrétion d'insuline. Le taux de lipides
élevé favorise leur utilisation comme source d'énergie, aux dépens du glucose
circulant, dont le taux reste élevé dans le sang et stimule a nouveau la production
d'insuline. L'augmentation des taux de lipides et de sucres dans le sang sont toxiques
et entretiennent l'inflammation (Mathieu & Guimezanes, 2011). Le
dysfonctionnement cellulaire induit par I'obésité active une gamme diversifiée de
réponse au stress et de voies de signalisation de contre régulation, incluant
I'activation de JNK, IKKB. En effet, hyperglycémie et hyperlipidémie, activent le stress
oxydatif via I'activation JNK et IKKB qui inhibe la signalisation de I'insuline (Figure 21)
(Hirosumi, et al., 2002; Qatanani & Lazar, 2007; Olefsky & Glass, 2010; Samuel &
Shulman, 2012).

La fonction du tissu adipeux ne se limite pas au stockage des lipides, il sécrete
de nombreux facteurs qui participent au métabolisme des graisses (adiponectine,
leptine) et influent sur la différenciation des macrophages infiltrants (cytokines). Dans
les conditions normales, le tissu adipeux contient principalement des macrophages
anti-inflammatoires (de type M2) sécrétant de I'lL-10 et de l'arginase-1. En situation
d'obésité, les adipocytes sécretent des cytokines qui contribuent a l'infiltration de
macrophages (de types M1) sécrétant eux-mémes des cytokines pro-inflammatoires
telles que TNFa, IL-1, IL-6. La mort d'adipocytes, par hypoxie, contribue également a la

stimulation des macrophages M1 (Mathieu & Guimezanes, 2011).
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Figure 21 : Voies de signalisation inflammatoire liant I'excés de nutriments a la

résistance a l'insuline (Odegaard & Chawla, 2013)

Dans le DT2, il n'y a pas d'implication directe (au moins au début) des
lymphocytes T, contrairement au diabéte de type 1 (DT1). Il s'agit plutét d'un état
inflammatoire lié a la forte concentration d'IL-1, caractérisé par une hyperglycémie
chronique. L'lIL-1 est sécrétée par les macrophages M1 et aussi par les adipocytes (via
la stimulation de l'inflammasome) et I'hyperglycémie stimule aussi la production d'IL-1
par les cellules B elles-mémes. Cette hypersécrétion d'IL-1 stimule la sécrétion
continue d'insuline par les cellules B et peut avoir un effet toxique direct sur les

cellules B du pancréas (Mathieu & Guimezanes, 2011).

Les voies de signalisation pro-inflammatoires peuvent ainsi inhiber Ia
signalisation de l'insuline, via l'activation de JNK et IKKB (Figure 21) (Odegaard &
Chawla, 2013) fournissant un lien entre l'inflammation et la résistance a l'insuline

(Manabe, 2011).

Inflammation et résistance a l'insuline se renforcent donc mutuellement par

une boucle de régulation (Mathieu & Guimezanes, 2011).

L'hypothése que I'obésité induite dans le processus inflammatoire peut

conduire a des complications telles que I'hypertension, I'athérosclérose, la
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dyslipidémie, la résistance a l'insuline et le DT2 qui caractérisent le syndrome

métabolique est schématisée sur la Figure 22 (Emanuela, et al., 2012).

Figure 22 : Mécanismes liant obésité abdominale et syndrome métabolique

(Emanuela, et al., 2012)

1.3.3.3. Inflammation et cancer

L'inflammation chronique représente une base pathologique majeure pour la
majorité des tumeurs malignes humaines. Le rble de l'inflammation dans la
carcinogenése a d'abord été proposé par Rudolf Virchow (1863), quand il a remarqué
la présence de leucocytes dans les tissus néoplasiques. Depuis cette observation,
plusieurs données ont soutenu que les tumeurs peuvent provenir de sites d'infections
chroniques ou inflammatoires. Environ 25 % de tous les cancers sont en quelque sorte
associés a une infection chronique et a l'inflammation. Bien que l'inflammation agit
comme un moyen de défense adaptative de I'hote contre l'infection ou la blessure et

met en avant tout un processus d'auto-limitation, la résolution insuffisante des
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réponses inflammatoires conduit souvent a diverses maladies chroniques, dont le

cancer (Kundu, 2008).

Les médiateurs et les effecteurs cellulaires de l'inflammation sont des
constituants importants de I'environnement local des tumeurs. Dans certains types de
cancer, les affections inflammatoires sont présentes avant qu'une transformation
maligne ne se produise. A l'inverse, dans d'autres types de cancer, un changement
oncogénique induit un microenvironnement inflammatoire qui favorise le
développement de tumeurs. Quelle que soit son origine, l'inflammation «couvant»
dans le microenvironnement tumoral a de nombreux effets tumorigénes. Il aide a la
prolifération et a la survie des cellules malignes, favorise I'angiogenese et les
métastases, corrompt les réponses immunitaires adaptatives, et altere les réponses
aux hormones et agents chimiothérapeutiques (Mantovani, et al., 2008).

Ainsi, les mécanismes de développement du cancer, en présence d'une
inflammation chronique implique la présence continue de différents médiateurs pro-
inflammatoires (cytokines, chimiokines, EROs), des oncogenes, des enzymes de la
réaction inflammatoire (COX-2, 5-LOX), les MMPs (métalloprotéinases matricielles) et
I'activation de facteurs de transcription importants tels que NF-kB et STAT3 (signal
transducer and activator of transcription 3), AP-1 (activator protein 1), et HIF-1a
(hypoxia-inducible factor 1a) (Figure 23) (Sethi, et al., 2012). Parmi ces acteurs
moléculaires majeurs impliqués dans I'axe inflammation-cancer, les plus importants
sont les cytokines, les chémokines, la COX-2 et les PGs, les récepteurs des

prostanoides (EP 1-4), iNOS et NO ainsi que le NF-kB (Kundu, 2008).
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Figure 23 : Différents visages de l'inflammation et son role dans la tumorigéneése

(Bharat, et al., 2006)

1.3.3.3.1. Roles des cytokines pro-inflammatoires

Les cytokines incluant les ILs, le TNF-a, des facteurs de croissance et les
facteurs de différenciation sont sécrétées ou liées a de petites molécules de protéines
a la membrane qui régulent divers processus physiologiques, tels que la croissance, le
développement, la différenciation, la cicatrisation des plaies et la réponse
immunitaire. lls sont surexprimés dans les tissus hyperplasiques et métaplasiques

inflammés et des adénocarcinomes (Kundu, 2008).

Le role pro-inflammatoire du TNF-a serait lié a toutes les étapes impliquées
dans la tumorigénese, incluant la transformation, la survie, la prolifération, l'invasion

cellulaire, I'angiogénése et les métastases. Il a été reporté que le TNF-a est produit
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par une variété de cellules tumorales, dont le lymphome des cellules B, la leucémie
mégacaryoblastique, la leucémie des cellules T de I'adulte, le cancer du sein, le cancer
colorectal, le cancer du poumon, le cancer de la peau, le cancer pancréatique, le
cancer ovarien, le cancer du col de l'utérus, le glioblastome et le neuroblastome

(Kundu, 2008).

Plusieurs interleukines seraient liées a l'inflammation et par conséquent le
développement du cancer. Ces ILs incluent I'lL-1, 6, 8 et 17. L'IL-1a, qui est exprimé a
la fois dans les tissus normaux que dans plusieurs tissus cancéreuses, est une cytokine
régulatrice qui peut induire I'activation de facteurs de transcription, parmi lesquels, le
NF-kB et I'AP-1, et favorise |'expression de genes variés impliqués dans la survie, la
prolifération cellulaires et I'angiogénese. Aussi, lorsque I'IL-1B est libéré par les
myélomes, il peut induire la production de IL-6 par les cellules stromales. L'IL-1
régule aussi positivement la protéine HIF-a a travers la voie de signalisation
inflammatoire classique impliquant NF-kB et COX-2, aboutissant a la régulation
positive de VEGF, un facteur angiogénique potentiel requis pour la croissance
tumorale et la métastase. Une autre cytokine pro-inflammatoire majeure impliquée
dans le cancer associé a l'inflammation, est I'IlL-6. Il module I'expression de genes
impligqués dans la prolifération, la survie et I'angiogénése via la voie de signalisation de
JAK (Janus kinase)-STAT. Les IL-8 et 17 sont également exprimés lors de certains

cancers humains (Kundu, 2008).
En résumé, les cytokines :

e induisent des dommages de I'ADN ;

e stimulent I'angiogenése inflammatoire grace a la production/expression de
molécules pro-angiogéniques, tels que VEGF, VEGFR, IL-8, NO, ICAM-1 et
VCAM-1 ;

e activent la signalisation pro-inflammatoire médiée par JAK-STAT et NF-kB et

aide a maintenir le microenvironnement inflammatoire de la tumeur ;
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stimulent la prolifération cellulaire et inhibent I'apoptose.

1.3.3.3.2. Roles des chémokines

Les chimiokines constituent une famille de protéines a effets biologiques

pléitropiques. Elles peuvent jouer plusieurs réles dans le cancer (Bharat, et al., 2006) :

attirent les cellules inflammatoires et immunitaires vers le
microenvironnement tumoral.

favorisent la migration des cellules tumorales, facilitent l'invasion et la
métastase.

améliorent |'extravasation des cellules tumorales a travers le tissu stromal.
stimulent I'angiogenese inflammatoire par la régulation positive des

facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF et le MMP.

1.3.3.3.3. Roles de la COX-2 et du PGE2

La COX-2 sert d'interface entre I'inflammation et le cancer. En réponse a divers

stimuli externes, tels que les cytokines pro-inflammatoires, le LPS bactérien, UV, ERO

et l'ester de phorbol, la COX-2 est transitoirement élevée dans certains tissus.

Anormalement élevée la COX-2 provoque la promotion de la prolifération cellulaire, la

suppression de I'apoptose, I'amélioration de I'angiogenese et le caractere invasif, qui

représentent sa fonction oncogénique (Kundu, 2008).

La COX-2 (Figure 24) :

catalyse la biosynthése des médiateurs lipidiques de l'inflammation ;

aide a maintenir un état inflammatoire persistant dans les Iésions
précancéreuses et malignes ;

surexprimée dans divers cancers associés a l'inflammation ;

favorise la prolifération cellulaire et bloque I'apoptose ;

accélere processus angiogénique en déclenchant la signalisation de PGE2 et

I'expression de VEGF et |a stabilisation de HIF-1a.
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La COX-2 favorise la dégradation de l'acide arachidonique pour produire une
série de prostaglandines, qui sont des médiateurs clés de réponses inflammatoires.
Certaines prostaglandines pro-inflammatoires tels que PGE,, PGF,,, et 15d-PGJ,, ont
été signalées comme jouant un role dans la cancérogenese. Plusieurs études ont
démontré que la PGE, est capable de promouvoir la carcinogenese de la peau et du

co6lon chez la souris (Kundu, 2008).

Figure 24 : Role de la COX-2 et des PGs dans la carcinogénése induite par l'inflammation

(Kundu, 2008)
La PGE2 :

e favorise la tumorigenese chez des modeles expérimentaux ;
e produit excessivement suite a l'induction de la COX-2 par les tissus
hyperplasiques et dysplasiques infllammés et les carcinomes ;

e augmente la prolifération cellulaire, supprime I'apoptose ;
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e Induit les facteurs pro-angiogéniques et favorise I'angiogenése
inflammatoire ;
e active la voie de signalisation proinflammatoire dans le

microenvironnement tumoral.

1.3.3.3.4. Réles de la 5-Lipoxygénase (5-LOX)

La 5-LOX est une enzyme clé dans le métabolisme de |'acide arachidonique (AA)
en leucotrienes (LTs). Plusieurs études suggerent un lien entre la 5-LOX et les
carcinogéneses humaine et animale. En plus du réle important des LTs dans I'allergie
et l'inflammation, ils sont également liés a des événements physiopathologiques du
cerveau, tels que, l'ischémie cérébrale, I',edeme cérébral, et I'augmentation de la
perméabilité de la barriere hémato encéphalique dans les tumeurs du cerveau

(Bharat, et al., 2006).

D'autres études montrent aussi que I'exposition a la fumée de cigarette sans
filtre augmente lI'expression de la 5-LOX dans I'adénome colique associé a
I'inflammation. Une telle expression est accompagnée d'une régulation positive de la
métalloprotéase matricielle de type 2 (MMP-2) et du facteur de croissance de
I'endothélium vasculaire (VEGF), des facteurs angiogéniques clés dans la
tumorigénese. Les inhibiteurs de la 5-LOX baissent l'incidence de la formation
d'adénome colonique et réduisent I'angiogénese, I'activité de MPP-2 et I'expression
de protéines VEGF. Aussi, I'expression élevée de la 5-LOX serait liée a la progression et
au développement des cancers du pancréas, des poumons et des reins (Sethi, et al.,

2012).

1.3.3.3.5. Roles de la NO-synthase inductible (iNOS) et du
monoxyde d'azote (NO)

Le NO est un des médiateurs inflammatoires importants liant l'inflammation
chronique et le cancer. Il est produit de fagon endogene lors du métabolisme de

I'arginine par différents isoformes de la NOS. Lors de l'inflammation, I'expression de la
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iNOS induite dans les macrophages et cellules épithéliales conduit a la production de
NO. Il a été montré que I'expression de iNOS et un taux de NO sont élevés dans les

|ésions précancéreuses et les carcinomes (Kundu, 2008).
LaiNOS:

e induit des dommages liés a la nitrosylation ou a |I'oxydation de I'ADN ;

e produit des médiateurs pro-inflammatoires, par exemple, NO, en catalysant
I'arginine ;

e agit comme un effecteur en aval du facteur nucléaire kB (NF-kB) et dans la

signalisation de cytokines inflammatoires.
Le NO:

e favorise la croissance tumorale en stimulant la prolifération cellulaire ;
e induit une S-nitrosylation d'importantes protéines impliquées dans
I'inflammation et le cancer;

e provoque des lésions de I'ADN par nitration de bases nucléotidiques.

1.3.3.3.6. Réles du NF-kB

L'inflammation en général et le NF-kB en particulier ont un role double dans le
cancer. D'une part, I'activation de NF-kB est une partie de la défense immune, laquelle
cible et élimine les cellules transformées. Ceci semble étre particulierement vrai pour
le processus d'inflammation aigué, ou l'activation complete de NF-kB est
accompagnée par une forte activité de cellules immunes cytotoxiques contre les
cellules cancéreuses. D'autre part, NF-kB est constitutivement activé dans plusieurs
types de cancers et peut exercer une variété de fonctions pro-tumorigéniques (Hoesel

& Schmid, 2013).

TNF-a, ILs, chémokines, COX-2, 5-LOX et MMP-9 sont tous régulés par le
facteur de transcription NF-kB (Bharat, et al., 2006). Bien que ce facteur soit exprimé

dans un état inactif dans la plupart des cellules, il joue un réle pivot dans I'oncogenese

114



Chapitre | : Généralités sur l'inflammation et la douleur

et les désordres métaboliques (Tornatore, et al., 2012). Les cellules cancéreuses
expriment une forme activée de NF-kB. Cette activation est induite par une large
variété de stimuli inflammatoires et de carcinogenes (Bharat, et al., 2006). En plus de
son role dans I'immunité innée la signalisation NF-kB pourrait contréler une grande
variété d'autres processus cellulaires bien conservés, y compris la prolifération

cellulaire et I'apoptose (Hoesel & Schmid, 2013).

En effet, la contribution de l'inflammation en général et NF-kB, en particulier a
I'initiation et a la progression du cancer est multiple et complexe. On suppose que la
réponse immunitaire innée de neutrophiles qui liberent des especes réactives de
I'oxygene pour tuer les pathogenes envahisseurs pourrait causer des dommages a
I'ADN et des mutations génétiques, ainsi que les effets secondaires, ce qui déclenche
I'initiation de la tumeur. En outre, la signalisation NF-kB contribuerait a la progression
du cancer en contrdlant la transition épithélio-mésenchymateuse et les métastases.
Cette signalisation est souvent associée a une régulation positive des MMP,
desserrant la matrice extracellulaire pour une évasion des cellules cancéreuses. Enfin,
le NF-kB peut également contribuer a la progression de la tumeur par le contréle de la
vascularisation par l'intermédiaire d'une régulation positive de VEGF et ses récepteurs

(Hoesel & Schmid, 2013).

Le NF-kB représente donc un facteur central aussi bien dans l'inflammation, la

réponse au stress, la différentiation, la prolifération ou la mort cellulaire, par :

e l'augmentation de I'expression/production de médiateurs pro-
inflammatoires et amplifie la transduction du signal inflammatoire ;

e L'accroissement de l'expression de protéines anti-apoptotiques et l'aide
apportée aux cellules transformées afin d'échapper a I'apoptose ;

e l'invasion et la métastase (Glass, et al., 2010; Hoesel & Schmid, 2013).
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1.3.3.3.7. Roles des espéces réactives de I'oxygene (ERO) et des
especes réactives du nitrosol (ERN)

Une variété de cellules inflammatoires et de I'immunité innée est recrutée au
niveau des sites d'infection ou d'inflammation. En réponse aux stimuli pro-
inflammatoires, les cellules inflammatoires/immunes générent des EROs et ERN
(Especes réactifs de Nitrogene), lesquelles peuvent fonctionner comme effecteurs
chimiques dans la carcinogenese induite par l'inflammation. Les dommages infligés a
I'ADN qui vont suivre meneront a l'activation des oncogénes et/ou l'inactivation des

genes suppresseurs des tumeurs (Figure 25) (Kundu, 2008).

Figure 25 : Cancer : Inflammation comme forme motrice

(Kundu, 2008)

1.3.3.4. Inflammation et maladies neurodégénératives

L'inflammation est associée a plusieurs maladies neurodégénératives, incluant
la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson, la sclérose latérale amyotrophique et

la sclérose en plaque (Glass, et al., 2010).
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1.3.3.4.1. Inflammation et maladie d'Alzheimer

La maladie d'Alzheimer est I'une des maladies neurodégénératives liées a I'age
la plus courante. Ses symptomes sont caractérisés par une perte de mémoire, une
altération progressive de la cognition et divers troubles comportementaux et
neuropsychiatriques. Les caractéristiques pathologiques de la maladie d'Alzheimer
dans le cerveau comprennent des plaques amyloides extracellulaires, comprenant des
produits agrégés, clivés de la protéine précurseur de I'amyloide (APP) et les
enchevétrements neurofibrillaires intracellulaires (NFTs) produits par les formes

hyperphosphorylées de la protéine T aux microtubules de liaison.

La preuve d'une réponse inflammatoire dans la maladie d'Alzheimer inclut des
changements dans la morphologie de la microglie et des astrocytes, se manifestant
par une augmentation du nombre, de la taille et de la motilité, entourant les plaques

séniles (Glass, et al., 2010).

Les agrégats de peptide amyloide B (AB) et produits dérivés provenant des
cellules mortes peuvent activer la microglie et les astrocytes a travers les voies
dépendantes de Toll-like receptors (TLR) et RAGE, conduisant a une inflammation

locale qui peut amplifier la mort neuronale (Figure 26) (Glass, et al., 2010).

L'amyloide B, produit par clivage de la protéine précurseur de I'amyloide (APP),
forme un aggrégat qui active la microglie, la signalisation a travers TLR et RAGE. Ces
récepteurs activent les facteurs de transcription NF-kB et AP-1, lesquels induisent a
leur tour la production d'EROs et conduisent a I'expression de médiateurs
inflammatoires comme les cytokines. Ces facteurs inflammatoires (IL-1B, TNF-a, IL-6)
agissent directement sur les neurones cholinergiques et stimulent aussi les astrocytes,
lesquels amplifient les signaux pro-inflammatoires pour induire des effets
neurotoxiques. L'apoptose et la nécrose des neurones aboutissent a la libération
d'ATP, lequel active davantage la microglie a travers le récepteur purinergique P2X7.

La migroglie peut aussi jouer un réle protecteur via la clairance d'AB a travers des
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mécanismes impliqguant ou non I'ApoE. Les neurones cholinergiques du cerveau
antérieur, premiers neurones affectés dans la maladie d'Alzheimer, sont présumés
étre des cibles importantes de toxicité induite par l'inflammation, mais d'autres types
de neurones, tels que les neurones glutaminergique et GABAergique, peuvent aussi

étre affectés (Glass, et al., 2010).

Figure 26 : Inflammation dans la maladie d'Alzheimer (Glass, et al., 2010)

1.3.3.4.2. Inflammation et maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson est la seconde maladie neurodégénérative la plus
commune apres la maladie d'Alzheimer. Ses caractéristiques cliniques importantes
sont des symptomes moteurs (bradykinésie, tremblement, rigidité, et instabilité
posturale) et non moteurs associés (déficit olfactif, dysfonctionnement autonomique,

dépression, déficits cognitifs et troubles du sommeil). Comme la maladie d'Alzheimer,

118



Chapitre | : Généralités sur l'inflammation et la douleur

la maladie de Parkinson est une protéinopathie ; caractérisée par I'accumulation et

I'agrégation d'a-synucléine (Glass, et al., 2010).

Les signes neuropathologiques sont des inclusions intracellulaires contenant
I'a-synucléine appelée corps de Lewy et la perte de neurones dopaminergiques dans
la substance noire du mésencéphale et aussi dans d'autres régions du cerveau (Glass,

et al., 2010).

Plusieurs études suggerent que les médiateurs de l'inflammation tels que les
EROs, le NO, le TNF-a et I'IL-1P issus des cellules non neuronales comme la microglie,
modulent la progression de la mort des cellules neuronales dans la maladie de

Parkinson (Figure 27).

Figure 27 : Inflammation dans la maladie de Parkinson (Glass, et al., 2010)
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Les signes neuropathologiques importantes de la maladie de Parkinson sont la
perte de neurones dopaminergiques dans la substance noire du mésencéphale et la
présence d'inclusions intracellulaires contenant des agrégats de alpha-synucléine,
appelée corps de Lewy. En plus de la formation de corps de Lewy, les agrégats de
alpha-synucléine forment des oligomeres intermédiaires qui quand ils sont libérés des
neurones activent la microglie a travers les mécanismes dépendant du Toll-like
receptors (TLR). Ceci conduit a I'activation de NF-kB et la production d'EROs et de
médiateurs pro-inflammatoires. Ces facteurs agissent directement sur les neurones
dopaminergiques de la substance noire, qui sont les principaux neurones (bien que
pas les seuls) qui meurent dans la maladie de Parkinson. lls activent aussi la microglie,
ce qui amplifie la réponse inflammatoire dans une boucle de rétrocontréle positif,
menant a l'activation supplémentaire de la microglie. Les produits dérivés de la
microglie et des astrocytes agissent de facon combinée pour favoriser Ia
neurotoxicité. Le lipopolysaccharide bactérien (LPS), agissant essentiellement a
travers TLR4 exprimé par la microglie, est suffisant pour induire une réponse
inflammatoire dans la substance grise qui se traduit par une perte de neurones
dopaminergiques. Le facteur de transcription NURR1 agit pour supprimer la réponse
inflammatoire dans la microglie et les astrocytes par inhibition des genes cibles NF-kB

(Glass, et al., 2010).

1.3.3.4.3. Inflammation et sclérose amyotrophique latérale

La sclérose amyotrophique latérale, ou maladie de Charcot, est une maladie
neurodégénérative progressive fatale qui affecte les motoneurones dans le cerveau,
la moelle épiniére et le cortex moteur. Les caractéristiques cliniques impliquent la
dégénérescence des motoneurones produisant la fasciculation, I'atrophie musculaire
et la faiblesse, augmentation de la spasticité et hyperréflexie. Des complications
respiratoires se développent généralement chez les patients a un stade avancé, et la
cause de la mort est généralement la paralysie des muscles respiratoires et du

diaphragme (Glass, et al., 2010).
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La sclérose amyotrophique latérale familiale est causée par des mutations dans
le gene SOD1. La neurodégénérescence progressive des motoneurones peut résulter
d'une combinaison de la vulnérabilité intrinseque du motoneurone aux agrégats d'une
protéine mutante SOD1 et de la toxicité des cellules non autonomes exercée par les
cellules avoisinantes. L'agrégat toxique peut induire des réponses inflammatoires par
la microglie via le TLR et CD14 (Figure 28).

La microglie peut induire I'activation de I'astrocyte par production de cytokines.
Microglie et astrocytes activés amplifient le dommage initial des motoneurones par
activation de AP-1 et NF-kB a travers la production de cytokines pro-inflammatoires et
de molécules déclenchant I'apoptose telles que TNF-a et FASL (protéine
transmembranaire appartenant a la famille des TNF-a). Les motoneurones mourant
liberent I'ATP qui peut activer davantage la microglie via le récepteur purinergique

P2X7 exprimé par la microglie (Glass, et al., 2010).

Figure 28 : inflammation dans la sclérose amyotrophique latérale (Glass, et al.,
2010)
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1.3.3.4.4. Inflammation et sclérose en plaque

La sclérose en plague est une maladie hétérogene et auto-immune complexe
caractérisée par l'inflammation, la démyélinisation et la dégénérescence axonale dans
le SNC. Elle résulte d'un défaut primaire du systeme immunitaire qui cible les
composants de la gaine de myéline, entrainant des effets secondaires sur les
neurones. Ainsi, par opposition aux maladies d'Alzheimer, de Parkinson et de Ia
sclérose amyotrophique latérale, |'agrégat de protéines n'est pas un facteur
pathogénique. Ces manifestations incluent des défauts de sensation et moteurs, des

défauts des systemes autonome, visuel et cognitif (Glass, et al., 2010).

Les Iésions de la sclérose en plague sont caractérisées par une infiltration de
lymphocytes et cellules plasmatiques productrices d'anticorps dans la région
périvasculaire du cerveau et de la substance blanche de la moelle épiniere, une

augmentation de microglies, d'astrocytes et une démyélinisation (Glass, et al., 2010).

Les infections bactérienne ou virale ou autres stimuli environnementaux
déclenchent I'activation de la microglie et des astrocytes dans la sclérose en plaque,
entrainant une production de cytokines pro-inflammatoires via l'activation des
facteurs de transcription NF-kB et AP-1 (Figure 29). Les cellule T naives reconnaissent
I'antigéne dérivé de la myéline présenté par les cellules présentatrices d'antigénes. En
présence de IL-6 et TGF-B, les cellules naives T sont induites pour exprimer le
récepteur apparenté au récepteur des rétinoides (RORyt) et se différencie en cellules
Th17. Microglies et astrocytes activés secretent I'lL-23 et I'ostéopontine, qui induisent
les cellules TH17 a secréter I'lL-17 et le TNF-a causant les |ésions de la gaine de
myéline qui protége les axones du nerf. Les astrocytes activés produisent le BAFF, un
facteur de survie pour les cellules B auto-réactives, lequel se différencie dans les
cellules plasmatiques et produit des anticorps anti-myéline. Microglies et astrocytes
activés sont aussi sources d'EROs et de NO, qui contribuent a la destruction de la

gaine de myéline et des neurones eux-mémes. Les cellules T régulatrices (Treg) qui

122



Chapitre | : Généralités sur l'inflammation et la douleur

expriment Foxp3 suppriment l'activité des cellules Th17 et ainsi aident a supprimer

I'inflammation (Glass, et al., 2010).

Figure 29 : Inflammation dans la sclérose en plaque (Glass, et al., 2010)

Cette bibliographie nous montre que les "mondes" de la douleur et de
I'inflammation se rejoignent. Actuellement, lorsque des travaux fondamentaux sur
I'inflammation sont présentés, la référence aux mécanismes de la douleur ne peut
plus étre négligée. D’autant plus que les messagers chimiques identifiés a la
périphérie dans le foyer inflammatoire ont également été identifiés dans les tissus du
systeme nerveux central, ou ils contribuent a I'installation des processus associés a la

sensibilisation centrale (Calvino, 2007).

Aussi, l'inflammation tout comme la douleur sont des processus physiologiques
remplissant d’abord une fonction d’alarme, avertissant le sujet d'une menace
potentielle pour I'organisme.

La connaissance des mécanismes physiopathologiques a permis d'affiner les

modeéles d'étude de la douleur et de l'inflammation.
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La mise en évidence de |'activité pharmacologique des extraits de plantes en
particulier a activité analgésique et/ou anti-inflammatoire nécessite I'utilisation de
modeles d'étude. Ce chapitre sera consacré aux principaux modeles in vivo

d'évaluation de I'activité analgésique et anti-inflammatoire.

I.L1. Evaluation de la douleur aigué
Les modeles animaux employés pour |'évaluation des agents analgésiques
comportent les modeles basés sur l'utilisation de stimuli thermique, chimique,
mécanique ou électrique (Le Bars, et al., 2001). Ces modeles seront classés en deux
groupes :
e Les modeles permettant de mettre en évidence les analgésiques morphiniques
(a action centrale) ;
e Les modeles de mise en évidence des analgésiques non morphiniques (a action

périphérique).

I.L1.1. Modeles in vivo d'évaluation de I'activité analgésique d'origine
centrale
1.1.1.1. Test du retrait de la queue (Tail-flick test)
Il s'agit d'un modele basé sur I'utilisation d'un stimulus thermique (Le Bars, et
al., 2001). Il existe deux variantes du test de retrait de la queue : I'une consiste a
appliquer une chaleur radiante sur une petite surface de la queue (c’est la plus
courante) (Figure 30), l'autre a immerger la queue dans de l'eau portée a une

température prédéterminée.

Figure 30 : Modele de test de retrait de la queue
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1.1.1.1.1. Test de retrait de la queue utilisant la chaleur radiante

Le modele a été développé pour la premiere fois pour les mesures
guantitatives du seuil de résistance a la douleur chez I'homme contre une radiation
thermique (Schumacher, et al., 1940) et pour I'évaluation de I'activité analgésique des

opioides (Wolff, et al., 1940).

Il consiste en |'application d'un faisceau calorifique sur la queue des animaux
qui provoque le retrait de cette derniere par un mouvement bref et vigoureux
(D’Amour & Smith, 1941). En méme temps que la mise sous tension de la source
calorifique, un chronometre est déclenché et c’est la latence du mouvement (le temps

de réaction) qui est enregistrée.

Le temps d’exposition de la queue varie entre 2 et 10 secondes, usuellement 2
et 4 secondes, mais parfois beaucoup plus. L’action analgésique va se traduire par
I’allongement du temps de réaction, il convient de ne pas prolonger I'exposition au-

dela de 10 - 20 secondes pour éviter de provoquer une brilure (Le Bars, et al., 2001).

L'intérét de cette méthode réside dans sa simplicité et dans la faible variabilité
interindividuelle des latences contréles dans des conditions standard données (Le

Bars, et al., 2001).

Sur le plan pharmacologique, on constate un consensus autour du fait que ce
test ne révéle que I'activité des analgésiques morphiniques (mais non des
morphiniques agonistes partiels). |l est alors assez prédictif de leurs effets

analgésiques chez ’lhomme (Le Bars, et al., 2001).

Ce test est plus sensible a la morphine, quand la partie distale de la queue est
stimulée comparée a la stimulation de la partie proximale. La stimulation de la partie

centrale donne des effets intermédiaires (Parle & Yadav, 2013).

e Avantages (Parle & Yadav, 2013)

v’ Le test est trés efficace pour évaluer les analgésiques morphiniques ;
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v Latechnique est simple et ne requiert aucune compétence spéciale ;
v’ Les résultats sont assez précis et sont obtenus en moins de temps.
¢ Inconvénients (Parle & Yadav, 2013)

v La réponse peut étre influencée par le phénomeéne d'apprentissage, observé
avec des intervalles de stimulation courtes et une intensité de chaleur
élevée ;

v' Le test ne révéle que l'activité des analgésiques opioides et non des
opioides agonistes partiels

v Il est impossible de prolonger I'exposition de la queue au-dela de 20

secondes au risque de brdler la queue de I'animal.

1.1.1.1.2. Test de retrait aprés immersion de la queue

En apparence, il s’agit d’'une variante du test précédent, la différence
essentielle concerne la surface de stimulation qui est beaucoup plus grande.
L'immersion de la queue de l'animal dans |'eau chaude (55°C) provoque un
mouvement brusque de la queue et parfois le recul global du corps de I'animal (Vogel,
2008). On mesure le délai d’apparition de la réponse (Ben-Bassat, et al., 1959). En
réalité ce test est bien différent du précédent dans la mesure ou I'immersion de la
gueue dans un liquide chaud augmente sa température trés rapidement et de facon
plus ou moins linéaire, ce qui n’est pas le cas, avec la chaleur radiante (Le Bars, et al.,

2001).

Son grand intérét réside dans la possibilité d’appliquer des températures
différentes. Ainsi I'abaissement de |la température permet-elle de mettre en évidence
I'activité des analgésiques non morphiniques (Sewell & Spencer, 1976; Luttinger,

1985).

1.1.1.2. Test de la plaque chauffante (Hot-plate test)

Il s'agit d'un modeéle basé sur I'utilisation d'un stimulus thermique (Le Bars, et

al., 2001). Il consiste a introduire le rat ou la souris dans un espace cylindrique ouvert
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vers le haut dont le plancher, constitué par une plague métallique, est chauffé par un
thermostat ou par un liquide porté a I’ébullition (Woolfe & Mac Donald, 1944) (Figure
31).

Figure 31 : Modele de plaque chauffante
La plaque chauffée a température constante déclenche deux composantes
comportementales dont on mesure le délai d’apparition : le lechement des pattes,
réflexe considéré comme élémentaire, et le saut, réponse considérée comme intégrée

au niveau supraspinal (Le Bars, et al., 2001).

Le comportement de lechement n’est affecté que par les morphiniques. En
revanche, la latence du saut est également augmentée par les analgésiques moins
puissants comme |'acide acétylsalicylique ou le paracétamol, surtout lorsque qu’on
abaisse la température de la plaque a 50 °C, voire moins (Ankier, 1974), ou qu’on
augmente la température de facon progressive et linéaire, par exemple de 43 a 52 °C

a la vitesse de 2,5 °C par minute (Hunskaar, et al., 1986).

Le comportement est relativement stéréotypé chez la souris, mais plus
complexe chez le rat qui renifle, se leche les pattes antérieures puis postérieures, se
redresse, trépigne, commence puis interrompt un comportement de toilette, etc (Le

Bars, et al., 2001).
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Par ailleurs ce test est trés sujet a des phénomeénes d’apprentissage,
I’abaissement progressif de la latence du saut étant contemporain de la disparition du
comportement de lechement. Ainsi, I’'animal va se lécher les pattes puis sauter lors du
premier test, mais sautera d’emblée avec une latence plus courte lors des tests
suivants. Il suffit de présenter les animaux sur la plague non chauffée, méme une
seule fois la veille du test, pour provoquer une diminution de la latence mesurée
ultérieurement dans les conditions habituelles de température nociceptive constante
(Bardo & Hughes, 1979; Hunskaar, et al.,, 1986). Ces observations rendent ce test

d’utilisation délicate.

Aussi, les sédatifs, myorelaxants ou psychomimétiques donnent des faux
positifs. Les agonistes, antagonistes opioides partiels produisent des résultats peu

fiables (Parle & Yadav, 2013).

1.1.1.3. Test au formol chez le rat (Formalin test on rat)

Il s'agit d'un modele basé sur |'utilisation d'un stimulus chimique (Le Bars, et al.,
2001). Il a été proposé pour la premiere fois en 1977 comme modele de douleur
chronique sensible aux agents analgésiques morphiniques (Dubuisson & Dennis,

1977).

La substance la plus utilisée est le formol, le terme "formaline" désignant
souvent une solution a 37 % de formaldéhyde. Une solution de formol (0,5-15 %) est
injectée dans la face dorsale de la patte antérieure de rat. Le comportement
"douloureux" est coté sur une échelle a quatre niveaux :

e 0 =posture normale;

e 1 =la patte injectée reste au sol sans soutenir I'animal ;

e 2 =|a patte injectée est franchement relevée ;

e 3 = |a patte injectée est léchée, mordillée, secouée (Dubuisson & Dennis,

1977).
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On mesure parfois le nombre de lechements ou de tressaillements de la patte
par unité de temps (Wheeler-Aceto & Cowan, 1991), voire l'agitation globale de
I’animal mesurée par une jauge de contrainte solidaire de la cage (Jett & Michelson,

1996).

Sur le plan chronologique, l'injection intraplantaire de formol déclenche une
réaction comportementale biphasique qui comporte une phase précoce, survenant
dans les 3 minutes suivant l'injection, puis, a la suite d’une période de repos, une
phase plus tardive culminant 20 a 30 minutes plus tard. Pour I'une et I'autre phase, la
vigueur de ces comportements est dépendante de la concentration de formol

administré (Rosland, et al., 1990; Clavelou, et al., 1995).

La premiere réponse résulterait de la stimulation directe des nocicepteurs et la
seconde correspondrait a une phase de sensibilisation au cours de laquelle
interviendraient des phénomeénes inflammatoires. cette seconde phase est elle aussi,

déclenchée par des mécanismes périphériques (Le Bars, et al., 2001).

Au plan pharmacologique, les analgésiques morphiniques agissent sur les deux
phases, mais préférentiellement sur la premiere. Les anti-inflammatoires non
stéroidiens comme l'indométacine n’agiraient que sur la seconde phase (Hunskaar &
Hole, 1987; Shibata, et al., 1989; Malmberg & Yaksh, 1992; Jourdan, et al., 1997),
surtout lorsque la concentration de formol injecté est élevée (Yashpal & Coderre,

1998).

Afin de reproduire les conditions de la clinique au cours desquelles, stimuli
d’origine nociceptive et inflammatoire se potentialisent, un modele de douleur
postopératoire déclenché par incision cutanée a été proposé (Brennan, et al., 1996;

Zahn, et al., 1997).
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I.L1.2. Modeéles in vivo d'évaluation de I'activité analgésique
périphérique
Les modeles les plus utilisés pour I'évaluation de l'activité analgésique
périphérique sont le test a |'acide acétique chez la souris et le test de la pression de la

patte chez le rat (Vogel, 2008).

1.1.2.1. Test de contorsions induit par I'acide acétique chez la souris
(Writhing test)
C'est un modele basé sur I'utilisation d'un stimulus chimique (Le Bars, et al.,
2001). Ce test est désigné sous diverses appellations : méthode des contorsions, test

des crampes abdominales, en anglais writhing test.

L'injection intrapéritonéale d’agents irritant les membranes séreuses
(phénylbenzoquinone, acide acétique, etc.) provoque un comportement, trés
stéréotypé chez la souris, caractérisé par des contractions abdominales, des
mouvements d’étirement du corps et des pattes postérieures et une torsion des
muscles dorso-abdominaux associés a une réduction de [lactivité et une

incoordination motrice (Le Bars, et al., 2001).

En général, le nombre de crampes abdominales par unité de temps est mesuré.
Ces comportements sont considérés comme des réactions réflexes (Hammond, 1989)
témoignant d’une douleur viscérale (Vyklicky, 1979). Par ailleurs, la fréquence des
crampes décroit spontanément avec le temps, de telle sorte gqu’il est impossible
d’évaluer la durée d’action d’un analgésique sur un méme animal (Michael-Titus &

Costentin, 1988).

Ce test permet la mise en évidence des effets analgésiques de faible intensité
mais manque de spécificité (Chernov, et al., 1967; Loux, et al., 1978). En effet, il
sélectionne bien tous les analgésiques majeurs et non morphiniques, mais également
certaines substances dépourvues d’action analgésique (faux positifs) : antagonistes

adrénergiques, antihistaminiques H1, myorelaxants, IMAO, neuroleptiques...
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Cependant, tous les analgésiques inhibent les contorsions abdominales (Le Bars, et al.,

2001). Nous y reviendrons dans la partie expérimentale du document.

1.1.2.2. Test de pression de la patte chez le rat (Randall-Selitto test)

C'est une méthode induite par un stimulus mécanique (Le Bars, et al., 2001),
permettant de mesurer |'activité analgésique, basée sur le principe que l'inflammation
augmente la sensibilité a la douleur et que cette sensibilité est susceptible d'étre
modifiée par les analgésiques. L'inflammation diminue le seuil de réaction a la douleur
et ce seuil est réellement relevé par les agents analgésiques aussi bien non

morphiniques (comme les salicylates) que morphiniques (Vogel, 2008).

L'inflammation est induite par une injection sous cutanée préalable, au niveau
du territoire qui sera soumis a la stimulation, de substances comme |"huile de croton,
la levure de biere ou la carraghénine, cette derniere étant la plus employée

aujourd’hui (Kayser & Guilbaud, 1987).

A Tlaide d’une pointe mousse, on applique une pression punctiforme et
croissante sur une patte postérieure ou, plus rarement, sur la queue de lI'animal. La
pointe mousse est fixée a un fléau gradué comportant un systéeme a crémaillére sur
lequel le déplacement d’une masse accroit progressivement la pression (Figure 32)

(Green, et al., 1951).

Figure 32 : Algimeétre : Modéle de Randall-Selitto
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Ce dispositif permet d’appliquer des pressions régulierement croissantes et
d’interrompre le test lorsque le seuil est atteint. Lorsque la pression augmente, on

observe successivement (Le Bars, et al., 2001) :

o |e retrait réflexe de la patte ;

e un mouvement plus complexe par lequel I'animal essaie de soustraire son
membre coincé ;

e une sorte de lutte ;

e unhe réaction vocale.

Si la sensibilité de la méthode s’en trouve accrue par l'inflammation, c’est au
détriment de sa spécificité car deux effets pharmacologiques différents, analgésiques
et anti-inflammatoires, peuvent étre confondus, le résultat traduisant des lors une
"activité antalgique" assez mal définie. Cependant, la comparaison chez le méme
animal des réponses déclenchées depuis une patte saine et une patte enflammée
permet de résoudre ce probleme dans une certaine mesure. En effet, les anti-
inflammatoires n’augmentent le seuil de vocalisation, abaissé du fait de la
sensibilisation des nocicepteurs, que lorsque la pression est appliquée sur la patte

enflammée (Winter & Flataker, 1965).

I.2. Evaluation de la douleur chronique chez I'animal d'expérience

Deux types de modeles sont principalement utilisés pour étudier les douleurs
chroniques chez le petit animal : 'un de type inflammatoire chez le rat par
déclenchement d’une arthrite chronique, l'autre se rapprochant des douleurs

neuropathiques.

1.2.1.  L’arthrite chronique induite par I’adjuvant de Freund chez le
rat

C'est un modele validé comme modele de douleur chronique inflammatoire
chez le rat. Il consiste a permettre le développement d’une arthrite auto-immune
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disséminée chez le rat, par injection intradermique d’une solution concentrée
d’adjuvant de Freund a la base de la queue (De Castro, et al., 1981; Colpaert, et al.,

1982; Calvino, et al., 1987).
Ce modele présente quatre phases :

1. une phase préclinique ;

eme

2. une phase aigué a partir du 127 jour apres I'inoculation, au cours de laquelle
on observe le développement d’une hyperalgésie ;

3. une phase post-aigué au cours de laquelle les symptomes observés sont
toujours présents mais régressent petit a petit pour atteindre ;

eme

4. une phase de guérison a partirdela9™"" semaine.

1.2.2. Modeéles animaux de douleurs neuropathiques

Les douleurs neuropathiques sont classées soit selon le diagnostic étiologique
de la neuropathie (par exemple, neuropathie douloureuse diabétique, névralgie post-
herpétique, névralgie post-traumatique), ou la lésion anatomique (douleur centrale,
névralgie périphérique). Ainsi, plusieurs modeles ont été décrits pour étudier la

douleur neuropatique (Vogel, 2008).

1.2.2.1. Modeéles chimiotoxiques

e Modele de diabéte expérimental a la streptozocine chez le rat
Avec ce modele, les rats rendus diabétiques par injection de streptozocine par
voie intra-péritonéale, présentent des signes caractéristiques des douleurs
neuropathiques deux semaines apres induction du diabete. Le modele a été validé
comme modele de douleur chronique par la mise en évidence d'une diminution des
seuils de réponse a la plaque chauffante (Forman, et al., 1986; Courteix, et al., 1993).
e Modeéle de douleur neuropathique induit par un traitement antirétroviral
Dans ce modele les rats sont traités par la molécule de synthese 2',3'-
dideoxycytidine (ddC) qui est un analogue nucléosidique inhibiteur de la transcriptase

inverse virale, utilisé dans le traitement du VIH chez 'lhomme. Les animaux traités
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présentent des modifications comportementales caractéristiques des douleurs
neuropathiques comme I'apparition d’'une allodynie et d’'une hyperalgésie mécanique
ou encore une allodynie thermique au froid (Van Steenwinckel, et al., 2008).
e Modeéle de douleur neuropathique induit par la vincristine

La vincristine est un agent antinéoplasique tres utilisé en chimiothérapie
cancéreuse, neurotoxique pour tous les patients traités et peut induire une
neuropathie périphérique (Windebank, 1999).

Des modeles animaux de neuropathie nociceptive ont été développés utilisant
des injections répétées de vincristine (Aley, et al., 1996; Authier, et al., 1999; Authier,

et al., 2003; Marchand, et al., 2003).

11.2.2.2. Les modeéles lIésionnels

Une lésion partielle des nerfs somatosensitifs provoque parfois une causalgie
chez I'homme. La causalgie est caractérisée par une douleur brilante spontanée
combinée a une hyperalgésie et a une allodynie et suit généralement une lésion
incompléete du nerf périphérique. L'allodynie est une sensation de douleur due a une
stimulation normalement inoffensive, est un symptéme particulierement génant chez

les patients.

L'un des premiers modeles validé a été celui, basé sur la pose de ligatures
partielles laches le long du tronc commun du nerf sciatique (CCl) (Bennett & Xie,
1988). Ce modele est caractérisé par des modifications comportementales chez les

animaux a type d'hyperalgésie mécanique et thermique au chaud.

S'inspirant de ce modeéle de Bennett et Xie, d’autres modeles ont été par la

suite décrits :

e une ligature serrée d’une partie (entre un tiers et la moitié) du tronc commun
du nerf sciatique, modeéle de "Seltzer" (PSNI) (Seltzer, et al., 1990) ;
e une ligature serrée ipsilatérale des racines dorsales L5 et L6, modéle de "Kim

and Chung" (SNL) (Kim & Chung, 1992) ;
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e une ligature du nerf infra orbitaire, modéle basé sur une constriction du nerf

(Vos, et al., 1994).

Le modele de Kim et Chung présente la plus grande reproductibilité puisqu’on
réalise une ligature serrée des nerfs. Malheureusement, ce modele produit une
composante inflammatoire importante résultante des lésions générées. Enfin ce

dernier modele présente le désavantage d’avoir une chirurgie lourde (Thibault, 2009).

II.3. Modeles animaux in vivo d'évaluation de I'activité anti-

inflammatoire

Le processus inflammatoire implique une série d'événements pouvant étre
provoqués par de multiples stimuli, tels que des agents infectieux, I'ischémie, des
interactions antigéne-anticorps, des lésions d'origine chimique, thermique ou
mécanique. La réponse est accompagnée par des signes cliniques comme ['érytheme,
I',edeme, I'hyperalgésie et la douleur. Cette réponse est présente dans trois phases

distinctes médiées par des mécanismes différents :

e Une phase aigué, transitoire, caractérisée par une vasodilatation locale, une
perméabilité capillaire augmentée ;

e Une phase subaigué avec infiltration de leucocytes et cellules phagocytaires ;

e Une phase proliférative chronique montrant une dégénérescence tissulaire et

une fibrose.

Tenant compte de ces différentes phases, des modeles pharmacologiques ont

été développés. Il s'agit de :

e Modeles permettant de tester l'inflammation aigué et subaigué :
o Erytheme cutané aux UV chez le cobaye ;
o Test de perméabilité vasculaire ;

o Test de I',edeme de I'oreille a huile de croton chez la souris ;

136



Chapitre Il : Modéles d'étude de la douleur et de I'inflammation

o Test de I';edéeme de la patte de rat induit par la carraghénine.
e Modeles mesurant la phase proliférative, basés sur la formation d'un
granulome :

o Granulome a la laine de coton;

11.3.1. Erythéme cutané aux UV chez le cobaye

L'érytheme (rougeur) constitue le premier signe de l'inflammation avant
I'apparition de I'exsudat et de I'cedeme. Chez le cobaye albinos, la peau exposée aux
UV (280 - 320 nm), le taux de PGE augmente durant les 24 heures suivant I'exposition.
Cette augmentation est corrélée a la phase tardive de I'érythéme. Le traitement
présystémique avec des AINS retarde |'augmentation de |'érytheme de la peau,

comme décrit pour la premiére fois par Wilhelmi (Wilhelmi, 1949).

e Procédure
Des cobayes albinos des deux sexes avec un poids moyen de 350 g sont utilisés,
regroupés par lots pour chaque traitement avec un groupe contréle. Dix huit heures
avant le test, les animaux sont rasés a la fois sur le flanc et le dos. lls sont ensuite
épilés chimiquement avec un produit d'épilation ou par une suspension de sulfite de
baryium. Vingt minutes aprés, la colle d'épilation et les poils sont rincés a I'eau. Le
jour suivant, les composés a tester sont dissouts dans le véhicule et la moitié est
administrée par gavage (10 mL/Kg) 30 min avant I'exposition aux UV. Les animaux
controles sont traités avec le véhicule seul. Les cobayes sont placés dans un brassard
en cuir avec un trou de 1,5 x 2,5 cm permettant au rayonnement UV d'atteindre
seulement la zone voulue. Les animaux sont ensuite exposés aux UV. Aprés 2 min
d'exposition, la moitié restante des composés a tester est administrée. L'érytheme est
évalué apres 2 et 4 h d'exposition (Vogel, 2008).
e Evaluation
Le degré de I'érythéme est évalué visuellement par deux investigateurs en

double aveugle, en appliquant les scores suivants :
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v' 0 = érythéme absent
v’ 1= érythéme faible
v’ 2 =érythéme fort

v’ 4 =érythéme treés fort

Les animaux avec un score de 0 a 1 sont considérés comme protégés. Le score
apres 2 et 4 h donne une indication sur la durée de I'effet. La DEsy peut étre calculée.
Les références utilisées peuvent étre l'indométacine (1,5 mg/Kg ; per os),

phenylbutazone (4 mg/Kg ; per os), acide acétylsalicylique (60 mg/Kg ; per os).

11.3.2.  Test de perméabilité vasculaire

Durant l'inflammation, la perméabilité vasculaire est augmentée pour
permettre aux constituants plasmatiques tels que les anticorps et le complément

d'accéder aux tissus lésés ou infectés (Patel, et al., 2012).

Tenant compte de cela, ce test est utilisé pour évaluer I'activité inhibitrice de
drogues contre la perméabilité vasculaire augmentée, laquelle est induite par des
substances phlogogenes. Les médiateurs de l'inflammation comme I'histamine, les
prostaglandines et leucotrienes sont libérés suite a la stimulation des cellules
mastocytaires par exemple. Cette derniere méne a la dilatation des artérioles et
veinules et ainsi a une augmentation de la perméabilité vasculaire qui favorise la

formation de I'cedeme (Vogel, 2008).

e Procédure:

Des rats Wistar albinos sont utilisés. Le groupe controle recoit I'eau distillée (1
mL/100 mg) per os et les autres groupes le composé a tester par voie orale. Le groupe
de référence recoit du diclofénac (10 mL/ kg) en IP. Une heure aprés administration
des différentes solutions, les rats regoivent une injection de 0,25 mL d'une solution de
0,6 % d'acide acétique par voie IP. Immédiatement aprés, on leur injecte 10 mL/kg
d'une solution de bleu d'Evans a 10 % au niveau de veine caudale. Trente minutes

138



Chapitre Il : Modéles d'étude de la douleur et de I'inflammation

apres, les animaux sont anesthésiés et sacrifiés. Leur abdomen ouvert et les viscéres
exposés. Le liquide péritonéal (exsudat) est collecté, filtré et complété a 10 mL avec
du sérum salé, puis centrifugé a 3000 tours pendant 15 minutes. L'absorbance du

surnageant est ensuite mesurée au spectrophotometre a 590 nm (Patel, et al., 2012).

e Evaluation:
La concentration en colorant diminuée, corrélée a l'absorbance indique la
réduction de la perméabilité. Le résultat du test est comparé avec un standard (Patel,

et al., 2012). La DEs, peut aussi étre calculée (Vogel, 2008).

11.3.3. Test de I';edeme de I'oreille a I'huile de croton chez la souris

L'huile de croton contient le 12-o-tetracanoilphorbol-13-acetate (TPA) et
d'autres esters de phorbol qui sont des agents irritants. Le TPA est capable d'activer la
PKC, laquelle active a tour de role d'autres cascades enzymatiques, telles que MAPK et
PLA2, menant a la libération de PAF et I'AA. Ces cascades d'événements stimulent la
perméabilité vasculaire, la vasodilatation, la migration des PNN, la libération
d'histamine et de sérotonine et la synthése d'éicosanoides par la COX et la 5-LOX. Les
inhibiteurs de la COX et 5-LOX, les antagonistes des LTB4 et les corticostéroides

montrent une action anti-inflammatoire topique sur ce modele (Patel, et al., 2012).

e Procédure:

Une solution acétonique (15 pL) contenant 75 pg d'huile de croton est
appliquée sur la surface interne de l'oreille droite de la souris. L'oreille gauche n'est
pas traité. Le groupe contrOle ne recoit que la solution irritante, I'indométacine (100
ug/ oreille) sert de référence. Des doses variables des drogues a tester dissoutes dans
une solution irritante sont appliquées a la surface interne de I'oreille droite de chaque
souris. Les animaux sont ensuite sacrifiés par dislocation cervicale 6H aprés et un
disque de 6 mm de diameétre est prélevé sur chaque oreille traité ou non tratité. La

détermination de la différence de poids indique le degré de I'cedéme inflammatoire.
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Le TPA étant le constituant principal de I'huile de croton, purifié il peut étre utilisé

pour induire I'cedeme chez la souris (Patel, et al., 2012).

e Evaluation:
L'effet antiphlogogene peut étre déterminé en exprimant I'augmentation de
poids de l'oreille traité en pourcentage du poids de l'oreille contrble. Les valeurs
moyennes de la différence a la fois entre les oreilles ou les disques prélevés est

calculée pour les groupes traité et controle. L'effet est évalué par analyse statistique.

11.3.4. Test de I';cedeme de la patte de rat induit par la carraghénine

Parmi les nombreuses méthodes utilisées pour le criblage des drogues anti-
inflammatoires, I'une des techniques les plus couramment utilisées est basée sur la
capacité de ces agents a inhiber I'cedeme de la patte postérieure du rat apres
injection d'un agent phlogogene. De nombreux agents phlogogenes (irritants) ont été
utilisés, tels que la levure de biere, le formaldéhyde, le dextrane, I'alboumine d'ceuf, le
kaolin, les polysaccharides sulfatés comme le carraghénine ou I'héparamine naphtoyle

(Vogel, 2008).

L'oedéme de la patte de rat induit par la carraghénine est associé a trois phases
distinctes. La premiere phase est précoce, médiée par la dégranulation des
mastocytes et la libération d'histamine et de sérotonine (1 h), la seconde phase (60 a
150 min) se caractérise par une libération de la bradykinine (douleur), et une
production ultérieure d'éicosanoides en phase tardive (3-4 h). Donc ici, |'effet anti-
inflammatoire du composé testé est di a l'inhibition de médiateurs de la douleur et

de l'inflammation (Patel, et al., 2012).

11.3.5. Granulome a la laine de coton

Les granulomes de corps étrangers ont été provoqués chez des rats par
implantation sous-cutanée de boulettes de coton comprimées. Aprés plusieurs jours,
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des cellules et des tissus conjonctifs indifférenciés peuvent étre observés en plus de
I'infiltration de fluide. La quantité de tissu conjonctif nouvellement formée peut étre
mesurée en pesant les boulettes séchées apres retrait. Une formation de granulomes
plus intense a été observée si les boulettes de coton ont été imprégnées de

carraghénine (Patel, et al., 2012).

e Procédure:

Des rats males pesant entre 180 - 200 g ont été utilisés. Les drogues a tester
ont été administrées une fois par jour pendant 7 jours par voie orale, et le groupe
témoin a regu le véhicule. Deux boulettes stérilisées de coton ont été implantées par
voie sous-cutanée, une de chaque c6té de I'abdomen de I'animal, sous I'anesthésie et
de facon stérile. Les rats ont été sacrifiés le huitieme jour. Les boulettes implantées
ont été disséquées et leurs poids humides déterminés. Les thymus ont été disséqués.
Les boulettes et le thymus ont été séchés a 60 ° C pendant 18 h et le poids sec a été

déterminé (Patel, et al., 2012).

e Evaluation:
Le poids du transudat et du granulome ainsi que le pourcentage d'inhibition du
granulome par les drogues testées ont été calculés. Le gain de poids corporel a

également été déterminé (Patel, et al., 2012).

Habituellement la prise en charge de la douleur et de I'inflammation passe par
I'utilisation d'agents pharmacologiques comme les opioides et les AINS dont

I'évaluation préclinique de leur activité nécessite des modeles expérimentaux.

Cependant, les effets indésirables divers (constipation, dépression respiratoire
ainsi que l'irritation de la muqueuse gastrique et l'ulcere, la rétention hydrique et la
néphrotoxicité...) des opioides et des AINS, limitent leur utilisation thérapeutique
(Benyamin, et al., 2008; Kawada, et al., 2012). Une autre option importante dans le
traitement de la douleur et de l'inflammation est I'utilisation de plantes médicinales
qui est une pratique mondiale commune (Shah, et al., 2011).
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LPP-03-2017 (ANNONACEAE), plus connue sous le nom de pomme Cannelle du
Sénégal, et communément appelée « Dugor » en wolof, est une plante trés largement
répandue dans les savanes soudano-guinéennes et s’étend du Sénégal au Soudan et
également tout le long de la cote en Afrique de I'Est et a Madagascar (Pinto, et al.,
2005; Matig, et al., 2006). Elle fait partie de ces plantes de la Pharmacopée Africaine,
tres utilisées par les praticiens de la médecine traditionnelle. Ses différentes parties
(racines, écorces de tronc, feuilles, rameaux feuillés) sont utilisées en médecine
traditionnelle africaine dans le traitement de nombreuses pathologies (Boullard,

2001).

lll.L1. Description botanique de LPP-03-2017

I1I.1.1.  Classification scientifique
Regne : Végétal
Sous-regne : Trachéophytes
Embranchement : Spermatophytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Ordre : Annonales
Famille : Annonaceae
Genre : LPP-03-2017

Espece : LPP-03-2017
11.1.2.  Appellations locales

Le nom du genre, "LPP-03-2017", vient du mot latin "anon", signifiant "produits
chaque année", se référant aux habitudes de fruits des différentes especes dans ce
genre de production. Le nom spécifique signifie "du Sénégal", qui est le pays d'ou le

spécimen type a été recueilli (Orwa, et al., 2009).
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11.1.3. Laplante

LPP-03-2017 (ANNONACEAE), est un arbuste ou petit arbre de 2 a 6 metres de
hauteur, pouvant atteindre 11 metres en conditions favorables. Son écorce est grise a
noire, épaisse et lisse, fissurée en sections quand elle vieillit. Ses rameaux sont plus ou
moins velus avec de grandes feuilles ovales avec des nerfs latéraux paralleles. Les
fleurs sont jaunes avec de petits sépales triangulaires et le fruit en syncarpe orange.
Les rameaux et les jeunes feuillages présentent parfois des poils denses (Orwa, et al.,

2009).

11.1.4. Les feuilles

Les feuilles sont alternes, simples, de forme oblongue, ovales ou elliptiques.
Elles sont vertes a bleu-vert, presque sans poils sur le dessus, mais souvent avec des
poils brunatres en dessous, avec des nervures nettes vertes a rougeatres sur les deux
surfaces. L'apex est arrondi ou légerement entaillé, de base carrée a légerement

lobée, de marge entiére. Le pétiole est court et trapu (Orwa, et al., 2009).

111.1.5. La fleur

La fleur peut mesurer jusqu'a 3 cm de diametre. Elle est portée par des tiges de
2 cm de long, solitaires ou en groupes de 2 a 4, découlant de I'aisselle des feuilles. Elle
est jaunatre, campanulée, trimere et hermaphrodite. Elle est constituée de 3 sépales,

6 pétales et de nombreuses étamines longues (Orwa, et al., 2009).

.1.6. Le fruit

Le fruit est formé de nombreuses carpelles soudées, charnues, grumeleuses, en
forme d'ceuf, ovoide ou globuleux. Le fruit immature est vert, virant au jaune puis a
I'orange a maturation. La tige portant le fruit mesure entre 1,5 et 5 cm de long. Les
graines sont nombreuses, cylindriques, de forme oblongue, orange-brun (Orwa, et al.,

2009).
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.1.7. Le cycle végétatif

La plante prend ses jeunes feuilles en janvier, fleurit de février a mai. Les fruits

mdrissent d'avril a juin.

lll.2. Utilisations
l.2.1.  Alimentaire
Les feuilles sont parfois utilisées comme légumes. La pulpe blanche comestible
du fruit mdr a un golt agréable d'ananas. Les fleurs servent comme épice pour

différents repas. Les rameaux et les feuilles sont utilisés comme fourrage pour le

bétail (Arbonnier, 2009).

11.2.2. En médecine traditionnelle

Toutes les parties de LPP-03-2017 sont utilisées en médecine traditionnelle

(Okhale, et al., 2016).

En milieu diola (Casamance, zone sud du Sénégal), le jus issu des feuilles
pressées de LPP-03-2017 est utilisé en application directement sur les blessures

comme hémostatique et cicatrisant (Sambou, 1998).

Chez les Malinké de la communauté rurale de Tomboronkoto, Kédougou
(Sénégal), les feuilles et les racines sont utilisées sous forme de boisson dans la

constipation (Gueye, et al., 2012).

Les socés des fles du Saloum (Sénégal) utilisent le décocté des racines par voie
orale dans les affections intestinales douloureuses avec anurie et constipation. La
poudre de feuilles et I'écorce de petites tiges séchées sont utilisées contre la diarrhée

(Neuwinger, 1996).

Au Bénin, la tige et les feuilles de LPP-03-2017. sont utilisées en médecine

vétérinaire traditionnelle par les éleveurs dans le traitement des panaris interdigités.
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Les feuilles sont employées dans la prise en charge des helminthiases du tube digestif

et I'écorce de racines dans les cas de morsures de serpents (Assogba, 1984).

Dans les tribus Haoussa de Kano au Nigéria, une décoction de I'écorce est
utilisée contre la fatigue, le latex et I'écorce de tige sont appliqués sur les plaies
(Hussain, 1989). llIs utilisent également I'écorce de tige dans les morsures de serpents
et dans le traitement de I'hernie (Dambatta & Aliyu, 2011). Chez les Igede du Nigéria,
I'écorce de tige de LPP-03-2017 sous forme de décoction est utilisée dans la prise en
charge de la diarrhée. Le macéré ou décocté de feuilles, associé a celui des feuilles de
Nauclea latifolia est employé pour traiter la dysenterie. Aussi, un macéré de feuilles et
d'écorces de tige est utilisé contre les insectes qui attaquent les grains entreposés
(Igoli, et al., 2005). Dans I'Etat de Enugu et chez le peuple Keffi du Nigéria, les feuilles
sont utilisées dans le traitement de la fievre jaune, de la tuberculose et de la variole
(Aiyeloja & 0., 2006; Mustapha, et al., 2013). Les tribus Idoma du Nord du Nigéria
utilisent les écorces de racines dans la prise en charge de pathologies infectieuses
humaine et animale, notamment la tuberculose (Ofukwu & Ayoola, 2008). Dans I'Etat
de Kaduna au Nigéria, les feuilles sont écrasées et appliquées sur les éruptions

cutanées dans les cas de varicelles (Faleyimu, et al., 2010).

Dans la Province Nord-Ouest du Cameroun, LPP-03-2017 est utilisée en
médecine ethnovétérinaire comme antidiarrhéique et antiseptique contre les
blessures touchant les animaux (Toyang, et al., 1995). Dans l'extréme nord du
Cameroun, la racine est utilisée comme antidote contre les toxines nécrosantes des
morsures venimeuses et piqlres de scorpions, de serpents et d'araignées (Emmanuel
& Mamoudou, 2015). La racine est également utilisée dans les régions soudano-
sahéliennes et dans le Sud-ouest du Cameroun pour la prise en charge des gastrites,
des morsures de serpents, de l'impuissance sexuelle masculine, et du

dysfonctionnement érectile (Jiofack, et al., 2009).

En Guinée, les guérisseurs traditionnels utilisent la décoction de feuilles de LPP-

03-2017 dans le traitement du paludisme (Traore, et al., 2013).
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En Tanzanie, les racines sont utilisées pour combattre les infections
opportunistes de type herpes zoster, cryptococcal meningitidis et infections

dermiques, liées au VIH/SIDA (Kisangau, et al., 2007).

En Swaziland, les racines sont utilisées pour traiter les plaies ouvertes (National

Research Council, 2008).

En Afrique du Sud, les racines seraient utilisées pour guérir la dépression
psychique, et au Mozambique, elles servent a faire oublier aux petits enfants le sein
afin de hater le sevrage. Il a également été rapporté que les feuilles cueillies le jeudi

matin et jetées sur |'épaule droite favoriserait la chance (Orwa, et al., 2009).

111.2.3. Autres utilisations

Des cendres provenant du bois est ajouté a macher ou a priser le tabac et est
également un solvant dans la production de savon. Les feuilles sont parfois utilisées
dans le remplissage des matelas et des oreillers, et au Soudan un parfum est préparé

a partir de feuilles bouillies (Arbonnier, 2009).

Le bois de LPP-03-2017 brun doux, blanc ou de couleur claire est utilisé dans la
fabrication de batons, de manches d'outils et la construction de huttes. Un colorant
jaune ou brun (tanins) est obtenu a partir de I'écorce. L'écorce permet d'obtenir un

insecticide efficace utilisé comme poison (Orwa, et al., 2009).

Une huile essentielle peut étre tirée du fruit et des feuilles dont les principaux
constituants sont respectivement la car-3-éne et le linalol (Ekundayo & Oguntimein,

1986).

Dans I'état de Kogi au Nigéria, les racines de LPP-03-2017 sont utilisées comme
colorant naturel (jaune) dans les fabriques de coton afin de remplacer les produits

chimiques (Abuh, et al., 2016).
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lll.3. Phytochimie de LPP-03-2017

11.3.1.

Composition phytochimique de LPP-03-2017

Le screening phytochimique de feuilles de LPP-03-2017 a permis la

caractérisation d'un certain nombre de composés tels que les alcaloides, les

flavonoides, les saponosides, les tanins, les stérols, les triterpénes, les stéroides et les

hétérosides cardiotoniques (Tableau l).

Tableau I : Principaux composés phytochimiques caractérisés a partir de différentes parties
de LPP-03-2017 (ANNONACEAE)

Constituants
chimiques

Parties de plante

Feuilles

Ecorces

Tiges

Racines
Graines
Ecorces
de tronc

Ecorces
racines

Fruits

Références

Alcaloides

(Konate, et al., 2012; Okoye, et
al., 2013; Okoye, et al., 2010;
Okoli, et al., 2010; Suleiman, et
al., 2014; Agaba, et al., 2015;
Johnson & Olatoye, 2012)

Flavonoides

(Ouattara, 2005; Tijjani, et al.,
2013; Konate, et al., 2012;
Okoye, et al., 2013; Okoye, et al.,
2010; Okoli, et al., 2010;
Suleiman, et al., 2008; Yeo, et al.,
2011; Suleiman, et al., 2014;
Agaba, et al., 2015)

Saponosides

(Ouattara, 2005; Tijjani, et al.,
2013; Okoye, et al., 2010; Okoli,
et al., 2010; Suleiman, et al.,
2008; Suleiman, et al., 2014;
Agaba, et al., 2015)

Tanins

(Ouattara, 2005; Tijjani, et al.,
2013; Okoye, et al., 2010; Okoli,
et al., 2010; Suleiman, et al.,
2008; Yeo, et al., 2011; Suleiman,
et al., 2014; Agaba, et al., 2015;
Johnson & Olatoye, 2012)

Stérols/triterpénes

(Ouattara, 2005; Tijjani, et al.,
2013; Konate, et al., 2012;
Okoye, et al., 2013; Okoye, et al.,
2010; Okoli, et al., 2010;
Suleiman, et al., 2008; Yeo, et al.,
2011; Suleiman, et al., 2014,
Johnson & Olatoye, 2012)

Stéroides

(Ouattara, 2005; Okoli, et al.,
2010; Johnson & Olatoye, 2012;
Mahmoud, et al., 2015)

Hétérosides
cardiotoniques

(Ouattara, 2005; Tijjani, et al.,
2013; Mahmoud, et al., 2015)
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11.3.2. Molécules isolées de LPP-03-2017

Des diterpenes kaurane-16a-ol, acide kaur-16-ene-19-oique, acide kauran-19-
al-17-oique, et acide 19-norkauran-4a-ol-17-oique ont été isolés de I'extrait a I'éther
de pétrole d'écorce de LPP-03-2017 (Eshiet, et al., 1971; Adesogan & Durodola, 1976).
C'est le cas de |'écorce de racines qui contient |'acide kaurenoique (Okoye, et al.,

2014; Okoye, et al., 2012; Okoye, et al., 2013).

De méme, le fractionnement bioguidé a permis d’isoler des extraits de I'écorce
de tronc de LPP-03-2017 quatre ent-kaurenoides avec une activité cytotoxique

sélective sur les cellules cancéreuses du sein et de la prostate (Fatope, et al., 1996).

Les feuilles contiennent de la rutine, de la quercétine et de la querectrine

(Kerharo & Adams, 1974).

Le fractionnement bioguidé des extraits a travers I'essai contre Artemia salina a
permis d’isoler des acétogénines (Sahpaz, et al., 1994). Deux acétogénines
monotétrahydrofuraniques cytotoxiques (Annosenegaline et Annogaléne) ont été
isolées a partir de I'extrait méthanolique de LPP-03-2017 (Sahpaz, et al., 1996). A
partir de I'extrait chlorométhylénique des racines de LPP-03-2017, la structure de cing
acétogénines a pu étre établie appartenant au types A-1b (acétogénines mono-THF a
y-méhyl-y-lactone a,B-insaturée, hydroxylée en 4), B-la (acétogénines bis-THF

adjascents a y-méthyl-y-lactone a,B-insaturée, hydroxylée en 4) (Fall, et al., 2003).

Des cyclopeptides a activité cytotoxique ont été décrits dans les graines de LPP-

03-2017, pour les cyclosénégalines A, B, C et D (Wélé, et al., 2002).

A partir des feuilles de LPP-03-2017, ont été isolés des alcaloides de type
aporphinique (liriodénine, isoboldine et anonaine) (Philipov, et al., 1995). D’autres
alcaloides ont également été mis en évidence a partir des feuilles, la (-)-roemerine, la

(-)-N-méthylanonaine et I'isocorydine (You, et al., 1995).
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lIl.4. Propriétés pharmacologiques de LPP-03-2017

1.4.1.  Activité anti-diarrhéique

L'extrait méthanolique d'écorces de tige a 10 mg/kg réduit de fagon
significative le temps de transit intestinal. L'extrait agirait comme un antagoniste
bloquant I'effet des neurotransmetteurs (Acétylcholine, histamine) via la prévention
de la libération de Ca®* par les vésicules de stockage et donc son entrée dans les
cellules, atténuant ainsi la contraction spontanée des muscles lisses intestinaux

(Suleiman, et al., 2008).

11.4.2. Activité anti-convulsivante

Les extraits et fractions méthanolique de feuilles de LPP-03-2017 possedent
des propriétés neuropharmacologiques anticonvulsivante, dépressive centrale et

anxiolytique chez le rongeur qui seraient dues aux flavonoides (Okoli, et al., 2010).

L'extrait méthanolique d'écorces de racines a la dose de 200 mg/kg inhiberait
les convulsions induites par Pentylenetétrazole par un mécanisme similaire a celui du
diazépam c'est-a-dire par une augmentation de I'effet inhibiteur du récepteur GABA-A
couplé aux canaux ClI" au niveau du SNC. Il est également sédatif et relaxant
musculaire (Okoye, et al.,, 2010). Cette activité anticonvulsivante serait due a un
diterpéne, I'acide kaurenoique, isolé de |'écorce de racines de LPP-03-2017 (Okoye, et

al., 2013).

D'autres travaux ont également montré que l'extrait aqueux d'écorces de
racines prévient les convulsions induites par la Pilocarpine en retardant de facon
significative le début d'apparition des crises. Les mécanismes impliqués pourraient
étre liés a une augmentation de l'effet inhibiteur GABA-A couplé aux canaux Cl, a
I'altération de I'expression des canaux Na*/K" ATPase, ou a l'inhibition de I'expression

de la NO-synthase inductible (NOSi) (Konate, et al., 2012).
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111.4.3. Activité anti-infectieuse
11.4.3.1. Activité antibactérienne

Des travaux ont montré que I'extrait méthanolique des écorces de racines de
LPP-03-2017 possede une puissante activité antimicrobienne sur Staphylococcus
aureus avec une concentration minimale inhibitrice faible de 62,5 mg/mL (Apak &

Olila, 2006).

L'Acide Kaurenoique, diterpene isolé de I'écorce de racines de LPP-03-2017
possede une activité antibactérienne sur Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et

Pseudomonas aeruginosa (Okoye, et al., 2012).

Il a été également montré que la fraction a I'éther diéthylique de I'extrait
méthanolique d'écorces de tige de LPP-03-2017 est active sur Escherichia coli,

Salmonella enteriditis et Shigella dysenteriae (Awa, et al., 2012).

De méme, il a été montré que les extraits aqueux et éthanolique de feuilles de
LPP-03-2017 étaient actifs sur Shigella flexineri et Pseudomonas aeruginosa
responsables respectivement de la dysenterie et des infections opportunistes des
voies urinaire, respiratoire et gastro-intestinale chez I'homme (Johnson & Olatoye,

2012).

Les extraits aqueux et surtout éthanolique de feuilles de LPP-03-2017 ont
montré une activité antibactérienne sur Streptococcus pneumoniae (Traoré, et al.,

2012).

Les tanins bruts isolés de l'extrait aqueux de feuilles de LPP-03-2017 ont
montré une forte activité antibactérienne contre Shigella dysenteriae et une activité

modérée contre Escherichia coli, Salmonella typhi (Mahmoud, et al., 2014).

Les flavonoides issus de I'extrait méthanolique brut d'écorces de tige de LPP-
03-2017 présentent une activité antibactérienne sur Shigella specie, Escherichia coli et

Salmonella typhi (Mahmoud, et al., 2015).
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111.4.3.2. Activité antifongique

Les extraits aqueux et surtout éthanolique de feuilles de LPP-03-2017 ont
également montré une activité antifongique sur Aspergillus fumigatus (Traoré, et al.,

2012).

111.4.3.3. Activité antiparasitaire

L'extrait aqueux de feuilles de LPP-03-2017 a la dose de 200 mg/Kg administré
a des souris infectées par Trypanosoma brucei brucei permet d'éliminer totalement
ces derniers du sang et du liquide cérébro-spinal des souris en 3 jours de traitement
(Ogbadoyi, et al., 2007).

L'extrait méthanolique de feuilles de LPP-03-2017 réduit de facon dépendante
de la dose (100 - 800 mg/kg) la parasitémie chez la souris albinos infectée par
Plasmodium Berghe (Ajaiyeoba, et al., 2006). En outre, des études histopathologiques
ont montré que |'extrait méthanolique de feuilles de LPP-03-2017 associé a celui de
feuilles et d'écorces de racines d'Alstonia boonei protege le foie, a l'image de la
chloroquine, contre la destruction des hépatocytes et la nécrose sévere causées par la
malaria induite par Plasmodium Berghei chez la souris albinos (Onwusonye, et al.,
2014). Cependant, d'autres travaux font état d'une activité antiplasmodiale modérée
in vitro et faible in vivo de l'extrait méthanolique de feuilles de LPP-03-2017 sur

Plasmodium falciparum et Plasmodium yoelii subsp nigeriensis (Ngbolua, et al., 2014).

L'extrait aqueux d'écorces de tige de LPP-03-2017 possede une activité
antihelminthique, inhibe de facon significative I'éclosion des ceufs et la libération des
larves de Haemonchus contortus, un nématode pathogeéne des ruminants (Alawa, et

al., 2003).

L'extrait méthanolique de racines de LPP-03-2017 a montré une activité
antiparisitaire sur des souches de Plasmodium falciparum résistantes a la chloroquine

(Fall, et al., 2003).
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La squamocine, acétogénine isolée de I'extrait chlorométhylénique de racines
de LPP-03-2017 est un antihelminthique actif sur Rhabditis pseudoelongata (Fall, et
al., 2007).

I11.4.4. Activité antioxydante

Les dommages oxydatifs hépatocellulaires induits par le CCl, chez le rat, sont
atténués par l'extrait aqueux de feuilles de LPP-03-2017 qui piege les radicaux libres.
Cette activité antioxydante serait due a la présence de composés phénoliques, de
flavonoides et de proanthocyanidines. L'extrait agueux possede également la capacité
d'induire la synthése de novo de certaines enzymes de détoxification des drogues
telles la glutathion S-transférase, la quinone oxydoréductase (NADH) et ['Uridyl

diphosphoglucuronyl transférase (Ajboye, et al., 2010).

Potchoo et al. (2008), avaient mis en évidence I'activité antioxydante d'extraits
hydrométhanolique et acétate d'éthyle de feuilles de LPP-03-2017 provenant
d'écosystemes différents, du Togo et du Burkina Faso. L'activité inhibitrice des
radicaux libres, plus importante pour les extraits de feuilles provenant du Burkina
Faso, serait due a la présence de composés polyphénoliques notamment les

flavonoides (Potchoo, et al., 2008).

111.4.5. Activité antivenimeuse

L'extrait méthanolique des écorces de racines de LPP-03-2017 réduit la
mortalité des rats intoxiqués par le venin du cobra Naja nigricotlis nigricotlis. |l inhibe
également de facon significative le début et la sévérité des signes neurotoxiques

induits par le venin et restaure les fonctions biochimiques du foie (Adzu, et al., 2005).

La fraction méthanolique de feuilles de LPP-03-2017 inhibe complétement
I'hnémorragie induite par le venin de Echis ocellatus, serpent de la famille des viperidae
(Emmanuel, et al., 2014) qui provoque le plus de mortalité par morsure de serpent

au Sénégal (Trape, et al., 2001).
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11.4.6.  Activité cytotoxique

Des tests effectués sur des cellules ovariennes humaines cancéreuses A2780
ont montré que l'extrait méthanolique de feuilles de LPP-03-2017 possédait une faible
activité cytotoxique sur ces derniéres avec une Clsy de 28,8 ug/mL (Ajaiyeoba, et al.,

2006).

L'huile essentielle provenant de feuilles de LPP-03-2017 a montré une activité
cytotoxique modérée chez I'artémie (Artemia nauplii), crustacé des lacs salés avec un
concentration létale 50 % de 27,3 ug/mL. Cette activité cytotoxique a été confirmée
chez les lignées cellulaires cancéreuses A549 (carcinome de poumon humain), HT29
(adénocarcinome de colon humain), MCF7 (adénocarcinome de sein humain), RPMI

(mélanome malin) et U251 (glioblastome multiforme) (Ahmed, et al., 2010).

L'acide kaurenoique, diterpene isolé de I'écorce de racines de LPP-03-2017
présente une activité cytotoxique contre les lignées cellulaires cancéreuses
pancréatique (PANC-1), cervicale (Hela) avec une Clsy de 0,74 mol/L et 0,52 mol/L
respectivement. L'activité antiproliférative est plus importante contre les cellules

PANC-1 que les cellules Hela (Okoye, et al., 2014).

L'extrait éthanoliqgue de feuilles de LPP-03-2017 possede une activité
cytotoxique sur les lignées cellulaires leucémiques P-388 avec une Clsy de 8,74 pg/mL

(Ngbolua, et al., 2014).

11.4.7. Activité insecticide

Les fractions acétate et méthanolique de feuilles de LPP-03-2017 ont montré
une activité ovocide et adulticide sur Caryedon serratus Olivier, coléoptere
déprédateur de l'arachide communément appelé la bruche de l'arachide (Gueye,
2000). La fraction acétate élimine la totalité des ceufs (100 %) avec une concentration
de 0,1 g/mL, tandis que la fraction méthanolique élimine 33 % des oceufs avec une

concentration de 0,01 g/mL. Pour les insectes adultes, les fractions méthanoliques, a
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forte concentration (0,1 g/mlL) et acétates a faible concentration (0,001 g/ml)

éliminent apres 72 heures, 94 % des insectes (Gueye, et al., 2011).

Les fractions n-hexanique et chloroformique issues de |'extrait méthanolique
de feuilles de LPP-03-2017 ont montré une activité larvicide sur Aedes aegypti,
vecteur redoutable de la fievre de la dengue, de la fievre jaune et du chikungunya
dans les régions tropicales (WHO, 2014) . Les concentrations létales 50 % sont

respectivement de 379,3 mg/L et 595,2 mg/L (Lame, et al., 2014).

L'extrait éthanolique de feuilles de LPP-03-2017 a montré une action
protectrice contre les agents fongiques pathogenes des graines de sorgho, de tomate
et de gombo sélectionnées. En effet, ce extrait favorise une bonne germination des
graines avec une meilleure activité pour le sorgho entre 71 et 93,36 % (Nwogwugwu,

et al., 2015).

La poudre de feuilles et de racines de LPP-03-2017 possedent dans sa
composition phytochimique des groupements chimiques réputés pour leur activité

nématocide (Agaba, et al., 2015).

111.4.8.  Activité anti-nociceptive

L'activité antinociceptive a été montrée sur des modeles de douleur chez la
souris. L'extrait méthanolique d'écorces de racines et de tige de LPP-03-2017 inhibe
les contorsions abdominales induites par l'acide acétique, augmente le temps de
réaction au stimulus thermique, mais aussi, la douleur induite par le formol en phase
retard, suggérant une action périphérique de I'extrait (Adzu, et al., 2003; Suleiman, et

al., 2014).

11.4.9. Activité anti-inflammatoire

Sur un modele inflammatoire d'cedeme de la patte de rat induit par I'albumine
de I'ceuf, l'extrait méthanolique d'écorces de racines de LPP-03-2017 prévient

I';edéme de fagcon dépendante a la dose (Adzu, et al., 2003). L'extrait méthanolique
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d'écorces de tige inhiberait également de facon dépendante a la dose I'cedeéme de la
patte de rat induit par I'albumine. Aussi, la perméabilité vasculaire induite par l'acide
acétique chez la souris est inhibée (Suleiman, et al., 2014). Ces travaux montrent ainsi
I'activité anti-inflammatoire des extraits méthanoliques d'écorces de racines et de tige

de LPP-03-2017.

L'extrait éthanolique de feuilles de LPP-03-2017 diminue de maniere
significative la phase cellulaire de l'inflammation via une diminution du nombre de
cellules inflammatoires. Cette activité pourrait s'expliquer par la présence de tanins et

de composés phénoliques dans |'extrait éthanolique (Yeo, et al., 2011).

111.4.10. Action sur la fertilité

L'extrait aqueux de feuilles de LPP-03-2017 présenterait une activité sur la
spermatogeneése des rats albinos males. Cette activité passerait par une augmentation
significative du poids des organes reproducteurs (testicules et épididyme) mais
également, par I'augmentation significative de la concentration de spermatozoides a
forte dose (300 et 500 mg/kg) (Michael, et al., 2014). Cependant d'autres travaux ont
conclu que l'extrait aqueux de feuilles de LPP-03-2017 pourrait provoquer chez les
rats albinos males une altération de certains parameétres des fonctions biochimiques

et testiculaires de facon dépendante a la dose (Nwonuma, et al., 2015).

lIl.5. Toxicologie

Des doses d'extraits et de fractions de LPP-03-2017 variant jusqu'a 5000 mg/kg
n'ont montré aucun effet toxique. En effet, des tests de toxicité aigué et subaigué
effectués sur des extraits (Eau, Méthanol-Chlorure de méthyléne) et fractions
(héxanique, acétate d'éthyl et méthanolique) d'écorces de racines de LPP-03-2017
chez le rat wistar n'a pas montré d'effets toxiques (Okoye, et al., 2012; Okoye, et al.,
2010; Konate, et al., 2012). C'est le cas également pour les tests de toxicité aigué
d'extrait méthanolique de feuilles chez la souris albinos (Onwusonye, et al., 2014) et

d'extrait méthanolique d'écorces de tige (Suleiman, et al., 2008).
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Aussi, l'extrait méthanolique de carpelles séchées de LPP-03-2017 n'a pas

montré d'effet toxique lors des tests de toxicité aigué (Rukayyah & Onyinyechi, 2016).

Cette revue sur de LPP-03-2017 montre que cette plante est tres utilisée en
médecine traditionnelle, dans le traitement de diverses pathologies. Des travaux
réalisés par différentes équipes de recherche ont apporté la preuve scientifique de

I'emploi des parties de LPP-03-2017 en médecine traditionnelle.

C'est dans cette mouvance que s'inscrit cette étude dont I'objectif était de
contribuer a la valorisation scientifigue des ressources de la pharmacopée
traditionnelle sénégalaise, a travers |I'étude du mécanisme d'action anti-inflammatoire

et analgésique d'extraits de feuilles de LPP-03-2017.
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I.1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé est constitué de feuilles fraiches de LPP-03-2017

récoltées au kilomeétre 50 sur la route de Pout (Sénégal) en période de floraison (Mai).

L'identification des feuilles a été réalisée au Laboratoire de Pharmacognosig et

Botanique de la FMPO de 'UCAD. Les feuilles ont été ensuite séchées au laboratoire a
I'ombre, a température ambiante, pendant 4 semaines, avant d’étre réduites en
poudre, a I'aide d’un broyeur électrique muni d’un tamis de calibre moyen. Cela a

permis I'obtention d’une poudre.

1.2. Matériel animal

Le matériel animal est constitué de :

e rats de souche Wistar, de poids compris entre 137-221 g (Figure 33 a). Ces
animaux sont issus de [I'élevage de [|'animalerie du Laboratoire de
Pharmacologie de la FMPO ;

e souris de souche Albinos de poids moyen de 27 g (Figure 33 b). Les souris
proviennent de I'animalerie de I'Institut Pasteur de Dakar.

1.3. Matériels et réactifs de laboratoire

1.3.1. Matériels et réactifs d'extraction

Matériels :

Le matériel utilisé est constitué de :

e pulvérisateur de type Agrex model B 3m

e balance électronique de précision, type ORMA model bc (poids maximal : 100
g,

e balance monoplateau de type Mettler model 2476 (poids maximal : 2000 g),

e chauffe ballon,

e réfrigerant avec un col de 29/32,
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évaporateur rotatif avec un col de 29/32 (de type Biichi) avec Bain-marie (de
type Bichi waterbath B-480) et une pompe a vide (de type Leroy Somer n°
210670)

ballons de 1000 mL avec un col de 24/29, de 2000 mL avec un col de 29/32,
étuve de type Memmert,

tubes a essai et tubes collecteurs,

plaques chromatographiques en silice et en cellulose,

ampoule a décanter et entonnoir,

colonne chromatographique de 1 m de longueur et de 2 cm de diametre,

gel de sephadex LH 20,

éprouvettes (10 et 1000 mL), béchers (100 et 400 mL) et erlenmeyers (250,
1000 et 3 000 mL),

micropipettes,

lampe UV de type CAMAG 29200 (254 et 366 nm),

cuve de migration avec couvercle,

pince, spatule et poire,

verres a montre et boites de Pétri,

coton et papier filtre.

1.3.2. Matériels et réactifs pour le test d'inhibition de la phospholipase

A, secrétée (sPLA,)

Matériels

Micropipettes (P5000, P1000, P50, P20 et P10)
Embouts (jaune et bleu)
Plague 96 puits (fournie avec le kit)

Lecteur de plaques pouvant mesurer une absorbance entre 405-420 nm (Stat

Fax 2100)

Réactifs

Eau ultra pure (HPLC)
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Méthanol HPLC

Solution Buffer (fournie avec le kit)

DTNB (fournie avec le kit)

Substrat Diheptanoyl Thio-PC (fournie avec le kit)

sPLA, humain Type V (fournie avec le kit)

Figure 33 : Animaux de laboratoire utilisés (a : rats ; b : souris)
(Photos M. SENE)
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Méthodes
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Les différentes procédures expérimentales utilisées seront détaillées dans cette

partie du document. Il s'agit des méthodes de :

e préparation des différents extraits et fractions ;

e caractérisations phytochimiques de ces extraits et fractions ;

e évaluation des activités anti-inflammatoire et analgésique des extraits et
fractions.

Il.L1. Préparation des extraits et fractions

L'extraction et le fractionnement de la poudre de feuilles de LPP-03-2017 a

permis |'obtention de différents extrait et fraction :

e E-101

e F-101

e F-102

e F-103

e F-101-1
e F-101-2
e F-101-3
e F-101-4
e F-101-5
e E-102

e F-104

e F-105

e F-104-ST
e E-103

e F-106

e F-107

e F-106-ST

I.2. Caractérisation des extraits et fractions par chromatographie sur couche
mince (CCM) et sur tube
e CCM
Un échantillon de 10 mg de chaque extrait ou fraction a été dissout dans 1 ml

de méthanol. Les dépots ont été effectués a I'aide de micropipettes sur une
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microplaque de gel de silice, a 1 cm du bord inférieur sur la ligne de base, a différents
endroits. Les dépoOts ont concerné les extraits et différentes fractions ainsi que les
différents témoins utilisés. La plaque a été ensuite séchée dans une étuve a une
température de pendant 10 secondes, puis introduite dans la cuve
chromatographique contenant le solvant de migration. Aprés migration, la plaque a
été retirée de la cuve et séchée dans I'’étuve a 100 °C pendant 5 min. La révélation des
différents constituants chimiques a été réalisée par pulvérisation de réactifs
spécifiques (Tableau lll). Au besoin, une lampe UV a été utilisée pour identifier la
nature des constituants a 366 nm. Les spots ont été repérés et les distances de

migration des spots (d) et du solvant (D) ont été mesurées.

Tableau Il : Solvants et témoins de caractérisation de constituants phytochimiques
de feuilles de LPP-03-2017 par chromatographie sur couche mince

Constituants
Phytochimiques

Solvants de migration Témoins Réactifs de révélation

Acétate Acide
TANINS d’éthyle/Méthanol/Eau allique Chlorure ferrique 2 %
(40:8:5) gallid
Acide acétique a 15 % Chlorure aluminium 5 % dans un

FLAVONOIDES Quercétine

dans de I'eau mélange Eau/Méthanol (1:1)

Chloroforme/Diéthylamine

ALCALOIDES (45:5) Cinchonine Réactif de Dragendorff
SULiL T Chlorofr;rrr‘r\ec{rl:?ae;hanov Cholestérol Réactif de Libermann-Buchard
TRITERPENES

(50:25:6)

Un échantillon de chaque extrait ou fraction a été prélevé et dissout dans du
dichlorométhane puis déposé sur la microplague de gel de silice comme indiqué
précédemment. |l s'agit de I'extrait E-101 et des fractions F-101, F-101-1, F-101-2, F-
101-3, F-101-4 et F-101-5. La révélation des différents constituants chimiques a été

réalisée par pulvérisation de réactifs spécifiques (Tableau II).
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e Caractérisation sur tube des triterpénes et des stérols

10 mL de solution dichlorométhanique des extraits et fractions ont été
évaporés a sec dans une capsule en porcelaine. Le résidu a été ensuite dissous dans
0,5 mL d’anhydride acétique, puis dans 0,5 mL de chloroforme. La solution a été
transférée dans un tube a essais et, 1 a 2 mL de H,SO, concentré ont été déposés
délicatement sur le haut du tube a essais a 'aide d’'une pipette. Au niveau de la zone
de séparation des deux liquides, un anneau rouge brun ou violet se forme. Le liquide
supérieur devient gris, bleu verdatre ou violet en cas de présence de stérols ou de

triterpenes.

e Caractérisation sur tube des triterpénes et des stérols
La caractérisation sur tube des stérols et triterpénes a concerné les fractions F-

104, F-105 et F-106.

I1.3. Etudes pharmacologiques
11.3.1. Evaluation in vivo des drogues
1.3.1.1. (Edeme de la patte de rat induit par la carraghénine

L'activité anti-inflammatoire a été évaluée in vivo, par la méthode de I'cedéme
de la patte de rat induit par la carraghénine (Winter, et al., 1962). Les rats ont été
répartis en lots de 5 ; un lot par dose administrée (Tableau Ill). IIs ont été ensuite mis
a jeun 12 heures avant I’'expérimentation.

Pour chaque rat, le volume initial (V,) de la patte postérieure gauche a été
mesuré a l'aide d’un Pléthysmomeétre a eau (APELEX 05-7150, Allinde, Bagneux,
France) (Figure 34) ou I'épaisseur (Ey) avec un pied a coulisses digital (Figure 35) avant
I'administration des différents traitements par gavage.

Une injection de 100 pL d'une solution de carraghénine a 1 % dans le coussinet
plantaire de la patte postérieure gauche du rat a été effectuée 1h apres gavage du

produit a tester.
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Les volumes des pattes injectées ont été mesurés a I'aide d’un Pléthysmometre
a eau ou un pied a coulisses digital 60, 180 et 300 minutes (Tyn, Tan €t Ts,) apres
injection de la carraghénine.

L'importance de I',edéme a été appréciée par la détermination de la moyenne
du pourcentage d'augmentation (% AUG) du volume de la patte de rat suivant la

formule :

% AUG = “—* x 100 ou % AUG = &=

0 0

x100

Avec : Vt : Volume de la patte au temps t ; Vp : Volume initial de la patte

Et : Epaisseur de la patte au temps t ; Eq : Epaisseur initial de la patte

1.3.1.2. Test de douleur a I'acide acétique

L'activité analgésique a été évaluée in vivo chez la souris, avec le modele de
douleur a l'acide acétique (Koster, et al., 1959). Les souris ont été réparties en lots de
5 (Tableau IV). Elles ont ensuite été mises a jeun 12 heures avant I'expérimentation.
Les différentes solutions ont été administrées par gavage.

Une injection intrapéritonéale d'une solution d'acide acétique a 3 % a la dose
de 10 mL/kg a été effectuée une heure aprés gavage du produit a tester.

La sensibilité a la douleur a été évaluée par le nombre de contorsions

décompté pendant 30 min aprées l'apparition de la premiére réaction.
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Tableau

Il : Tableau récapitulatif des différents lots et doses utilisés pour
I'évaluation in vivo de l'activité anti-inflammatoire
Lots Solutions a tester Abréviations Doses
Contréle Serum salé isotonique ssl 10 mL/kg
(Sérum physiologique)
10 mg/kg
Acide acétylsalicylique AAS 30 mg/kg
. 100 mg/kg
Réf
éférences 300 pg/kg
Bétaméthasone Béta 1 mg/kg
3 mg/kg
30 mg/kg
Extrait E-101 E-101 100 mg/kg
300 mg/kg
1 mg/kg
. 3 mg/kg
Fraction F-101 F-101 10 ma/ke
30 mg/kg
Fraction F-102 F-102 10 mg/kg
1 mg/kg
. 3 mg/kg
Fraction F-103 F-103 10 mg/ke
30 mg/kg
Fraction F-101-1 F-101-1 1 mg/kg
Fraction F-101-2 F-101-2 1 mg/kg
Extraits/Fractions Fraction F-101-3 F-101-3 3010mg;::g
de feuilles F ion F-101-4 F-101-4 1 > kg
de LPP-03-2017 raction F-101- ~101- me/ke
3 mg/kg
Fraction F-101-5 F-101-5 1 mg/kg
3 mg/kg
Fraction F-104 F-104 10 mg/kg
30 mg/kg
300 pg/kg
1 mg/kg
Fraction F-106 F-106 3 mg/kg
10 mg/kg
30 mg/kg
1 mg/kg
Fraction F-106-ST F-106-ST 3 mg/kg
10 mg/kg
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Figure 34 : Pléthysmometre a eau (APELEX 05-7150)

Figure 35 : Pied a coulisse digital
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Tableau IV : Tableau récapitulatif des différents lots et doses utilisés pour

I'évaluation in vivo de I'activité analgésique

Lots Types abréviations Doses

Controle Sérum physiologique SSI 10 mL/kg

1 mg/kg
Acide acétylsalicylique AAS 30 mg/kg
100 mg/kg
300 pg/kg
Bétaméthasone Béta 1 mg/kg
3 mg/kg
1 mg/kg
Fraction F-101 F-101 3 mg/kg
10 mg/kg
300 pg/kg
Fraction F-101-4 F-101-4 1 mg/kg
3 mg/kg
Fractions 300 pg/kg
1 mg/kg
3 mg/kg
10 mg/kg
1 mg/kg
Fraction F-106-ST F-106-ST 3 mg/kg
10 mg/kg

Références

Fraction F-106 F-106

11.3.2. Evaluation in vitro : Test d'inhibition de la Phospholipase A, (PLA,)

Contexte

La phospholipase A, catalyse I'hydrolyse des phospholipides a la position sn-2
donnant un acide gras libre et un lysophospholipide. La libération d'acide
arachidonique a partir de phospholipides membranaires par la PLA, est considérée
comme une étape clé dans le contrdle de la production d'eicosanoides dans la cellule.
I a été montré que la sPLA, de Type V était impliquée dans la formation
d'eicosanoides dans des cellules inflammatoires telles que les macrophages et les

mastocytes. Aussi la sPLA, humaine de Type V peut se lier sur la phosphatidylcholine
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(PC) membranaire et hydrolyser les substrats PC beaucoup plus efficacement que la
sPLA, humaine de Type IIA, ce qui le rend mieux adapté pour agir sur la membrane

plasmique externe.

Principe

Le test d'inhibition de la sPLA, (Type V) des laboratoires Cayman permet le
criblage des inhibiteurs de la sPLA, de Type V. Le dosage utilise I'analogue 1,2-dithio
du diheptanoyl phosphatidylcholine comme substrat. Lors de I'hydrolyse de la liaison
thio-ester en position sn-2 par la sPLA,, des thiols libres sont détectés en utilisant le

DTNB (acide 5,5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoique)) Figure 36.

Procédure du test
o Pré-test
Il s'agit d'abord de la préparation de la solution tampon (3 mL de Buffer
concentré gsp 30 mL avec de |'eau ultra pure). Elle a servi a la reconstitution du
substrat et a la dilution des inhibiteurs hydrosolubles.
Le DTNB a été ensuite reconstitué puis conservé sur glace a I'abri de la lumiere.
Le flacon de DTNB a été repris avec 1 mL d'eau ultra pure.
La préparation du substrat diheptanoyl thio-PC a été reconstituée avec 12 mL
de solution de Buffer.
Enfin I'enzyme sPLA, (Type V) a été préparée en prélevant 20 uL de sPLA2
auxquels 980 uL de la solution de Buffer reconstituée ont été ajoutés.
e Test
Le dosage a été fait en triple.
Dans les puits avec une activité initiale de 100 %, 10 pL de sPLA, reconstituée
puis 10 pL de solvant véhicule (méthanol HPLC) ont été ajoutés.
Les puits d'inhibition ont recu 10 pL de sPLA, reconstituée ainsi que 10 plL des

différentes solutions a tester et de la référence (Tableau V).

172



Matériels et méthodes

Aux puits servant de blanc, 10 pL de la solution de Buffer reconstituée puis 10

uL de solvant véhicule ont été ajoutés.

Figure 36 : Principe de détermination du pourcentage d'inhibition de la sPLA,
(Kit d'inhibition enzymatique de Cayman Chemical)

La réaction a été ensuite initiée avec 200 pL de solution de substrat
(diheptanoyl thio-PC) dans tous les puits utilisés. La microplaque a été remuée
pendant 30 secondes, pour bien mélanger le contenu, recouverte puis incubée 15

minutes a 25 °C.
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L'addition de 10 pL de DTNB dans tous les puits utilisés a permis ensuite de
stopper la réaction. La plaque sera remuée et laissée 1 minute avant la lecture des
absorbances a 405 nm.

L'évaluation de |'activité inhibitrice des drogues a été faite par:

e La détermination de la moyenne des différentes absorbances obtenues ;
o Absorbance activité a 100 % - le blanc = (Abs A-100%) ;
o Absorbance différentes solutions a tester - le blanc = (Abs solutions
testées).

e Le pourcentage d'inhibition est donné par la formule :

(Abs A —100% — Abs solutions testées)
X

%INH =
o Abs A —100%

100

Tableau V : Tableau récapitulatif des différents lots et doses utilisés pour
I'évaluation in vitro de l'activité anti-inflammatoire

Lots Types Abréviations Doses

1 pg/Kg
3 pg/Kg
10 pg/Kg
30 pg/Kg

. - 100 pg/Kg
Extralts/!:ractlons 300 pg/Kg
feuilles

(LPP-03-2017) 1ug/Ke
3 pg/Kg
10 pg/Kg
30 ug/Kg
100 pg/Kg
300 ug/Kg

Fraction F-101 F-101

Fraction F-101-4 F-101-4
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l1l.1. Phytochimie des extraits et fractions de poudre de feuilles de LPP-03-2017
Il.1.1.  Caractérisations par CCM de I'extrait E-101, de la fraction F-101 et
des fractions F-101-1, F-101-2, F-101-3, F-101-4 et F-101-5

1.1.1.1. Caractérisation des tanins

La CCM a mis en évidence la présence de tanins dans la fraction F-101 et dans
la fraction F-101-4. Les tanins sont absents dans I'extrait E-101 et dans les fractions F-
101-1, F-101-2, F-101-3, et F-101-5 (Figure 37a).
.1.1.2. Caractérisation des alcaloides
Les alcaloides n'ont été retrouvés que dans la fraction F-101-5 (Figure 37b).
.1.1.3. Caractérisation des flavonoides
La CCM a permis de mettre en évidence la présence de flavonoides dans la F-
101 ainsi que dans les différentes fractions F-101-1, F-101-2, F-101-3, F-101-4 et F-
101-5. lls n'ont pas été retrouvés dans |'extrait E-101 (Figure 37c).
1.1.1.4. Caractérisation des stérols et triterpénes
Les stérols et les triterpenes ont été retrouvés dans les fractions F-101 et F-
101-4. lls sont absents dans |'extrait E-101 et dans les fractions F-101-1, F-101-2, F-
101-3, et F-101-5 (Figure 37d).

1.1.2. Caractérisation des fractions F-104 et F-105 de L'extrait E-102 de
feuilles de LPP-03-2017
1.1.2.1. CCM des tanins

Les résultats obtenus par la CCM ont permis d’identifier la présence de tanins
dans les fractions F-104 et F-105 (Figure 38a).
.1.2.2. CCM des alcaloides
La CCM n'a pas permis la mise en évidence d’alcaloides dans les fractions F-104
et F-105 (Figure 38b).
1.1.2.3. CCM des flavonoides

Les flavonoides ont été caractérisés dans les fractions F-104 et F-105 (Figure

38c¢).
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1.1.2.4. Caractérisation sur tube des stérols et des triterpénes

La caractérisation sur tube a montré la présence de stérols et de triterpénes

dans la fraction F-104 (Figure 39).

a. Tanins b. Alcaloides

O
O

c. Flavonoides d. Stérols/Triterpénes

Figure 37 : Plaque de CCM des tanins, alcaloides, flavonoides et stérols/triterpénes
des extraits et fractions de feuilles de LPP-03-2017
T = Témoin (Cf. Tableau lll) ; E-101 ; FM= F-101 ; F-101-1= Fraction 1 ; F-101-2=
Fraction 2 ; F-101-3= Fraction 3; F-101-4= Fraction 4 et F-101-5= Fraction 5.
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a. Tanins

b. Alcaloides

c. Flavonoides

Figure 38 : Plaque de CCM des tanins, des alcaloides et des flavonoides de la fraction
F-104 de I'extrait E-102 de feuilles de LPP-03-2017
T : Témoins (acide gallique, cinchonine, rutine) ; E1 : F-105 ; E2 : F-104

b:

Présence de
stérols/triterpénes

C:

Absence de

stérols/triterpénes

Figure 39 : Caractérisation sur tube des stérols et des triterpénes de la fraction F-104
de I'extrait E-102 de feuilles de LPP-03-2017
a : Solutions des extraits et fractions avant caractérisation
b : F-104 apres caractérisation ¢ : F-105 apres caractérisation
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11.1.3. Caractérisation de la fraction F-106 de feuilles de LPP-03-2017
1.1.3.1. Caractérisations par CCM de la F-106

1n.1.3.1.1. Caractérisation des tanins

Les résultats obtenus par la CCM ont permis d’identifier la présence de tanins

dans la fraction F-106 (Figure 40a).

1.1.3.1.2. Caractérisation des flavonoides

Les flavonoides ont été caractérisés dans les fractions F-106 et F-106-ST (Figure

40b).

1.1.3.1.3. Caractérisation des alcaloides

La CCM n'a pas mis en évidence d’alcaloides dans la F-106 (Figure 40c).

1.1.3.2. Caractérisation sur tube des stérols et des triterpénes

La caractérisation sur tube a montré la présence de stérols et de triterpénes

dans la fraction F-106 (Figure 40d).

L'ensemble des résultats de la caractérisation phytochimique a été résumé

dans le Tableau VI.
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T 1 2
a. Tanins b. Flavonoides
T : Témoins (acide gallique) ; T : Témoins (Quercétine) ;
1:F-106-ST; 2: F-106 1:F-106
T 1 2
c. Alcaloides d. Stérols/Triterpénes

T : Témoins (cinchonine) ;
1:F-106-ST;2:F-106

Figure 40 : Caractérisation phytochimique de la fraction F-106
a : Tanins ; b : Flavonoides ; c : Alcaloides ; d : Stérols/Triterpénes
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Tableau VI : Récapitulatif de la caractérisation des différents extraits et fractions de
feuilles de LPP-03-2017

TANINS ALCALOIDES FLAVONOIDES T;EE:;:NEES
E-101 - - - )
F-101 + - ++ +
F-101-1 - - ++ -
F-101-2 - - ++ -
F-101-3 - - ++ -
eues | FIOT4 : b =
F-101-5 - + ++ -
F-105 44+ - + '
F-104 +++ - +4++ ++
F-106 + - + i
F-106-ST . - + +

(-) = Absence ; (+) = Présence

Il.2. Etude in vivo de l'activité anti-inflammatoire et analgésique de feuilles
de LPP-03-2017
I.2.1.  Evaluation de l'activité anti-inflammatoire de feuilles de LPP-03-
2017
1.2.1.1. Induction de I'cedeme inflammatoire de la patte de rat apres

administration de I’eau physiologique
L’administration de 100 pL d’une solution de carraghénine a 1 % dans le
coussinet plantaire de la patte gauche du rat, apres gavage a I'eau physiologique,
induit un cedeme inflammatoire, se traduisant par une augmentation du volume de la

patte. Le pourcentage de variations du volume de la patte est de 45,23+10,73 ;
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81,131+12,83 et 103,4618,95 (n=5) respectivement aux temps Ti, T3, €t Ts, aprés

administration de la carraghénine (Figure 41, Tableau VII/Annexe).

1.2.1.2. Prévention de I'’cedéme inflammatoire a la carraghénine par
I’'administration de I’acide acétylsalicylique (AAS)

L'AAS, utilisé comme produit de référence, prévient de facon significative le
développement de l'cedeme inflammatoire suite a l'injection de la carraghénine
(Figure 41).

Une administration de 1 mg/kg per os d’AAS montre une variation de
29,09+10,74 % ; 37,53+9,91 % et 54,73+11,82 % du volume de la patte des rats (n=5)
respectivement aux temps Ty, T3p, €t Tg, (Tableau VIII/Annexe).

A la dose de 10 mg/kg, I'AAS prévient de facon significative |'ocedéme
inflammatoire induit par la carraghénine. La variation du volume de la patte est de
6,37+1,25 % ; 19,52+2,66 % et 60,73+10,23 % (n=5) respectivement aux temps Ty,
Tah, et Tsy. Le méme profil d'effet est obtenu avec a la dose de 30 mg/kg (Tableaux IX
et X/Annexe).

A une dose plus élevée, 100 mg/kg per os d’AAS, la prévention de I'apparition
de I'cedéme inflammatoire est plus importante. En effet la variation du volume de la
patte de rat n’est plus que de 3,39+0,82 % ; 16,2615,63 % et 31,91+5,54 % (n=5)
respectivement aux temps Ty, T3, et Ts, apres administration de la carraghénine

(Tableau XI/Annexe).

11.2.1.3. Prévention de I'cedéme inflammatoire a la carraghénine par
I'administration de la bétaméthasone
La bétaméthasone, aux doses de 300 pg/kg, 1 et 3 mg/kg per os, prévient de
fagon significative I'cedéme inflammatoire aprés injection de la carraghénine (Figure
42).
En effet, la variation du volume de la patte est de 17,57+2,14 % ; 9,26%£2,79 %
et 22,62+3,36 % avec la dose de 300 pg/kg. A la dose de 1 mg/kg per os, elle est de

18,73+3,60 % ; 17,94%3,29 % ; 23,47+3,99 % et 19,73+3,59 % ; 16,28%+2,22 % ;
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20,47+4,66 % a la dose de 3 mg/kg, (n=5) respectivement aux temps Ty, T3n, et Tsy,
(Tableaux XII/XII/XIV/Annexe).

Bl Contréle 10 mL/kg
Bl AAS 1 mgl/kg
Bl AAS 10 mg/kg

§ AAS 30 mg/kg

q=,> 150 = - AAS 100 mglkg
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Figure 41 : Effet de I'AAS administré per os sur |'cedéme inflammatoire induit par la
carraghénine chez le rat

Bl controle 10 mL/kg

Bl BETAMETHASONE 300 pg/kg

Bl BETAMETHASONE 1 mg/kg
1507 Wl BETAMETHASONE 3 mg/kg

100 A

50 A

o

NS

Variations cedéme inflammatoire (%)

Temps (heures)

Figure 42 : Effet de la Bétaméthasone administrée per os sur I'cedéme inflammatoire
induit par la carraghénine chez le rat
(*P<0,05 versus controle, **P<0,01 versus contréle ; n=5)
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.2.1.4. Effet de I'extrait total a I'éther sur I'cedéme inflammatoire a
la carraghénine

Le E-101 prévient de fagon significative I'cedeme inflammatoire induit par la
carraghénine chez le rat (Figure 43).

En effet, a la dose de 30 mg/kg per os, la variation du volume de la patte est de
12,66+3,51 % ; 34,04+5,00 % et 65,43+11,43 % respectivement aux temps Typ, T3y €t
Ts, (Tableau XV/Annexe).

La meilleure activité de E-101 a été cependant observée a la dose de 100
mg/kg, ol le pourcentage de variations de I'cedéme est de 21,92+4,08 %, 44,00+5,40
% et 43,57+5,14 % a Ty}, T3}, et Tsy, (Tableau XVI/Annexe).

Toutefois, a 300 mg/kg, per os, la prévention de I'cedéme inflammatoire induit
par la carraghénine n'est plus observée surtout dans la phase tardive. En effet, le
pourcentage de variations du volume de la patte est de 22,48+6,73 % ; 66,21+9,28 %

et 93,87+9,63 % respectivement aux temps Ty, T3, et Tsy, (Tableau XVII/Annexe).

Bl cContréle (10 mL/kg, per os)
B E-101 (30 mg/kg, per os)
Bl E-101 (100 mg/kg, per os)

<

®  Ls0-

S 50 B E-101 (300 mg/kg, per os)
®

E

E

© 100~
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()

E
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s O

E Ny N &
>

Temps (heures)

Figure 43 : Effet de E-101 de feuilles de LPP-03-2017 administré per os sur |'cedéme
inflammatoire induit par la carraghénine chez le rat

(*P<0,05 versus controle, **P<0,01 versus contrdle ; n=5)
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Dans le but de poursuivre la purification, un fractionnement de |'extrait E-101 a
été effectué. Cette séparation a permis I'obtention de deux fractions F-101 et F-102,

dont les effets ont été évalués sur I'cedeéme inflammatoire induit par la carraghénine.

111.2.1.5. Effet de la fraction F-101 sur I'cedéeme inflammatoire a la

carraghénine

L’administration de la F-101 a la dose de 1 mg/kg per os, ne prévient pas
I'apparition de I'cedeme inflammatoire de la patte de rat. En effet, la variation de
I'cedéme de la patte de rat est de 40,00£11,90 % ; 81,14+21,92 % ; 88,95+20,30 %
(n=5) respectivement aux temps Ty}, T3y, et Ty, (Figure 44 ; Tableau XVIII/Annexe).

A la dose de 3 mg/kg per os, la F-101 prévient de fagon significative I'cedéme
inflammatoire. La variation du volume de la patte est de 4,97+1,35%, 20,1113,14 %,
24,7616,23 % ; (n=5) respectivement aux temps T4, T3n, €t Ts, aprés injection de la
carraghénine (Tableau XIX/Annexe).

Cependant, aux doses plus élevées, 10 et 30 mg/kg per os, 'activité anti-
inflammatoire diminue. En effet, la variation de l'cedeme est de 22,31%+3,35 % ;
49,66+13,50 % ; 52,10+10,02 % a la dose de 10 mg/kg et 26,65+2,67 % ; 50,11+4,21 %
; 58,0614,41 % avec la dose de 30 mg/kg (n=5) respectivement aux temps Ty}, Tap, et

Ts, aprés administration de la carraghénine (Figure 44 ; Tableaux XX - XXI/Annexe).

L'activité de la F-101 dans la prévention de |I'cedeme inflammatoire ne serait
pas dépendante de la dose. La meilleure activité est observée avec la dose de 3 mg/kg
(Figure 44), avec une efficacité identique a celle de I'acide acétylsalicylique (30 mg/kg)
et du E-101 a la dose de 100 mg/kg administrés dans les mémes conditions (Figure

45).

185



Résultats

Bl contréle (10 mL/kg, per os)
B rF-101 (1 mg/kg, per os)
B F-101 (3 mg/kg, per os)
F-101 (10 mg/kg, per 0s)
150 -
Bl F-101 (30 mg/kg, per os)
100 -

N> Ny &

Variations cedéme inflammatoire (%)

Temps (heures)

Figure 44 : Effet de la F-101 de I'extrait E-101 des feuilles de LPP-03-2017 sur
I';edeme inflammatoire induit par la carraghénine chez le rat

Bl contréle (10 mL/kg, per os)

B AAS (30 mg/kg, per os)

Bl F-101 (3 mgl/kg, per os)
E-101 (100 mg/kg, per os)

150

K R

Variations cedéme inflammatoire (%)

Temps (heures)

Figure 45 : Comparaison des effets de F-101 (3 mg/kg) de feuilles de LPP-03-2017 a ceux de
I'AAS et du E-101 sur I'cedéme inflammatoire induit par la carraghénine chez le rat
(*P<0,05 versus controle, **P<0,01 versus contrdle ; n=5)
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111.2.1.6. Effet de la fraction F-102 sur l'oedéme inflammatoire a la

carraghénine

L’administration de 10 mg/kg per os de la fraction F-102 de feuilles de LPP-03-
2017 ne prévient pas suffisamment I'apparition d'un cedeme inflammatoire chez le
rat. En effet, la variation du volume de la patte est de 6,874+2,28 % ; 40,76%7,81 % ;
74,3618,79 % respectivement aux temps Ty, T3, et Ts, apres administration de la

carraghénine (Tableau XXII/Annexe).

La F-101 provenant de E-101 a ensuite été fractionnée. La F-103 obtenue a été

évaluée.

1.2.1.7. Effet de la F-103 sur l'cedeme inflammatoire a la

carraghénine

La F-103 montre une activité dans la prévention de I'cedéme inflammatoire a la
carraghénine chez le rat. Cette action ant-inflammatoire est dépendante de la dose

entre 1 et 10 mg/kg (Figure 46).

L’administration de la F-103 a la dose de 1 mg/kg s’accompagne en effet d’'une
variation de I'cedeme de la patte de 17,59+2,68 % ; 48,34+6,01% ; 69,37+23,16 %
(n=5) respectivement aux temps Ti4, T3n, Tsn aprés administration de la carraghénine
(Figure 46 ; Tableau XXIlI/Annexe). A la dose de 3 mg/kg, la variation de I'cedéme est
de 16,35+4,10 % ; 41,67+7,75 % ; 60,4249,98 % (n=5) respectivement aux temps Ty,
Tsn, Tsn apres injection de la carraghénine (Tableau XXIV/Annexe).

Une meilleure activité de la F-103 dans la prévention de [|'‘cedeme
inflammatoire a la carraghénine a été obtenue avec la dose de 10 mg/kg (Figure 46).
La variation du volume de la patte est de 15,75%2,51 % ; 22,90%3,92 % ; 27,61+4,67 %
; (n=5) aux temps respectifs T4y, Tap, Tsn apres injection de la carraghénine (Tableau

XXV/Annexe).
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Figure 46 : Effet de la fraction F-103 de feuilles de LPP-03-2017 sur |'cedéme
inflammatoire induit par la carraghénine chez le rat
(*P<0,05 versus controle, **P<0,01 versus contrdle ; n=5)

Une dose de 30 mg/kg de la fraction F-103 ne montre pas une activité anti-
inflammatoire dépendante de la dose. La variation de I'cedeme est de 15,89+5,39 % ;
31,41+9,66 % ; 45,79+10,28% ; (n=5) aux temps respectifs Tq,, Tan, Tsy @apres injection
de carraghénine (Tableau XXVI/Annexe).

Ces résultats ont permis de constater une activité a la fois des fractions F-101
et F-103 sur la prévention de I',edéme inflammatoire induit par la carraghénine, avec
toutefois une plus grande efficacité pour la F-101 a 3 mg/kg contrairement a la F-103

ou la meilleure activité est obtenue a 10 mg/kg.

Ces observations ont guidé la poursuite des travaux vers la séparation des
composés de la F-101 de I'extrait E-101 de poudre feuilles de LPP-03-2017.

Ce fractionnement a donné 5 fractions filles (F-101-1, F-101-2, F-101-3, F-101-4
et F-101-5) qui ont été évaluées sur le modele de I'oedéme a la carraghénine.
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11.2.1.8. Evolution de I'’cedéme de la patte de rat aprés administration
des fractions filles de la F-101
11.2.1.8.1. Effet des fractions filles F-101-1 - F-101-2 - F-101-3 sur

I';edeme inflammatoire a la carraghénine

L’administration préalable de la fraction F-101-1 a la dose de 1 mg/kg per os ne
prévient pas I',edeme inflammatoire a la carraghénine. En effet, la variation du
volume de la patte de rat est de 15,09+2,33 % ; 48,41+4,72 % et 63,64+10,26 % (n=5)

respectivement aux temps Ty, T3y, et T, (Tableau XXVII/Annexe).

De facon identique, 'administration de 1 mg/kg per os de la fraction F-101-2 ne
prévient pas l'apparition de I',edéme inflammatoire chez le rat. La variation du
volume de la patte est de 24,85+5,14 % ; 62,29+17,34 % et 90,51+21,79 % (n=5)
respectivement aux temps Ty, Tan, €t Ts, aprés injection de carraghénine (Tableau

XXVIII/Annexe).

A 1 mg/kg per os, la fraction F-101-3 n’est également pas efficace dans la
prévention de l'apparition de l'cedéme aigu de la patte de rat induit par Ia
carraghénine. L’augmentation du volume de la patte de rat qui traduit I'existence d’un
cedeme inflammatoire est de 22,02+6,26 % ; 58,01+7,31 % et 87,12+8,81 % (n=5)
respectivement aux temps Ty}, Tan, €t Ts, (Tableau XXIX/Annexe).

Les fractions filles F-101-1, F-101-2 et F-101-3 ne previennent pas suffisamment
I';edeme inflammatoire a la carraghénine chez le rat. Ces résultats montrent I'absence

de différence significative avec le groupe contéle (Figure 47).
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Bl Contréle (10 ml/kg, per os)

B F-101-1 (1 mg/kg, per os)

Bl F-102-2 (1 mg/kg, per os)
1507 Bl F-103-3 (1 mg/kg, per os)

Ny Ny N

Variations oedéme inflammatoire (%)

Temps (heure)

Figure 47 : Effet des fractions filles F-101-1, F-101-2 et F-101-3 sur |I'cedéme
inflammatoire induit par la carraghénine chez le rat
(**P<0,01 versus contréle, ***P<0,001 ; n=5)

11.2.1.8.2. Effet de la fraction fille F-101-4 sur I'cedéme

inflammatoire a la carraghénine

La fraction fille F-101-4, apres administration per os, prévient de facon
significative et dépendante de la dose, I'cedéme aigu a la carraghénine entre 300
ug/kg et 1 mg/kg (Figure 48).

En effet, 'administration de 300 pg/kg per os de la F-101-4 entraine une
variation du volume de la patte de 24,39+4,07 % ; 37,84+6,61 % et 52,78+7,36 % (n=5)
respectivement aux temps Ty, Tap, €t Ts, apreés injection de carraghénine (Tableau

XXX/Annexe).

A la dose de 1 mg/kg per os, la prévention de I'cedéme inflammatoire est plus
efficace que pour les autres fractions. La variation du volume de la patte est de
18,22+5,32 % ; 22,64+1,67 % et 33,8216,95 % (n=5) aux temps respectifs Ty, T3y, et
Tsh (Figure 48 ; Tableau XXXI/Annexe).
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Contréle (10 mL/kg, per 0s)
F-101-4 (300 pg/kg, per os)
F-101-4 (1 mg/kg, per 0s)
F-101-4 (3 mg/kg, per os)

150 1

N> Ny &

Variations cedéme inflammatoire (%)
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Figure 48 : Effet de la fraction F-101-4 sur I'cedéme inflammatoire induit par la
carraghénine chez le rat
(*P<0,05 versus controéle, **P<0,01 versus controle, ***P<0,001 ; n=5)

En revanche, a 3 mg/kg per os, la variation de I'cedéme est de 27,48+8,95 % ;
48,88+9,55 % et 66,45+14,97 % (n=5) aux temps respectifs Ty, T3, et Ts, apres

administration de la carraghénine (Tableau XXXII/Annexe).

Ces résultats illustrent I'efficacité de I'activité anti-inflammatoire de la fraction
F-101-4 a des doses relativement faibles (300 pg/kg ; 1 mg/kg). Elle serait environ
100 fois plus efficace que I'acide acétylsalicylique, dans la prévention de I'cedéme
inflammatoire. Cette activité se rapprocherait de celle de la bétaméthasone
administrée dans les mémes conditions (Figure 49). Par contre, a des doses plus

élevées, on note une baisse du pouvoir anti-inflammatoire (Figure 48).
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Figure 49 : Effet de la F-101-4 (1 mg/kg) sur I'cedéme inflammatoire induit par la
carraghénine chez le rat
(**P<0,01 versus controle ; n=5)

11.2.1.8.3. Effet de la fraction F-101-5 sur I'cedéme inflammatoire

a la carraghénine

L’administration de 1 mg/kg per os de la fraction fille F-101-5 de F-101 montre
une tendance vers une prévention de I'cedéme inflammatoire a la carraghénine
(Figure 50).

En effet, la variation de I'cedéme est de 29,59+1,58 ; 35,51+5,11 et 56,29+8,52
(n=5) respectivement aux temps Ti,, Tz, et Ts, aprés administration de la

carraghénine (Tableau XXXIII/Annexe).
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Figure 50 : Effet de la F-101-5 (1 mg/kg) sur I'cedéme inflammatoire induit par la
carraghénine chez le rat
(*P<0,05 versus contréle, **P<0,01 versus contrdle ; n=5)

Ces résultats ont mis en évidence une activité anti-inflammatoire de différents
extraits et fractions des feuilles de LPP-03-2017. La purification a permis d'obtenir une
fraction fille F-101-4, issue de la fraction F-101 de I'extrait E-101, active sur le modele
de l',edéme inflammatoire a la carraghénine, a des doses relativement faibles (300
ug/kg et 1 mg/kg).

Par ailleurs, ces résultats montrent également que sur I'ensemble des extraits
et fractions testés, I'augmentation des doses s'accompagne d'une perte ou d'une
baisse de I'activité anti-inflammatoire.

Compte tenu de ces observations, I'évaluation de I'activité analgésique de
feuilles de LPP-03-2017 a été effectuée uniquement sur les fractions présentant le
meilleur effet anti-inflammatoire. Il s'agit notamment de la fraction F-101 de I'extrait

E-101 et de la fraction fille F-104-4 de la fraction F-101.
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lI.2.2.  Evaluation de l'activité analgésique de feuilles de LPP-03-2017 sur
la douleur a lI'acide acétique chez la souris
.2.2.1. Induction de la douleur aprés administration de I'eau
physiologique

L'injection intrapéritonéale (IP) d'une solution d’acide acétique a 3 % apres
gavage avec du sérum physiologique s’accompagne de douleur se traduisant par des
contorsions. Chez la souris, le nombre moyen de contorsions est de 72,60+£7,42 (n=15).
Le délai d’apparition des contorsions (temps de latence) est de I'ordre 6,60+0,57 min

(Tableau XXXIV/Annexe).

1.2.2.2. Prévention de la douleur aprés administration per os de
I'acide acétyl salicylique
L'injection IP d'une solution d’acide acétique a 3 % apres gavage a I'AAS (1
mg/kg), prévient |'apparition de contorsions douloureuses. Le nombre moyen de
contorsions est de 47,80+9,28 (Tableau XXXV/Annexe).
La prévention des contorsions est plus importante apres administration de
I'AAS aux doses de 30 et 100 mg/kg per os. Les moyennes des contorsions sont
respectivement de 45,00£8,22 et 26,8045,21. Les temps de latence sont de 6,20+£1,08
et 6,60+0,84 min (Tableau XXXVI - XXXVII/Annexe).

11.2.2.3. Prévention de la douleur aprés administration per os de
la bétaméthasone

A la dose de 300 pg/kg per os, la bétaméthasone prévient de facon significative
la douleur induite par l'acide acétique chez la souris. La moyenne des contorsions

obtenue est de 24,80+5,50 (Tableau XXXVIII/Annexe).

1.2.2.4. Effet de la fraction F-101 sur la prévention de la douleur
induite par I'acide acétique chez la souris

La F-101 du E-101 de feuilles de LPP-03-2017 prévient de facon significative les
contorsions induites par I'administration IP de |'acide acétique a 3 % chez la souris.
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Cette activité analgésique de la fraction F-101 est dépendante de la dose
administrée. En effet, le nombre moyen de contorsions est de 29,80+7,74 et
17,60+7,54, respectivement aux doses de 1 et 3 mg/kg per os (Tableaux XXXIX -
XL/Annexe). Cependant, a la dose de 10 mg/kg per os, |'activité analgésique de la F-

101 diminue. La moyenne des contorsions est de 37,80+10,06 (Tableau XLI/Annexe).

11.2.2.5. Effet de la fraction F-101-4 sur la prévention de la douleur
induite par I'acide acétique chez la souris
La fraction fille F-104-4 prévient également de fagon significative |'apparition
de contorsions induites par I'administration IP de I'acide acétique a 3 % chez la souris.
A treés faible dose, 300 pg/kg per os, le nombre de contorsions est de
21,00+2,32. La moyenne des contorsions est de 39,00+5,49 et 39,4045,72
respectivement a 1 et 3 mg/kg per os (Tableaux XLII - XLIII - XLIV /Annexe).

Les fraction F-101 et F-101-4 ont montré une activité analgésique sur le
modele de la douleur a l'acide acétique chez la souris. Les meilleurs effets ont été
observés a faible doses, 3 mg/kg et 300 ug/kg respectivement pour les fractions F-101
(Figure 51) et F-101-4 (Figure 52).
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Figure 51 : Effet de la F-101 sur la douleur induite par l'acide acétique
chez la souris
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(*P<0,05 versus contrdle, **P<0,01 versus contréle, ***P<0,001 ; n=5 ; per o0s)

100 A

Nombre de contorsions

Figure 52 : Effet de la F-101-4 de la F-101 sur la douleur induite par I'acide acétique chez la
souris
(**P<0,01 versus contréle, ****P<0,0001 versus controle versus contréle ; n=5 ; per os)

Ainsi, a I'image de I'action anti-inflammatoire, I'augmentation de la dose est
corrélée a une baisse considérable de |'activité analgésique, mettant en exergue une

action biphasique des extraits et fractions.

Des essais pharmacologiques préliminaires de la fraction F-104 du MARC de
I'extrait E-101 ont montré une activité anti-inflammatoire, suggérant la présence dans

ce MARC de composés résiduels actifs.

ll.3. Effet de la fraction F-104 de I'extrait E-101 du MARC ['cedéme
inflammatoire a la carraghénine
I.3.1. Induction de l'cedeme inflammatoire de la patte de rat apres

administration de I’eau physiologique

Pour cette partie des travaux, la mesure de l'cedeme inflammatoire a été

effectuée a I'aide d'un pied a coulisse (Cf. méthodologie 11-3-1-1 ; page 170).
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L’administration de 100 pL d’une solution de carraghénine a 1 % dans le
coussinet plantaire de la patte gauche du rat, induit un cedeme inflammatoire, se
traduisant par une augmentation du volume de la patte. Le pourcentage de variations
du volume de la patte est de 34,39+8,81 ; 67,77+6,79 et 92,72+6,05 (n=5)
respectivement aux temps T4, T3, et Ts, apres administration de la carraghénine

(Tableau XLV/Annexe).

Il.3.2. Prévention de lI',edeme inflammatoire a la carraghénine apres
administration de I'acide acétylsalicylique (AAS)

Une administration de 10 mg/kg per os de I’AAS prévient de facon significative

le développement de |'cedéeme inflammatoire induit par une injection de la

carraghénine. La variation de I'cedeme de la patte est de 21,79+2,27 ; 33,77+7,08 ;

30,96+7,25 aux temps Ty}, T3, et T, (Tableau XLVI/Annexe).

111.3.3. Effet de la fraction F-104 du MARC de I'extrait E-101 sur l'cedéme
inflammatoire a la carraghénine

La fraction F-104, entre 3 et 10 mg/kg per os, prévient de facon dépendante a
la dose le développement de I'cedeme inflammatoire de la patte de rat induit par la
carraghénine.

En effet, a 3 mg/kg de F-104, la prévention de I'cedéme n'est significative vis-a-
vis du groupe contréle (79,74+5,06 % vs 92,72+6,05 %). Toutefois, a la dose de 10
mg/kg per os, la F-104 prévient de facon significative |'apparition de |'cedéme
inflammatoire (37,87+4,26 % vs 79,74+5,06 %) (p<0,0001 ; n = 5) (Figure 53 ; Tableau
XLVII - XLVIII/Annexe).

A une dose supérieure (30 mg/kg, per os), I'effet dépendant a la dose de la
prévention de I'cedéme inflammatoire par la F-104 n’est plus observé. Une baisse de
I’activité anti-inflammatoire est méme observée. Les valeurs du pourcentage de
variations de I'cedeme sont 26,74+4,06 ; 61,6319,67 et 72,52+8,94 respectivement au

temps Tap, T3 et Tsy, (Tableau XLIX/Annexe).
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Contréle (10 mL/kg, per os)
F-104 (3 mg/kg, per os)
F-104 (10 mg/kg, per os)
F-104 (30 mg/kg, per 0s)

K R &

Variations cedéme inflammatoire (%)

Temps (heures)

Figure 53 : Effet de la fraction F-104 sur I'cedéme inflammatoire induit par la
carraghénine chez le rat
(**P<0,01 versus controle, ****P<0,0001 versus controle versus controle ; n=5)

Le MARC montre ainsi un profil similaire avec les extraits et fractions
précédents. Cependant, la F-105 (Tableau L/Annexe) dépourvue de stérols et
triterpenes et dont la teneur en tanins est importante, n'a pas montré d'activité anti-
inflammatoire suffisante. Cette observation pose la question de l'implication des

tanins dans |'effet biphasique persistant avec I'augmentation des doses.

A partir de ces observations, il a paru nécessaire d'améliorer le protocole
d'extraction de la poudre de feuilles de LPP-03-2017. |l s'agira également d'évaluer
I'implication des tanins dans les activités anti-inflammatoire et analgésique de feuilles

de LPP-03-2017.
Il.4. Etude in vivo de l'activité anti-inflammatoire et analgésique de la fraction

hydrométhanolique de E-101 de feuilles de LPP-03-2017
11.4.1. Evaluation de I'activité anti-inflammatoire
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.4.1.1. Effet de la fraction F-106 de E-103 de feuilles de LPP-03-2017
sur I'cedéeme inflammatoire a la carraghénine
La fraction F-106 de E-103 (F-106), entre 300 ug/kg et 1 mg/kg per os, prévient
de facon dépendante a la dose, le développement de I'cedeme inflammatoire de la
patte de rat induit par la carraghénine. L'activité anti-inflammatoire précédemment

dépendante de la dose n'est plus observée entre 3 et 10 mg/kg (Figure 54).

En effet, a 1 mg/kg per os, les variations de I'cedeme inflammatoire sont de
26,9943,24 % ; 38,9745,29 % et 36,10+3,42 % contre 29,63%8,75 % ; 41,24+6,06 % et
43,37+5,87% a 300 pg/kg, respectivement aux temps Ty, T3, et T, (Tableau LI -
LIl/Annexe).

Contréle (10 mL/kg, per os)
F-106 (300 pg/kg, per os)
F-106 (1 mg/kg, per 0s)
F-106 (3 mg/kg, per 0s)
F-106 (10 mg/kg, per os)

150 -

NS

) o

Variations cedéme inflammatoire (%)

Temps (heures)

Figure 54 : Effet de la fraction F-106 de I'extrait E-103 administrée per os sur
I',edeme inflammatoire induit par la carraghénine chez le rat
(*P<0,05 versus controéle, **P<0,01 versus controle, ***P<0,001, ****P<0,0001 versus
controle versus contréle ; n=5)

Cependant a la dose de 3 mg/kg per os, les pourcentages de variations passent
de 27,1745,73 ; 39,96+7,82 et 47,71+7,56 a 30,08%5,97 % ; 35,1417,98 % et
58,18+4,53 % a la dose de 10 mg/kg per os, respectivement aux temps Ty, T3, et Tsy,

aprés administration de la carraghénine (Tableau LIII - LIV/Annexe).
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11.4.1.2. Effet de la fraction F-106-ST sur I'oedéme inflammatoire a la
carraghénine

L’administration per os de la fraction F-106-ST (F-106-ST) a la dose de 1 mg/kg
prévient de facon significative I'cedeme inflammatoire a la carraghénine. Les valeurs
des pourcentages de variations de I'cedéme sont de 18,60+4,30 ; 33,76+5,10 et

39,02+4,68 respectivement aux temps Ty, T 3, et Tsy, (Figure 55 ; Tableau LV/Annexe).

L'absence de tanins dans les extraits a permis de prévenir la perte de l'activité
anti-inflammatoire a des doses élevées. En effet, a la dose de 3 mg/kg, les
pourcentages de variations de lI'cedéme sont de 16,42+2,73 ; 32,42+6,30 et
28,22+6,76 respectivement aux temps T, T 3, et Ts, (Figure 56 ; Tableau
LVI/Annexe). Les variations de l'cedéme sont de, 18,42+3,05 ; 41,03%5,35 et
39,7145,60 a la dose de 10 mg/kg, respectivement aux temps Ty}, T 34, et Tg, (Figure 57
; Tableau LVII/Annexe).

Contréle (10 mL/kg, per os)
F-106-ST (1 mg/kg, per os)
F-106-ST (3 mg/kg, per os)
F-106-ST (10 mg/kg, per os)

150 A

N\ PN N

Variations cedéme inflammatoire (%)

Temps (heures)

Figure 55 : Effet de la F-106-ST sur I'cedéme inflammatoire induit par la carraghénine
chez le rat
(*P<0,05 versus controéle, **P<0,01 versus contrdle, ***P<0,001 versus contrdle versus
controle ; n=5)
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Bl Contréle (10 mL/kg, per os)
B F-106 (3 mg/kg, peros)

Bl F-106-ST (3 mg/kg, per os)
150 -

R R &

Variations eedéme inflammatoire (%)

Temps (heures)

Figure 56 : Comparaison de la prévention de I'oedeme inflammatoire entre F-106 et
F-106-ST a la dose de 3 mg/kg aprés administration de la carraghénine chez le rat
(*P<0,05 versus controéle, **P<0,01 versus contrble, ***P<0,001 versus contréle versus
contréle ; n=5)

Bl Contréle (10 mL/kg, per os)

150 B F-106 (10 mg/kg, per os)

B F-106-ST (10 mg/kg, per os)

NS

R N

Variations cedéme inflammatoire (%)

Temps (heures)

Figure 57 : Comparaison de la prévention de I'cedéme inflammatoire entre F-106 et
F-106-ST a la dose de 10 mg/kg aprés administration de la carraghénine chez le rat
(*P<0,05 versus controéle, **P<0,01 versus controle, ***P<0,001 versus contrdle versus
controle ; n=5)
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Les fractions F-106 et F-106-ST ont aussi été évaluées sur la douleur a l'acide

acétique. Les résultats sont résumés ci-apres.

1l.4.2.  Evaluation de l'activité analgésique de la fraction F-106 de feuilles
de LPP-03-2017 sur la douleur a I'acide acétique chez la souris

La douleur a été induite chez la souris avec I'administration IP d'une solution
d’acide acétique a 3 % apres gavage de sérum physiologique. Elle se traduit par
I'apparition de contorsions. Le nombre moyen de contorsions est 78,25+4,50 (n=4).

(Tableau LVIII/Annexe).

L'AAS a été utilisé comme produit de référence. Il prévient de facon
significative la douleur induite par l'injection IP d'une solution d’acide acétique a 3 %.

L'AAS a 1 mg/kg per os, réduit considérablement le nombre moyen de
contorsions observé chez le groupe contréle a seulement 41,50+6,98 (Tableau
LIX/Annexe).

La prévention des contorsions est plus importante aprés administration de
I’AAS a la dose de 100 mg/kg per os. La moyenne des contorsions n'est plus que

30,05%3,66 (Tableau LX/Annexe).

1.4.2.1. Effet de la F-106 sur la prévention de la douleur induite

par l'acide acétique chez la souris
La F-106, 1 mg/kg per os, est la dose la plus efficace dans la prévention de
douleur. Elle induit une baisse significative du nombre de contorsions par rapport au
groupe contréle (44,75+5,01 vs 78,25+4,50). L'augmentation de la dose, a 3 mg/kg per
os, s'accompagne d'une baisse de l'activité antalgique. La diminution du nombre de
contorsions n'est plus significative, comparée au groupe contréle (56,758,73 vs

78,25+4,50) (Figure 58 ; Tableau LXI - LXII/Annexe).
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100 A

80

Nombre de contorsions

Figure 58 : Effet de la F-106 sur la douleur induite par l'acide acétique

chez la souris
(**P<0,01 versus contréle, ***P<0,001 versus contréle versus contréle ; n=5)

11.4.2.2. Prévention de la douleur induite par I’acide acétique apres
administration de la fraction F-106-ST

La F-106-ST, a la dose de 1 mg/kg per os, présente une meilleure activité dans

la prévention de la douleur induite par I'acide acétique chez la souris. La moyenne des

contorsions est 34+9,48 vs 78,25+4,50 pour le groupe témoin (Tableau LXIII/Annexe).

Avec la fraction F-106-ST, l'augmentation de la dose (3 mg/kg, per os) ne
s'associe plus a une baisse de l'activité antalgique, qui demeure significative. Le
nombre moyen de contorsions est 36,5+6,74 contre 78,25%4,50 pour le lot témoin.

(Figure 59 ; Tableau LXIV/Annexe).
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100 -

Nombre de contorsions

Figure 59 : Effet de la F-106-ST sur la douleur induite par lI'acide acétique
chez la souris

(*P<0,05 versus controéle, **P<0,01 versus contrble, ***P<0,001 versus contréle versus
contréle ; n=5)

I'activité anti-inflammatoire des fractions F-101 et F-101-4 étant supérieure a

celle de I'AAS et identique a celle de la bétaméthasone, l'inhibition de la sPLA, a été

utilisée comme stratégie pour élucider le mécanisme d'action.

11.5. Evaluation in vitro de l'activité anti-inflammatoire de feuilles de LPP-03-
2017 : inhibition de la sPLA,

La F-101 et la F-101-4 de feuilles de LPP-03-2017, a faible dose, inhibent la
sPLA, de facon dépendante a la concentration.

En effet, a 300 pg/mL, les pourcentages d'inhibition de la sPLA, sont 17,43 et
16,39 respectivement pour les fractions F-101 et F-101-4 (Figure 60 ; Tableau LXV).
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Inhibition sPLA, (%)

Bl F-101-4
20 - B rF-101
15+
10 -

Concentration (pg/mL)

Figure 60 : Inhibition de la sPLA, par F-101 et F-101-4
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L'extrait E-101 de feuilles de LPP-03-2017 est anti-inflammatoire sur le modeéle
de I'c,edeme aigu de la patte de rat a la carraghénine. L’activité anti-inflammatoire de
la fraction F-101 issue de |'extrait E-101 est plus importante que ce dernier, alors que
la F-102 est dépourvue d’activité anti-inflammatoire.

Toutefois, le pouvoir anti-inflammatoire de la F-101 n'est pas dépendant de la
dose puisqu’en effet, la prévention de I'cedeme inflammatoire diminue aux doses
élevées, suggérant I'existence probable dans ces conditions, de composés a la fois
pro- et anti-inflammatoires dans cette fraction. En effet, a de faibles doses, la fraction
F-101 présente une activité anti-inflammatoire supérieure a celle de la fraction F-103.
Par contre, a des doses plus élevées, le pouvoir anti-inflammatoire de la fraction F-
103 est plus important que celui de la fraction F-101 et de I’AAS.

Ces résultats suggéreraient probablement une meilleure concentration dans la
fraction F-101 de composés anti et pro-inflammatoires que dans la fraction F-103.
Cette hypothese expliquerait une meilleure efficacité de la fraction F-101 a des doses
faibles, dans la prévention de I'cedeme inflammatoire et la perte de I'efficacité a des
doses supérieures.

La séparation des composés de la fraction F-101 de I'extrait E-101 de feuilles de
LPP-03-2017 a donné 5 fractions filles F-101-1, F-101-2, F-101-3, F-101-4 et F-101-5.

A de faibles doses, les fractions filles F-101-1, F-101-2 et F-101-3, issues de la
fraction F-101, ne préviennent pas |'apparition de I'cedeme inflammatoire de la patte
de rat induit par la carraghénine. A l'inverse, la fraction F-101-4 prévient |'apparition
de l'cedeme inflammatoire de facon dépendante a la dose. Des résultats identiques
de prévention de I',edéme ont été observés avec la bétaméthasone. Toutefois, a des
doses supérieures, les résultats montrent une baisse sensible de l'activité anti-
inflammatoire de la fraction F-101-4, corroborant ainsi les résultats précédents de la
fraction F-101. Ll’activité anti-inflammatoire de la fraction F-101-5 est moins
importante que celle de la fraction F-101-4.

Sur un modele de douleur périphérique a I'acide acétique chez la souris la

fraction F-101 est analgésique de facon dépendante a la dose. Toutefois, a des doses
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supérieures on observe une baisse de l'activité analgésique. La prévention de la
douleur par la fraction F-101-4 est supérieure a celle de I'AAS administrée dans les
mémes conditions. Par ailleurs, |'efficacité de la fraction F-101-4 dans la prévention de
contorsions sur un modele de douleur a I'acide acétique est superposable a celle de la
bétaméthasone.

Les résultats des fractions F-101 et F-101-4 suggerent lI'existence d'un
mécanisme d'action identique dans la prévention de la douleur et de I'cedeme
inflammatoire. L'effet biphasique sur la douleur et sur l'inflammation observé en
fonction des doses administrées des dites fractions, suggérerait I'existence probable
dans les extraits, de composés qui agiraient par un mécanisme d'antagonisme
fonctionnel.

L'étude phytochimique a révélé la présence de tanins, de stérols et de
triterpénes dans les fractions F-101 et F-101-4. Les flavonoides ont été présents dans
les extraits et les fractions. Par contre, Les alcaloides ont été retrouvés exclusivement
dans la fraction F-101-5.

Des travaux antérieurs avaient rapporté la présence de saponines, de
flavonoides, de glycosides et de stéroides dans les graines de LPP-03-2017 (Yisa, et al.,
2010). Des travaux réalisés par Chavan et al. (Chavan, et al., 2011) ont montré que des
composés terpéniques sont extractibles au soxhlet avec de I'éther de pétrole a des
températures de 40-60°C. Dans la présente étude, les fractions F-101 et la F-101-4
renfermant des composés terpéniques, des flavonoides, des stérols et des tanins, ont
été obtenues a partir de I'extrait E-101 de feuilles de LPP-03-2017. Par ailleurs, des
travaux réalisés par Ameen et al. (Ameen, et al.,, 2011) ont mis en évidence la
présence de flavonoides et des substances terpéniques dans les feuilles de LPP-03-
2017.

Des études réalisées sur des extraits de plantes appartenant a la famille des
ANNONACEAE, avaient rapporté l'existence d’une activité anti-inflammatoire et
antalgique. En effet, 'oxyde de caryophyllene, un composé isolé des écorces

d’Annona squamosa, est a la fois analgésique et anti-inflammatoire (Chavan, et al.,
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2010). Des molécules de structure terpénique isolées de plusieurs especes
appartenant a la famille des ANNONACEAE ont une activité analgésique et anti-
inflammatoire. C'est I'exemple du 18-acétoxy-ent-kaur-16-ene, une molécule isolée
des écorces d’Annona squamosa qui est analgésique sur un modele de douleur induit
par 'administration intrapéritonéale d’acide acétique chez la souris albinos, et anti-
inflammatoire dans la prévention de I'cedeme aigu de la patte de rat induit par la
carrhagénine (Chavan, et al., 2011).

Aussi, le berenjenol, une molécule triterpénique isolée d’Oxandra xylopioides,
une espéce de la famille des ANNONACEAE, est anti-inflammatoire sur des modeles
d’inflammation aigué et subchronique (Aquila, et al., 2009).

L'activité analgésique et anti-inflammatoire des fractions F-101 et F-101-4 de
feuilles de LPP-03-2017 pourrait étre liée a la présence dans les extraits de composés
terpéniques.

Les alcaloides ont été exclusivement retrouvés dans la fraction fille F-101-5
issue de la fraction F-101 . De plus, les stérols et les triterpénes, retrouvés dans la
fraction F-101-4, sont absents dans la fraction F-101-5.

Sur le modele de I'cedéme a la carraghénine, la fraction fille F-101-5 induit une
action anti-inflammatoire mais qui est toutefois inférieure a celle de la fraction fille F-
101-4. Cet effet pourrait étre probablement attribué a la présence d’alcaloides dans
cet extrait.

Des études antérieures avaient décrit I'existence probable d’une relation entre
la présence d’alcaloides dans certains extraits et leur activité anti-inflammatoire. En
effet, 'évodiamine et la rutaecarpine, des molécules appartenant au groupe des
alcaloides, inhibent la production de prostaglandines E2 pro-inflammatoires. Dans
cette méme étude, il a été montré que le goshuyuamide Il (alcaloide) est un inhibiteur
de la 5-lipoxygénase (5-LOX), une enzyme qui transforme I'acide arachidonique en
leucotriénes pro-inflammatoires (Choi, et al., 2006).

Les alcaloides de la fraction fille F-101-5 pourraient probablement, a l'instar de

I’évodiamine et de goshuyamide Il, avoir comme cible protéique des enzymes
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impliquées dans la production de médiateurs inflammatoires comme la COX2 ou la 5-
LOX.

Au plan phytochimique, toutes les fractions issues de I'extrait total a I'éther,
renferment des flavonoides. Ces composés ne seraient pas responsables de I'activité
analgésique et anti-inflammatoire de ces fractions.

L'action analgésique et anti-inflammatoire des fractions F-104 et F-101-4,
mettant en jeu un effet biphasique (anti-inflammatoire et pro-inflammatoire) selon
les doses administrées, pourrait étre attribuée a la présence de stérols/triterpénes et
de tanins dans les extraits.

Des travaux antérieurs réalisés par Ndiaye et al. (2002), avaient mis en
évidence l'existance d'un effet biphasique (anti-inflammatoire et pro-inflammatoire)
de l'extrait aqueux de racines de Moringa oleifera sur le modele inflammatoire a la
carraghénine chez le rat. En effet, cette étude avait montré que de faibles doses de
I'extrait de racines de M. oleifera prévient de facon significative I'cedeme
inflammatoire alors qu'a des doses élevées, il y a une potentialisation de I'cedeme
inflammatoire (Ndiaye, et al., 2002).

Dans cette présente étude, |'action anti-inflammatoire des extraits a de faibles
doses pourrait étre liée a la présence de stérols/triterpénes. La perte de I'activité anti-
inflammatoire a des doses plus élevées serait attribuable a la présence de tanis dans
les extraits.

Pour étayer cette hypothése, la fraction F-106 de |'extrait E-103 a été purifiée.
Ceci a permis l'obtention d'une fraction F-106-ST. Cette fraction est anti-
inflammatoire et analgésique.

L'absence d'effet biphasique de cette fraction a des doses élevées sur les
modeles de douleur et de l'inflammation, attribuerait la perte des activités
analgésique et anti-inflammatoire a la présence de tanins dans les extraits de feuilles
de LPP-03-2017.

Des travaux de Diaz et al. (Diaz, et al.,, 2000) ont montré I'action anti-

inflammatoire de triterpenes (Acide Oléanique et Acide Ursolique) isolés de feuilles de
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Phillyrea latifolia L. (OLEACEAE). C'est le cas également des triterpénes isolés de
Diospyros leucomelas (Bétuline, Acid Betulinique et Acide Ursolique), qui sont anti-
inflammatoires sur un modele animal d'cedeme a la carraghénine (Recio, et al., 1995).
Dans une autre étude, Forestieri et al. (Forestieri, et al., 1996) ont montré que les
extraits de feuilles de Lantana camara, arbuste de la famille des VERBENACEAE
contenant des triterpenes (Lantaden A et B), prévient de facon significative
I'apparition de contorsions sur un modele de douleur a I'acide acétique chez la souris.

Le pouvoir anti-inflammatoire de la fraction fille F-101-4 est supérieur a celui
de I'AAS, laissant suggérer une action sur une cible autre que celle de ce dernier, qui
est un inhibiteur de la cyclo-oxygénase de type 2 (COX2). L’action anti-inflammatoire
de la fraction fille F-101-4 riche en stérols et en triterpénes se rapprocherait beaucoup
plus de celle des composés glucocorticoides comme la bétaméthasone.

Cette observation est confortée par |'analogie structurale existant entre
certains stérols/triterpénes et des stéroides utilisés en thérapeutique anti-
inflammatoire comme la bétaméthasone et la dexaméthasone, considérés comme
triterpenes tétracycliques ayant perdu au moins trois méthyles (Krief, 2003).

Pour conforter I'hypothése d'un mécanisme identiqgue entre les
stérols/triterpenes de feuilles de LPP-03-2017 et les glucocorticoides, des expériences
d'inhibition de la SPLA2 ont été réalisées.

En effet, des résultats préliminaires de la présente étude ont montré que les
fraction F-101 et F-101-4 de feuilles de LPP-03-2017, inhibent la sPLA, de facon
dépendante a la concentration.

Plusieurs travaux antérieurs avaient décrit I'action inhibitrice de terpénes sur la
production de médiateurs inflammatoires. En effet, le cyclomargenyl-3-O-B-caffeoyl
ester, une molécule triterpénique isolée de Krameria pauciflora et appartenant au
groupe des cycloartanes, inhibe la PLA, de facon dépendante a la concentration
(Ramirez-Cisneros, et al., 2012). Des résultats similaires ont été rapportés par Bernard

et al., avec l'acide bétulinique (Bernard, et al., 2001) et par Vishwanath et al., sur
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I'action inhibitrice de la PLA2 de l'acide aristolochique isolé d'une plante herbacée
appartenant a la famille des ARISTOLOCHIACEAE (Vishwanath, et al., 1988).

Dans la présente étude, l'inhibition de la sPLA, par la fraction F-101 et la
fraction fille F-101-4, explique en effet I'obtention d'une action analgésique et anti-
inflammatoire plus importante que celle de I'AAS, et identique a celle de la
bétaméthasone.

Au plan fonctionnel, la douleur neuropathique, peu sensible aux analgésiques a
action centrale comme la morphine, s'associe a la production de cytokines
inflammatoires comme le TNF-a, I'lL-1B et I'IL-6 (Guillot, et al., 2011).

Des travaux récents réalisés par Li et al. (Li, et al., 2017), ont montré une
puissante action analgésique d'extraits coumariniques de racines de Radix angelica
pubescentis sur un modele de douleur neuropathique. Cette action est associée a la
prévention de la production de cytokines inflammatoires.

L'action analgésique et anti-inflammatoire des extraits de feuilles de LPP-03-
2017, identique a celle des glucocorticoides, pourrait s'expliquer, en plus de
I'inhibition de la PLA,, par la prévention de la production de cytokines inflammatoires.
Si cette hypothése de mécanisme d'action identique entre ces extraits et les
glucocorticoides devait se vérifier, la fraction F-101 et la fraction fille F-101-4 seraient

efficaces dans la prévention des douleurs neuropathiques.
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L'objectif de cette étude était de contribuer a la valorisation d'une espéce de
plante médicinale de la pharmacopée traditionnelle africaine, de LPP-03-2017
(ANNONACEAE), par une approche in vivo et in vitro d'étude du mécanisme d'action

anti-inflammatoire et analgésique.

La poudre de feuilles de LPP-03-2017 a été soumise a décoction dans de |'éther
de pétrole. Les composés de I'extrait total a I'éther ont été séparés avec du méthanol

et de I'acétate d'éthyle.

Au plan fonctionnel, la fraction F-101 de I'extrait E-101 est plus efficace que la

fraction F-103 dans la prévention de I'oedéme inflammatoire a la carraghénine.

La saparation des composés de la fraction F-101 a permis ainsi I'obtention de 5

fractions allant de F-101-1 a F-101-5.

L'action anti-inflammatoire de la fraction fille F-101-4 est supérieure a celle de
I'acide acétylsalicylique, et identique a celle de la bétaméthasone. Dans les mémes
conditions, l'action anti-inflammatoire de l|a fraction fille F-101-5 est moins
importante que celle de la bétaméthasone, mais tout de méme superposable a celle

de I'acide acétylsalicylique.

Ces résultats intermédiaires suggérent déja la présence dans les feuilles de LPP-
03-2017, des composés phytochimiques différents qui agiraient par des mécanismes

distincts dans la prévention de I'cedéme inflammatoire.

Au plan phytochimique, les flanonoides ont été retrouvés dans I'ensemble des
fractions. Les stérols/triterpénes ont été retrouvés uniquement dans les fractions F-
101 et F-101-4. Les alcaloides sont eclusivement présents dans la fraction F-101-5. Les

tanins sont présents uniquement dans les fractions F-101 et F-101-4.

Cette répartition des composés phytochimiques dans les extraits permet de

suggérer des hypothéses de mécanisme d'action.
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En effet, I'action anti-inflammatoire de la fraction F-101-4 pourrait étre
attribuée a la présence de stérols/triterpénes dans les extraits. Cette hypothése est
d'ailleurs confortée par l'analogie structurale existant entre ces composés et des
molécules de structures glucocorticoides utilisées en thérapeutique anti-

inflammatoire.

L'action anti-inflammatoire de la fraction F-101-5, superposable a celle des
anti-inflammatoires non stéroidiens comme l'acide acétylsalicylique, plaiderait en
faveur d'une interaction possible de ces alcaloides avec des enzymes impliquées dans
la production de médiateurs inflammatoires comme la cyclooxygénase de type 2 et la

lipoxygénase (Figure 64).

Des expériences in vitro préliminaires ont montré l'action inhibitrice des

fractions F-101 et F-101-4 sur la phospholipase A2 (Figure 64).

L'action anti-inflammatoire des fractions F-101 et F-101-4 est trés importante a
de faibles doses et limitée a des doses supérieures. Ces résultats suggerent la
présence dans les extraits, a des doses élevées, de composés pouvant engendrer un
antagonisme fonctionnel. Pour étayer cette hypothese, la fraction F-106 renfermant

des stérols/triterpénes et des tanins a été séparée, donnant la fraction F-106-ST.

La fraction F-106-ST est anti-inflammatoire de facon dépendante a la dose sans
aucune limitation, laissant suggérer I'existence d'une activité pro-inflammatoire des

tanins de feuilles de LPP-03-2017.

L'action antalgique puissante des fractions F-101 et F-101-4, superposable a
celle des glucocorticoides comme la bétaméthasone, vient conforter I'hypothése de
départ selon laquelle, ces extraits agiraient par un mécanisme identique a celui des
glucocorticoides. Ceci est d'autant plus plausible que la présence de tanins dans les

extraits a des doses plus élevées s'associe a une perte de l'activité antalgique.
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Les effets antalgique et anti-inflammatoire des fractions F-101 et F-101-4, trés
importants a de faibles doses, et moins efficaces a des doses plus élevées, laissent
suggérer un mécanisme d'action identique a I'origine de la prévention de la douleur et

de l'inflammation.

En perspective, la caractérisation de I'action analgésique et anti-inflammatoire
des composés des fractions F-101 et F-101-4 devait se poursuivre avec des extraits
purifiés sur des modeles d'étude de douleurs neuropathiques et de polyarthrite
rhumatoide. Il serait intéressant de déterminer l'action de ces extraits, par une
approche in vitro, sur la production de cytokines inflammatoires comme le TNF-a, I'IL-

1B et I'lL6.

La poursuite de ces travaux implique également I'évaluation d'une interaction
possible entre les composés de la fraction F-101-5 et certaines cibles de production
des médiateurs inflammatoires comme la cyclooxygénase de type 2 et la lipoxygénase

(Figure 64).

Figure 61 : Mécanismes d'action possibles des composés de feuilles de LPP-03-2017
(ANNONACEAE)
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Tableau VII : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration de I'eau physiologique (10 mL/kg, per os)

N°Rat | poids (g) | Vo (ML) | Vin (ML) | %AUG; | Von (ML) | %AUG, | Van (ml) | %AUGs | Vay (ml) | %AUGs | Vsp (ml) | %AUGs
R1 153| 0,89 1,59| 78,65 1,93| 116,85 1,98 122,47| 2,04 129,21 2,1| 135,96
R2 135| 0,87 1,08| 24,4| 1,17| 34,48 126 44,83 1,37| 57,47 1,59| 82,76
R3 133| 0,84 129| 53,57 1,33| 58,33 1,47| 7500 1,554| 83,33 1,62| 92,86
R4 11| 0,76 1,14| 50,00 1,17| 53,95 1,3| 71,05 1,47| 93,82 1,53| 101,32
RS 129| 0,91 1,09| 19,78 15| 64,84 1,75 92,31 1,84| 102,20 1,36 104,40

Moyenne % AUG 45,23 65,69 81,13 93,13 103,46
ESM 10,73 13,76 12,83 11,73 8,95

Tableau VIII : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de I'acide acétylsalicylique (1 mg/kg)

N°Rat | poids (g) | Vo (mL) | Vi (ml) | %AUG; | Van (ML) | %AUG, | Vi, (ML) | %AUG; | Van (ML) | %AUG, | Vsh (mL) | %AUGS
R1 103 069| 0,825 19,57| 0,865 2536/ 0,895 29,71 1,14| 65,22 1,155 67,39
R2 128 0,94 1,08 14,89| 1,125| 19,68 1,14 21,28 1,225 30,32| 1,295 37,77
R3 119 0,79| 1,355| 71,52 1,415 79,11| 1,395 76,58 1,45| 83,54 1,545 95,57
R4 117| 0,785| 0,905| 15,29 0,97| 23,57| 1,015| 29,30| 1,045| 33,12 1,09/ 38,85
RS 133 0,91 1,13| 24,18 1,135 24,73 1,19/ 30,77 1,215 33,52 1,22 34,07

Moyenne % AUG 29,09 34,49 37,53 49,14 54,73
ESM 10,74 11,19 9,91 10,71 11,82
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Tableau IX : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de I'acide acétylsalicylique (10 mg/kg)

N°Rat |Poids(g)| Vo(mL) | Vin(mL) | %AUG; | Vo, (ML) | %AUG, | V3, (ML) | %AUG3 | V4 (ML) | %AUG, | Vs, (ML) | %AUGS
R1 145 1,04 1,08 3,85 1,13 8,65 1,21 16,35 1,21 16,35 1,32 26,92
R2 119 1,07 1,15 7,48 1,19 11,21 1,27 18,69 1,78 66,36 1,83 71,03
R3 119 0,95 1,03 8,42 1,1 15,79 1,2 26,32 1,52 60,00 1,77 86,32
R4 129 1,02 1,05 2,94 1,09 6,86 1,14 11,76 1,25 22,55 1,53 50,00
R5 124 0,98 1,07 9,18 1,11 13,27 1,22 24,49 1,58 61,22 1,66 69,39

Moyenne %AUG 6,37 11,16 19,52 45,29 60,73
ESM 1,25 1,59 2,66 10,65 10,23

Tableau X : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de I'acide acétylsalicylique (30 mg/kg)

N° Rat Poids (g) | Vo(ml) | Vin(ml) | %AUG; | Von (ml) | %AUG, | Vi (ml) | %AUGs | Van (ml) | %AUG,; | Vs, (ml) | %AUGs
R1 129 0,87 1,11 27,59 1,09 25,29 1,08 24,14 1,35 55,17 1,55 78,16
R2 140 0,93 1,04 11,83 1,02 9,68 1,04 11,83 1,21 30,11 1,29 38,71
R3 138 0,91 1,02 12,09 1,05 15,38 1,02 12,09 1,12 23,08 1,28 40,66
R4 124 0,9 1,03 14,44 1,03 14,44 1,06 17,78 1,24 37,78 1,35 50,00
R5 148 0,88 1,02 15,91 1,03 17,05 1,07 21,59 1,1 25,00 1,26 43,18

Moyenne %AUG 16,37 16,37 17,48 34,23 50,14
ESM 2,90 2,54 2,47 5,82 7,26
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N°Rat |Poids (g)| Vo (mL) | Vin (mL) | %AUG; | Von (ML) | %AUG; | Vin (ML) | %AUGs | Van (ML) | %AUG, | Vs, (ML) | %AUGs
R1 148 1,11 1,13 1,80 1,19 7,21 1,25 12,61 1,38 24,32 1,51 36,04
R2 128 1,15 1,18 2,61 1,19 3,48 1,23 6,96 1,34 16,52 1,4 21,74
R3 127 1,04 1,1 5,77 1,1 5,77 1,11 6,73 1,16 11,54 1,22 17,31
R4 136 1,02 1,07 4,90 1,19 16,67 1,4 37,25 1,5 47,06 1,51 48,04
R5 129 1,07 1,09 1,87 1,13 5,61 1,26 17,76 1,3 21,50 1,46 36,45

Moyenne %AUG 3,39 7,75 16,26 24,19 31,91
ESM 0,82 2,31 5,63 6,12 5,54

Tableau Xl : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de bétaméthasone (300 pg/kg)

N°Rat |Poids(g)| Vo(ml) | Vin(ml) | %AUG; | Vo (ml) | %AUG; | V3, (ml) | %AUGs | Van (ml) | %AUG, | Vs, (ml) | %AUGs
R1 110 0,77 0,88 14,29 0,83 7,79 0,79 1,95 0,90 16,88 1,01 31,17
R2 120 0,87 1,06 22,54 1,09 25,43 1,01 16,76 1,16 33,53 1,09 26,01
R3 139 0,93 1,08 16,13 1,07 14,52 0,97 3,76 1,05 12,37 1,07 15,05
R4 138 0,94 1,06 12,23 1,11 18,09 1,06 12,77 1,06 12,77 1,08 14,36
R5 143 0,91 1,11 22,65 1,07 18,23 1,01 11,05 1,07 18,23 1,15 26,52

Moyenne %AUG 17,57 16,81 9,26 18,75 22,62
ESM 2,14 2,87 2,79 3,86 3,36

Tableau Xl : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de I'acide acétylsalicylique (100 mg/kg)
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Tableau Xlll : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de bétaméthasone (1 mg/kg)

N°Rat |Poids(g)| Vo(ml) | Vin (ml) | %AUG; | Vo (ml) | %AUG; | Vsn (ml) | %AUGs | Van (ml) | %AUG, | Vsy (ml) | %AUGs
R1 173 1,05 1,205 14,76 1,175 11,90 1,24 18,10 1,275 21,43 1,29 22,86
R2 143 0,95 1,09 14,74 1,125 18,42 1,19 25,26 1,215 27,89 1,13 18,95
R3 141 1,03 1,145 11,17 1,115 8,25 1,175 14,08 1,215 17,96 1,23 19,42
R4 126 0,795 1,045 31,45 0,995 25,16 0,99 24,53 1,06 33,33 1,105 38,99
R5 110 0,905 1,1 21,55 1,025 13,26 0,975 7,73 1,05 16,02 1,06 17,13

Moyenne %AUG 18,73 15,40 17,94 23,33 23,47
ESM 3,60 2,93 3,29 3,22 3,99
Tableau XIV : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de bétaméthasone (3 mg/kg)

N°Rat | poids (g) | Vo(ml) | Vin(ml) | %AUG; | Va(ml) | %AUG, | Vs (ml) | %AUGs | Van(ml) | %AUG, | Vs, (ml) | %AUG;s
R1 124 0,99 1,135 14,65 1,12 13,13 1,12 13,13 1,11 12,12 1,125 13,64
R2 115 0,74 0,945 27,70 0,97 31,08 0,82 10,81 0,905 22,30 0,94 27,03
R3 145 0,865 1,045 20,81 1,09 26,01 1,03 19,08 1,05 21,39 1,13 30,64
R4 120 0,965 1,05 8,81 1,01 4,66 1,11 15,03 1,09 12,95 1,02 5,70
R5 120 0,75 0,95 26,67 0,94 25,33 0,925 23,33 0,93 24,00 0,94 25,33

Moyenne %AUG 19,73 20,04 16,28 18,55 20,47
ESM 3,59 4,85 2,22 2,49 4,66
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Tableau XV : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de E-101 (30 mg/kg)

N°Rat |Poids(g)| Vo(mL) | Vin(mL) | %AUG; | Von (ML) | %AUG; | Vi, (ML) | %AUGs | Van (ML) | %AUG, | Vs, (ML) | %AUGs
R1 134 0,99 1,06 7,07 1,31 32,32 1,42 43,43 1,78 79,80 1,89 90,91
R2 126 0,79 0,98 24,05 1,04 31,65 1,14 44,30 1,37 73,42 1,41 78,48
R3 135 0,86 0,96 11,63 1,22 41,86 1,19 38,37 1,4 62,79 1,56 81,40
R4 134 0,94 0,98 4,26 1,05 11,70 1,15 22,34 1,25 32,98 1,29 37,23
R5 125 0,92 1,07 16,30 1,03 11,96 1,12 21,74 1,23 33,70 1,28 39,13

Moyenne %AUG 12,66 25,90 34,04 56,54 65,43
ESM 3,51 6,02 5,00 9,85 11,32

Tableau XVI : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de E-101 (100 mg/kg)

NeRat | POids (8)| Vo(ml) | Vi (ml) | %AUG; | Vo (ml) | %AUG, | Van (ml) | %AUGs | Van (ml) | %AUGs | Vsn (ml) | %AUGs
R1 120| 0,695 0,955 37,41 1,05| 51,08 1,085| 56,12| 1,085 56,12 1,07| 53,96
R2 143| 0,745 0,87| 16,78 1,075| 44,30 1,075 44,30 1,08| 44,97 1,08 44,97
R3 165| 0,895 1,025 14,53 1,3| 4525 1,31 46,37 1,33| 48,60 1,33| 48,60
R4 140| 0,815 0,965 18,40 1,01| 23,93 1,01| 23,93 1,02| 25,15 1,01| 23,93
RS 140 0,69| 0,845 22,46| 1,025| 48,55 1,03| 49,28 1,025 48,55 1,01| 46,38

Moyenne %AUG 21,92 42,62 44,00 44,68 43,57
ESM 4,08 4,83 5,40 5,21 5,14
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Tableau XVII : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de E-101 (300 mg/kg)

N°Rat |Poids(g)| Vo(ml) | Vin (ml) | %AUG; | Vo (ml) | %AUG; | Vsn (ml) | %AUGs | Van (ml) | %AUG, | Vsy (ml) | %AUGs
R1 144 0,78 1,12 43,59 1,18 51,28 1,33 70,51 1,55 98,72 1,6| 105,13
R2 124 0,82 1,08 31,71 1,2 46,34 1,56 90,24 1,73| 110,98 1,8| 119,51
R3 156 1,02 1,19 16,67 1,32 29,41 1,36 33,33 1,53 50,00 1,67 63,73
R4 146 0,95 1,09 14,74 1,34 41,05 1,56 64,21 1,62 70,53 1,73 82,11
R5 126 0,88 0,93 5,68 1,13 28,41 1,52 72,73 1,63 85,23 1,75 98,86

Moyenne %AUG 22,48 39,30 66,21 83,09 93,87
ESM 6,73 4,54 9,28 10,68 9,63

Tableau XVIII :Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine a

prés administration per os de F-101 (1 mg/kg)

N°Rat | Poids (g) | Vo(ml) | Vin (ml) | %AUG; | Vap (ml) | %AUG, | Vsp (ml) | %AUGs | Vay (ml) | %AUG, | Vsh (ml) | %AUGs
R1 190 095| 1,445| 52,11| 1,685 77,37| 1,885 98,42 2,05 115,79| 2,045| 115,26
R2 146| 0,805 092 14,29 1,09| 35,40 1,09| 35,40 1,19| 47,83 1,22| 51,55
R3 185 08| 1,445| 80,63 2,015 151,88 2,015 151,88 1,975 146,88 1,995| 149,38
R4 137 0,77 0,99| 28,57 1,16| 50,65 1,43| 85,71 1,45 88,31 1,46| 89,61
RS 160 0,86 1,07| 24,42 1,14| 32,56| 1,155 34,30 1,16| 34,88 1,195 38,95

Moyenne %AUG 40,00 69,57 81,14 86,74 88,95
ESM 11,90 22,06 21,92 20,82 20,30
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Tableau XIX :Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de F-101 (3 mg/kg)

N°Rat |Poids(g)| Vo(ml) | Vin (ml) | %AUG; | Vo (ml) | %AUG; | Vsn (ml) | %AUGs | Van (ml) | %AUG, | Vsy (ml) | %AUGs
R1 110 0,78 0,855 9,62 0,84 7,69 0,84 7,69 0,87 11,54 0,865 10,90
R2 149 0,915 0,96 4,92 1,025 12,02 1,135 24,04 1,215 32,79 1,265 38,25
R3 140 0,9 0,95 5,56 0,98 8,89 1,105 22,78 0,985 9,44 1,09 21,11
R4 120 0,9 0,915 1,67 1,015 12,78 1,12 24,44 1,23 36,67 1,265 40,56
R5 130 0,81 0,835 3,09 0,895 10,49 0,985 21,60 0,915 12,96 0,915 12,96

Moyenne %AUG 4,97 10,37 20,11 20,68 24,76
ESM 1,35 1,06 3,14 6,48 6,23

Tableau XX : Variation de I'cedeme ai

gu de la patte de rat

a la carraghénine ap

rés administration per os de F-101 (10 mg/kg)

N°Rat |Poids(g)| Vo(ml) | Vin (ml) | %AUG; | Vi (ml) | %AUG; | V3n (ml) | %AUGs | Van (ml) | %AUG, | Vs, (ml) | %AUGs
R1 120 0,905 1,105 22,10 1,3 43,65 1,455 60,77 1,49 64,64 1,46 61,33
R2 144 0,93 1,065 14,52 1,155 24,19 1,195 28,49 1,305 40,32 1,285 38,17
R3 130 0,97 1,12 15,46 1,155 19,07 1,205 24,23 1,24 27,84 1,34 38,14
R4 115 0,735 0,94 27,89 0,945 28,57 1,01 37,41 1,01 37,41 0,995 35,37
R5 144 0,76 1 31,58 1,095 44,08 1,5 97,37 1,5 97,37 1,425 87,50

Moyenne %AUG 22,31 31,91 49,66 53,52 52,10
ESM 3,35 5,71 13,50 14,01 10,02
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Tableau XXI : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de F-101 (30 mg/kg)

N°Rat |Poids(g)| Vo(ml) | Vin (ml) | %AUG; | Vo (ml) | %AUG; | Vsn (ml) | %AUGs | Van (ml) | %AUG, | Vsy (ml) | %AUGs
R1 125 0,78 1,07 37,18 1,175 50,64 1,225 57,05 1,36 74,36 1,345 72,44
R2 139 0,82 1,015 23,78 1,12 36,59 1,305 59,15 1,355 65,24 1,345 64,02
R3 127 0,91 1,135 24,73 1,135 24,73 1,235 35,71 1,345 47,80 1,355 48,90
R4 130 0,825 1,01 22,42 1,01 22,42 1,255 52,12 1,22 47,88 1,255 52,12
R5 134 0,795 0,995 25,16 0,995 25,16 1,165 46,54 1,22 53,46 1,215 52,83

Moyenne %AUG 26,65 31,91 50,11 57,75 58,06
ESM 2,67 5,29 4,21 5,23 4,41
Tableau XXII : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de F-102 (10 mg/kg)

N°Rat |Poids(g)| Vo(mL) | Vin (ML) | %AUG; | Vo (ML) | %AUG; | V3h (ML) | %AUG3 | Vg (ML) | %AUG, | Vsh (ML) | %AUGS
R1 138 1 1,04 4,00 1,22 22,00 1,36 36,00 1,43 43,00 1,76 76,00
R2 138 1,07 1,2 12,15 1,62 51,40 1,74 62,62 1,8 68,22 2,16| 101,87
R3 153 1,06 1,08 1,89 1,43 34,91 1,62 52,83 1,71 61,32 1,89 78,30
R4 131 1,08 1,12 3,70 1,13 4,63 1,27 17,59 1,46 35,19 1,59 47,22
R5 129 0,95 1,07 12,63 1,15 21,05 1,28 34,74 1,32 38,95 1,6 68,42

Moyenne %AUG 6,87 26,80 40,76 49,34 74,36
ESM 2,28 7,81 7,81 6,51 8,79

245



Tableau XXIII : Variation de I'oedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de F-103 (1 mg/kg)

N°Rat |Poids(g)| Vo(ml) | Vin (ml) | %AUG; | Vo (ml) | %AUG; | Vsn (ml) | %AUGs | Van (ml) | %AUG, | Vsy (ml) | %AUGs
R1 185 0,91 1 9,29 1,14 24,59 1,27 38,80 1,31 43,17 1,32 44,81
R2 195 0,77 0,95 24,03 1 29,87 1,25 62,34 2| 159,74 1,99 159,09
R3 147 0,72 0,84 15,86 1,16 60,00 1,17 61,38 1,2 65,52 1,21 67,59
R4 167 0,78 0,91 15,92 1,10 40,51 1,15 47,13 1,13 43,95 1,12 43,31
R5 165 0,92 1,13 22,83 1,21 32,07 1,21 32,07 1,22 33,15 1,21 32,07

Moyenne %AUG 17,59 37,41 48,34 69,11 69,37
ESM 2,68 6,20 6,01 23,27 23,16
Tableau XXIV : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de F-103 (3 mg/kg)

NRat | poids (g) | Vo (ml) | Vin (ml) | %AUG; | Vo (ml) | %AUG, | Vay (M) | %AUGs | Van (ml) | %AUG, | Vsy (ml) | %AUGS
R1 130 0,84 0,86 2,99 0,91 8,38 1,00 19,76 1,13 35,33 1,09 29,94
R2 130 0,95 1,11 17,46 1,22 28,57 1,34 41,27 1,57 65,61 1,67 76,72
R3 115 0,90 1,095 22,35 1,22 36,31 1,26 40,22 1,44 60,34 1,50 67,60
R4 143 0,89 1 12,36 1,12 25,28 1,24 38,76 1,26 41,01 1,29 44,94
R5 129 0,79 1 26,58 1,11 40,51 1,33 68,35 1,42 79,11 1,45 82,91

Moyenne %AUG 16,35 27,81 41,67 56,28 60,42
ESM 4,10 5,56 7,75 8,05 9,98
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Tableau XXV : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de F-103 (10 mg/kg)

N°Rat |Poids (g)| Vo (mL) | Vin (mL) | %AUG; | Von (ML) | %AUG; | Vin (ML) | %AUGs | Van (ML) | %AUG, | Vs, (ML) | %AUGs
R1 120 0,85 1,04 22,35 0,94 10,59 1,01 18,82 1,155 35,88 1,09 28,24
R2 122 0,89 0,955 7,30 0,965 8,43 1 12,36 1,06 19,10 1,06 19,10
R3 122 0,975 1,145 17,44 1,13 15,90 1,195 22,56| 1,1215 15,03 1,235 26,67
R4 120 0,87 1,025 17,82 1,075 23,56 1,185 36,21 1,21 39,08 1,26 44,83
R5 127 0,795 0,905 13,84 0,895 12,58 0,99 24,53 0,94 18,24 0,95 19,50

Moyenne %AUG 15,75 14,21 22,90 25,47 27,67
ESM 2,51 2,64 3,92 4,98 4,67
Tableau XXVI : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de F-103 (30 mg/kg)

N°Rat | Poids (g) | Vo (mL) | Vin (ML) | %AUG; | Vo (ML) | %AUG; | Van (ML) | %AUG; | Van (ML) | %AUG, | Vsn (ML) | %AUGSs
R1 149 0,865 0,975 12,72 0,98 13,29 0,975 12,72 0,98 13,29 1 15,61
R2 135 0,93 0,995 6,99 0,995 6,99 1,025 10,22 1,095 17,74 1,31 40,86
R3 148 0,865 0,96 10,98 1,07 23,70 1,115 28,90 1,245 43,93 1,21 39,88
R4 135 0,815 0,91 11,66 0,93 14,11 1,17 43,56 1,2 47,24 1,255 53,99
R5 149 0,795 1,09 37,11 1,085 36,48 1,285 61,64 1,285 61,64 1,42 78,62

Moyenne %AUG 15,89 18,91 31,41 36,77 45,79
ESM 5,39 5,14 9,66 9,20 10,28
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Tableau XXVII : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de F-101-1 (1 mg/kg)

N°Rat |Poids (g)| Vo (mL) | Vin (mL) | %AUG; | Von (ML) | %AUG; | Vin (ML) | %AUGs | Van (ML) | %AUG, | Vs, (ML) | %AUGs
R1 102 0,735 0,82 11,56 0,965 31,29 1,06 44,22 1,09 48,30 1,06 44,22
R2 129 0,7 0,805 15,00 0,905 29,29 1,09 55,71 1,2 71,43 1,195 70,71
R3 133 0,745 0,9 20,81 1,06 42,28 1,205 61,74 1,39 86,58 1,49 100,00
R4 128 0,765 0,83 8,50 0,92 20,26 1,03 34,64 1,12 46,41 1,115 45,75
R5 120 0,765 0,915 19,61 0,96 25,49 1,115 45,75 1,21 58,17 1,205 57,52

Moyenne %AUG 15,09 29,72 48,41 62,18 63,64
ESM 2,33 3,66 4,72 7,54 10,26

Tableau XXVIII : Variation de I'cedéme aigu de la patte de ra

t a la carraghénine a

prés administration per os de F-101-2 (1 mg/kg)

N*Rat | poids (g) | Vo (ML) | Vin (ML) | %AUG, | Van (ML) | %AUG, | Van (ML) | %AUG; | Vap (ML) | %AUG, | Vsp (ML) | %AUGs
R1 122 0,76 0,95| 2500 1,165 53,29 1,44| 89,47| 1,555| 104,61 1,605 111,18
R2 130 0,76 097 27,63 1,17| 53,95 1,28| 68,42 1,48| 94,74| 1,655 117,76
R3 125 0,84 1| 19,05 1,06| 26,19| 1,065 26,79 1,25 48,81 1,18| 40,48
R4 171 0,93 1,03| 10,75 1,15| 23,66| 1,105 18,82 1,16| 24,73 1,28| 37,63
RS 155| 0,945 1,34| 41,80 1,73| 83,07| 1,965 107,94 2,02| 113,76 2,32| 145,50
Moyenne %AUG 24,85 48,03 62,29 77,33 90,51

ESM 5,14 10,87 17,34 17,25 21,79

248



Tableau XXIX : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de F-101-3 (1 mg/kg)

N°Rat |Poids (g)| Vo (mL) | Vin (mL) | %AUG; | Von (ML) | %AUG; | Vin (ML) | %AUGs | Van (ML) | %AUG, | Vs, (ML) | %AUGs
R1 134 0,87 1,03 18,39 1,23 41,38 1,435 64,94 1,63 87,36 1,7 95,40
R2 127 0,805 0,865 7,45 1,05 30,43 1,18 46,58 1,255 55,90 1,48 83,85
R3 124 0,695 0,835 20,14 0,97 39,57 0,975 40,29 1,21 74,10 1,155 66,19
R4 133 0,8 0,95 18,75 1,115 39,38 1,25 56,25 1,385 73,13 1,39 73,75
R5 146 0,915 1,33 45,36 1,56 70,49 1,665 81,97 1,935| 111,48 1,98| 116,39

Moyenne %AUG 22,02 44,25 58,01 80,39 87,12
ESM 6,26 6,83 7,31 9,24 8,81
Tableau XXX : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de F-101-4 (300 pg/kg)

N°Rat | Poids (g) | Vo(mL) | Vin (ML) | %AUG; | Von (ML) | %AUG, | Van (ML) | %AUG; | Van (ML) | %AUG, | Vsn (ML) | %AUGs
R1 120 0,91 1,01 10,38 1,15 26,23 1,14 24,59 1,18 29,51 1,19 30,05
R2 147 0,92 1,15 25,54 1,31 42,39 1,33 44,57 1,41 53,26 1,37 48,91
R3 110 0,68 0,93 35,77 0,99 45,26 1,10 60,58 1,15 68,61 1,19 73,72
R4 124 0,77 0,96 23,87 1,02 32,26 1,01 30,97 1,20 55,48 1,26 62,58
R5 115 0,72 0,91 26,39 0,89 23,61 0,92 28,47 1,09 52,08 1,07 48,61

Moyenne %AUG 24,39 33,95 37,84 51,79 52,78
ESM 4,07 4,29 6,61 6,31 7,36

249



Tableau XXXI :Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de F-101-4 (1 mg/kg)

N°Rat | Poids (g) | Vo(mL) | Vin (ML) | %AUG; | Vo (ML) | %AUG, | Van (ML) | %AUG; | Van (ML) | %AUG, | Vsh (mL) | %AUGS
R1 123| 0,845 1,145 35,50| 1,085 28,40 1,075| 27,22 1,21 43,20 1,27| 50,30
R2 118 0,79 0,99 25,32 0,93| 17,72 0,99| 2532 1,125 42,41| 1,155| 46,20
R3 122 0,84 0,93| 10,71 1,01| 20,24 0,99 17,86 1,01| 20,24 0,94 11,90
R4 142 0,88 0,94 6,82| 1,025| 16,48 1,06| 20,45 1,055 19,89 1,11 26,14
R5 130 0,94 1,06 12,77 1,09| 15,96 1,15 22,34 1,29 37,23| 1,265| 34,57

Moyenne %AUG 18,22 19,76 22,64 32,59 33,82
ESM 5,32 2,28 1,67 5,22 6,95

Tableau XXXII : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carra

ghénine aprés administration per os de F-101-4 (3 mg/kg)

N°Rat | Poids (g) | Vo(mL) | Vin (ML) | %AUG; | Vo (ML) | %AUG, | Vi, (ML) | %AUG; | Van (ML) | %AUG, | Vsh (mL) | %AUGS
R1 109 0,72 0,95| 31,72 0,99| 37,24 1,07| 47,59 1,00/ 38,62 1,12| 54,48
R2 179 0,82 1,26 53,33 1,42 72,73 1,44| 74,55 1,49 81,21 1,69| 105,45
R3 145 0,84 1,15| 37,50 1,26 50,60 1,39| 66,07 1,47| 75,00 1,67| 98,81
R4 109 0,79 0,83 5,06 0,96| 22,15 1,02| 29,75 1,05| 33,54 1,10| 39,24
RS 125 1,02 1,12 9,80 1,24| 21,57 1,29 26,47 1,32 29,41 1,37| 34,31

Moyenne %AUG 27,48 40,86 48,88 51,56 66,46
ESM 8,95 9,61 9,55 10,98 14,97
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Tableau XXXIII : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de F-101-5 (1 mg/kg)

N°Rat |Poids (g)| Vo (mL) | Vin (mL) | %AUG; | Von (ML) | %AUG; | Vi, (ML) | %AUGs | Van (ML) | %AUG, | Vs, (ML) | %AUGs
R1 152 0,805 1,07 32,92 1,13 40,37 1,205 49,69 1,295 60,87 1,37 70,19
R2 114 0,805 1,015 26,09 1,09 35,40 1,16 44,10 1,345 67,08 1,47 82,61
R3 141 0,88 1,13 28,41 1,14 29,55 1,17 32,95 1,22 38,64 1,275 44,89
R4 124 0,83 1,11 33,73 1,115 34,34 1,005 21,08 1,14 37,35 1,15 38,55
R5 135 0,84 1,065 26,79 1,16 38,10 1,09 29,76 1,12 33,33 1,22 45,24

Moyenne %AUG 29,59 35,55 35,52 47,45 56,29
ESM 1,58 1,83 5,11 6,87 8,52
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Tableau XXXIV : Effet de I'eau physiologique (10 mL/kg) sur la douleur induite par I'acide
acétique chez la souris

N° souris | Poids (g) TPS(::it:)“Ce coljmct)(r:::iroens
s1 20 7,00 69,00

5 21 7,00 82,00

3 23 6,00 89,00

sa 21 5,00 73,00

S5 23 8,00 50,00
Moyenne 6,60 72,60

ESM 0,51 6,64

Tableau XXXV : Effet de I'AAS (1 mg/kg) sur la douleur induite par I'acide acétique chez la

souris
N° souris | poids (&) Tps IaFence Nomb.re
(min) contorsions

S1 28 9,00 47,00

S2 23 5,00 26,00

S3 21 6,00 35,00

54 22 7,00 73,00

S5 20 7,00 58,00
Moyenne 6,80 47,80

ESM 0,66 8,30

Tableau XXXVI : Effet de I'AAS (30 mg/kg) sur la douleur induite par I'acide acétique chez la

souris
N° souris | poids (&) Tps Ia.tence Nomb're
(min) contorsions

S 21 6,00 43,00

S2 19 5,00 64,00

S3 19 5,00 50,00

S4 20 5,00 49,00

S5 21 10,00 19,00
Moyenne 6,20 45,00

ESM 0,97 7,36




Tableau XXXVII Effet de I'AAS (100 mg/kg) sur la douleur induite par I'acide acétique chez la

souris
N° souris Poids (g) Tps(::it:)nce co'\::::‘:i':rls

s1 20 7,00 12,00

$2 20 7,00 21,00

$3 21 9,00 34,00
sS4 20 5,00 38,00

S5 20 5,00 29,00
Moyenne 6,60 26,80

ESM 0,75 4,66

Tableau XXXVIII : Effet de la bétaméthasone (300 pg/kg) sur la douleur induite par

I'acide acétique chez la souris

N° souris | Poids (g) TpS(::it:)nce col\rll(:(r)'::ir:ns

1 20 6,00 15,00

52 21 5,00 21,00

S3 24 7,00 17,00

sS4 24 3,00 42,00

S5 19 10,00 29,00
Moyenne 6,20 24,80

ESM 1,16 4,92

Tableau XXXIX : : Effet de F-101 (1 mg/kg) sur la douleur induite par I'acide acétique chez la

souris
N° souris | Poids (g) Tps(::it:)nce col\ll'l(::::ifns
s1 24 8,00 43,00
$2 24 8,00 8,00
s3 24 8,00 38,00
” 21 8,00 19,00
S5 19 8,00 41,00
Moyenne 8,00 29,80
ESM 0,00 6,92
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Tableau XL : Effet de F-101 (3 mg/kg) sur la douleur induite par I'acide acétique chez la

souris

N souris | poids (g) | P ons
S1 19 7,00 37,00
S2 24 15,00 6,00
S3 20 10,00 27,00
S4 21 9,00 18,00
Moyenne 10,25 22,00
ESM 1,70 6,60

Tableau XLI : Effet de F-101 (10 mg/kg) sur la douleur induite par I'acide acétique chez la

souris

N sours | paids (g | PN T s
S1 26 63
S2 21 50
S3 25 38
S4 24 16 27
S5 22 12 11
Moyenne 10,40 37,80
ESM 1,60 9,00

Tableau XLII : Effet de F-101-4 (300 ug/kg) sur la douleur induite par I'acide acétique chez la

souris
N° souris Poids (g) TPS(r':it:)“ce col\rl'lct,::’:ir:ns

s1 21 6,00 20,00

Y, 20 5,00 17,00

S3 20 6,00 23,00

sS4 19 7,00 17,00

S5 20 7,00 28,00
Moyenne 6,20 21,00

ESM 0,37 2,07
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chez la souris

Tableau XLIII Effet de F-101-4 (1 mg/kg) sur la douleur induite par I'acide acétique

N° souris | Poids (g) TPS(::it:)r‘ce co'\rllct)cr:::i:)ens

s1 24 7,00 46,00

S2 23 8,00 32,00

s3 24 9,00 55,00

sS4 22 7,00 31,00

S5 27 6,00 31,00
Moyenne 7,40 33,00

ESM 0,51 4,91

Tableau XLIV : Effet de F-101-4 (3 mg/kg) sur la douleur induite par I'acide acétique

chez la souris

N° souris | Poids (g) TPS(:::::)"CE‘ col\rII::‘:i:)enS
s1 19 9 >0

5 29 8 46

3 22 8 32

54 22 8 16

55 24 4 23
Moyenne 7,40 39,40

ESM 0,87 %11




Tableau XLV : Variations de I'cedéme inflammatoire de la patte de rat aprés administration per os de I'eau physiologique (10 mi/kg)

N° Rat | Poids (8) | Eo (mm) | Exp (mm) | %AUG; | Ezn (mm) | %AUG; | Esn(mm) | %AUGs | Es (mm)| %AUG, | Esn(mm)| %AUGs
R1 236 4,54 5,38 18,50 6,74| 48,46 7,3 60,79 7,99| 75,99 8,48| 86,78
R2 190 4,23 6,7| 58,39 7,13| 68,56 7,37| 74,23 8,58| 102,84 8,52| 101,42
R3 222 4,27 587| 37,47 6,29 47,31 7,13| 66,98 8,21 92,27 8,37| 96,02
R4 245 4,83 5,35 10,77 6,59 36,44 7,15| 48,03 8,24| 70,60 8,33| 72,46
R5 155 3,48 511| 46,84 566 62,64 6,57| 88,79 7,17| 106,03 7,2| 106,90
Moyenne %AUG 34,39 52,68 67,77 89,55 92,72

ESM 8,81 5,75 6,79 7,07 6,05

Tableau XLVI : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de I'acide acétylsalicylique (10 mg/kg)

N°Rat | poids (g) | Eo (mm) | Exn (mm) | %AUG; | Ezn (mm)| %AUG, | Esn (mm)| %AUG; | Esn (mm)| %AUG, | Esh (mm) | %AUGs
R1 165 4,68 547| 16,88 5,13 9,62 5,09 8,76 4,96 5,98 4,81 2,78
R2 199 4,28 507| 18,46 523 22,20 6,16| 43,93 584| 36,45 598 39,72
R3 175 4,07 5| 22,85 525 28,99 531 30,47 556| 36,61 544| 33,66
R4 160 4,13 499 20,82 549| 32,93 561 35,84 578 39,95 559| 35,35
RS 153 3,81 4,95 29,92 527| 3832 571 49,87 55| 44,36 546| 43,31

Moyenne %AUG 21,79 26,41 33,77 32,67 30,96
ESM 2,27 4,95 7,08 6,82 7,25
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Tableau XLVII : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de la F-104 (3 mg/kg)

N° Rat | Poids (g) | Eo (mm) | E;n (mm) | %AUG; | E;n (mm) | %AUG; | E3n (mm) | %AUG3 | Ezn (mm) | %AUG, | Es, (mm) | %AUGs
R1 240 3,85 6,09 58,18 7,08 83,90 7,26 88,57 7,7 100,00 7,53 95,58
R2 190 3,72 5,7 53,23 5,93 59,41 6,62 77,96 6,8 82,80 6,81 83,06
R3 180 4,22 5,73 35,78 5,78 36,97 6,11 44,79 6,7 58,77 7,12 68,72
R4 202 4,19 5,84 39,38 6,07 44,87 6,84 63,25 7,1 69,45 7,07 68,74
R5 197 3,96 5,75 45,20 6,03 52,27 6,73 69,95 7,35 85,61 7,23 82,58

Moyenne %AUG 46,35 55,48 68,90 79,32 79,74
ESM 4,18 8,03 7,36 7,07 5,06

Tableau XLVIII : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de la F-104 (10 mg/kg)

N° Rat | Poids (g) | Eo (mm) | E;n (mm) | %AUG; | E;n (mm) | %AUG; | E3n (mm) | %AUG3 | Egn (mm) | %AUG,; | Es, (mm) | %AUGs
R1 167 4,03 4,69 16,38 4,61 14,39 5,32 32,01 5,41 34,24 5,82 44,42
R2 170 3,88 4,9 26,29 5,18 33,51 5,32 37,11 5,49 41,49 5,37 38,40
R3 157 4,3 4,85 12,79 5,03 16,98 4,8 11,63 5,26 22,33 5,34 24,19
R4 152 4,05 4,93 21,73 5,61 38,52 5,68 40,25 5,72 41,23 6,02 48,64
R5 194 4,24 4,76 12,26 5,06 19,34 5,59 31,84 5,72 34,91 5,67 33,73

Moyenne %AUG 17,89 24,55 30,57 34,84 37,87
ESM 2,69 4,81 4,99 3,48 4,26
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Tableau XLIX

: Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de la F-104 (30 mg/kg)

N°Rat | Poids (g) | Eo (mm) | E;n (mm) | %AUG; | E;n (mm) | %AUG; | E3p (mm) | %AUG3 | Egn (mm) | %AUG, | Esp, (mm) | %AUGs
R1 200 4,4 5,72 30,00 6,28 42,73 6,95 57,95 7,57 72,05 7,48 70,00
R2 213 4,43 5,37 21,22 6,8 53,50 7,07 59,59 7,28 64,33 7,77 75,40
R3 211 4,21 5,57 32,30 6,21 47,51 7,15 69,83 7,73 83,61 7,59 80,29
R4 198 4,98 5,67 13,86 5,98 20,08 6,5 30,52 6,77 35,94 7,03 41,16
R5 182 3,99 5,44 36,34 6,13 53,63 7,59 90,23 7,43 86,22 7,81 95,74

Moyenne %AUG 26,74 43,49 61,63 68,43 72,52
ESM 4,06 6,20 9,67 9,03 8,94

Tableau L : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de la F-105 (3 mg/kg)

N° Rat | Poids (g) | Eo (mm) | E;, (mm) | %AUG; | E;n (mm) | %AUG; | Esp (mm) | %AUG;s | Egn (mm) | %AUG,; | Esp (mm) | %AUGS
R1 195 3,95 5,68 43,80 6,19 56,71 6,98 76,71 7,42 87,85 6,47 63,80
R2 172 3,6 5,62 56,11 6,19 71,94 7,21 100,28 7,29 102,50 7,01 94,72
R3 185 4,06 5,35 31,77 6,01 48,03 6,94 70,94 7,44 83,25 7,41 82,51
R4 192 3,55 5,23 47,32 6,05 70,42 6,3 77,46 6,53 83,94 6,82 92,11
R5 190 4,58 5,04 10,04 5,96 30,13 6,68 45,85 6,94 51,53 6,92 51,09

Moyenne %Aug 37,81 55,45 74,25 81,81 76,85
Esm 7,96 7,73 8,69 8,33 8,42
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Tableau LI: Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de la F-106 (300 ug/kg)

N° Rat Poids (g) | Eo (mm) | Eyp, (mm) | %AUG; | Exn (mm) | %AUG, | E3p (mm) | %AUG3 | Egn (mm) | %AUG, | Es, (mm) | %AUGs
R1 197 4,92 5,36 8,94 6,28 27,64 6,43 30,69 7,13 44,92 6,49 31,91
R2 195 4,53 4,87 7,51 5,33 17,66 5,62 24,06 5,8 28,04 5,91 30,46
R3 195 4,23 6,04 42,79 6,01 42,08 6,61 56,26 7,03 66,19 6,88 62,65
R4 203 5,04 7,25 43,85 7,34 45,63 7,6 50,79 7,42 47,22 7,27 44,25
R5 205 4,37 6,34 45,08 6,17 41,19 6,31 44,39 6,1 39,59 6,45 47,60

Moyenne %AUG 29,63 34,84 41,24 45,19 43,37
ESM 8,75 5,27 6,06 6,21 5,87
Tableau LIl : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de la F-106 (1 mg/kg)

N° Rat | Poids (g) | Eo (mm) | E;, (mm) | %AUG; | E;, (mm) | %AUG, | E3, (mm) | %AUG; | Egn (mm) | %AUG, | Esp (mm) | %AUGs
R1 167 4,15 5,65 36,14 5,71 37,59 5,91 42,41 5,78 39,28 5,93 42,89
R2 199 4,36 5,7 30,73 6,41 47,02 6,75 54,82 6,44 47,71 6,19 41,97
R3 193 4,47 5,33 19,24 5,22 16,78 5,52 23,49 5,22 16,78 5,76 28,86
R4 175 4,58 5,9 28,82 5,8 26,64 6,05 32,10 6,04 31,88 6,41 39,96
R5 185 4,4 5,28 20,00 5,83 32,50 6,25 42,05 5 13,64 5,58 26,82

Moyenne %AUG 26,99 32,10 38,97 29,86 36,10
ESM 3,24 5,09 5,29 6,50 3,42
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Tableau LIII : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de la F-106 (3 mg/kg)

N° Rat Poids (g) | Eo (mm) | Eyp (mm) | %AUG; | Exn (mm) | %AUG, | E3n (mm) | %AUG3 | Egn (mm) | %AUG, | Es, (mm) | %AUGs
R1 187 4,4 5,85 32,95 5,37 22,05 5,93 34,77 5,28 20,00 6,05 37,50
R2 199 4,82 5,56 15,35 5,89 22,20 5,86 21,58 5,36 11,20 6,37 32,16
R3 163 3,58 5,12 43,02 6,03 68,44 6,01 67,88 5,45 52,23 5,94 65,92
R4 195 4,74 5,34 12,66 6,51 37,34 6,25 31,86 5,62 18,57 6,48 36,71
R5 199 4,3 5,67 31,86 6,37 48,14 6,18 43,72 6,31 46,74 7,15 66,28

Moyenne %AUG 27,17 39,63 39,96 29,75 47,71
ESM 5,73 8,72 7,82 8,24 7,56

Tableau LIV : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de la F-106 (10 mg/kg)

N° Rat | Poids (g) | Eo (mm) | E;y (mm) | %AUG; | E;p (mm) | %AUG, | E3p (mm) | %AUG; | Egn (mm) | %AUG, | Esp (mm) | %AUGs
R1 173 4,16 5,61 34,86 5,58 34,13 6,22 49,52 5,78 38,94 6,27 50,72
R2 200 4,35 5,58 28,28 5,96 37,01 6,29 44,60 5,67 30,34 6,5 49,43
R3 187 4,46 5,15 15,47 4,93 10,54 4,74 6,28 5,28 18,39 7,74 73,54
R4 195 3,91 5,87 50,13 6,01 53,71 5,7 45,78 6,39 63,43 6,38 63,17
R5 193 4,57 5,56 21,66 5,32 16,41 5,92 29,54 6,19 35,45 7,04 54,05

Moyenne %AUG 30,08 30,36 35,14 37,31 58,18
ESM 5,97 7,72 7,98 7,40 4,53
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Tableau LV : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de la F-106-ST

(1 mg/kg)

N° Rat | Poids (g) | Eo (mm) | E;n (mm) | %AUG; | E;n (mm) | %AUG; | E3n (mm) | %AUG3 | Ezn (mm) | %AUG,; | Es, (mm) | %AUGs
R1 215 4,58 5,33 16,38 5,71 24,67 5,88 28,38 6,23 36,03 6,22 35,81
R2 230 4,61 5,45 18,22 5,89 27,77 5,96 29,28 5,99 29,93 6,67 44,69
R3 250 5,2 5,5 5,77 5,99 15,19 6,8 30,77 7,27 39,81 6,38 22,69
R4 220 4,28 5,68 32,71 6 40,19 6,59 53,97 6,77 58,18 6,42 50,00
R5 240 4,77 5,72 19,92 5,98 25,37 6,03 26,42 7,02 47,17 6,77 41,93

Moyenne %AUG 18,60 26,64 33,76 42,22 39,02
ESM 4,30 4,01 5,10 4,87 4,68
Tableau LVI : Variation de I'cedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de la F-106-ST
(3 mg/kg)

N° Rat | Poids (g) | Eo (mm) | E;y (mm) | %AUG; | E;p (mm) | %AUG; | Esp (mm) | %AUG; | Esn (mm) | %AUG, | Esp (mm) | %AUGs
R1 245 4,78 5,37 12,34 5,96 24,69 6,01 25,73 5,91 23,64 5,54 15,90
R2 210 4,47 5,38 20,36 5,49 22,82 5,2 16,33 5,5 23,04 5,59 25,06
R3 220 4,66 5,11 9,66 5,13 10,09 5,9 26,61 5,88 26,18 5,59 19,96
R4 220 4,28 5,34 24,77 5,13 19,86 6,06 41,59 5,61 31,07 5,39 25,93
R5 200 4 4,6 15,00 5,4 35,00 6,07 51,75 6,04 51,00 6,17 54,25

Moyenne %AUG 16,42 22,49 32,40 30,99 28,22
ESM 2,73 4,01 6,30 5,20 6,76
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Tableau LVII : Variation de I'oedéme aigu de la patte de rat a la carraghénine aprés administration per os de la F-106-ST

(10 mg/kg)

N° Rat | Poids (g) | Eo (mm) | E;y (mm) | %AUG; | E;p (mm) | %AUG, | E3p (mm) | %AUG; | Egn (mm) | %AUG, | Esp (mm) | %AUGs
R1 220 4,44 5,25 18,24 5,59 25,90 6,68 50,45 6,08 36,94 6,8 53,15
R2 180 3,97 4,85 22,17 5,62 41,56 5,87 47,86 5,8 46,10 5,48 38,04
R3 220 4,38 4,85 10,73 6,14 40,18 6,17 40,87 6,35 44,98 5,62 28,31
R4 190 4,37 4,95 13,27 5,58 27,69 5,27 20,59 5,7 30,43 5,55 27,00
R5 205 3,9 4,98 27,69 5,63 44,36 5,67 45,38 5,84 49,74 5,93 52,05

Moyenne %AUG 18,42 35,94 41,03 41,64 39,71
ESM 3,05 3,80 5,35 3,50 5,60
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Tableau LVIII : Effet de I'eau physiologique (10 mL/kg) sur la douleur induite par I'acide
acétique chez la souris

N° souris Nomb.re
contorsions
S1 69,00
S2 82,00
S3 89,00
sS4 73,00
Moyenne 78,25
ESM 4,50

Tableau LIX : Effet de I'AAS (1 mg/kg) sur la douleur induite par I'acide acétique chez la

souris
N° souris Nombre
contorsions

S1 47,00
S2 26,00
S3 35,00
S4 58,00
Moyenne 41,50
ESM 6,98

Tableau LX Effet de I'AAS (100 mg/kg) sur la douleur induite par I'acide acétique chez la

souris
N° souris Nomb.re
contorsions

S1 21,00

S2 34,00

S3 38,00

sS4 29,00
Moyenne 30,50
ESM 3,66
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chez la souris

N° souris Nombfe
contorsion

S1 31
S2 47
S3 55
S4 46
Moyenne 44,75
Esm 5,01

chez la souris

N° souris Nombr.‘e
contorsion

S1 57
S2 32
S3 70
sS4 68
Moyenne 56,75
Esm 8,73

Tableau LXIII : Effet de la F-106-ST 1 mg/kg, per os sur la douleur induite par I'acide

acétique chez la souris

N° souris N°’“'°'fe
contorsion

S1 31
S2 47
S3 55
sS4 46
Moyenne 44,75
Esm 5,01

Tableau LXI : Effet de la F-106 (1 mg/kg, per os)sur la douleur induite par I'acide acétique

Tableau LXII : Effet de la F-106 (3 mg/kg, per os) sur la douleur induite par I'acide acétique
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Tableau LXIV : Effet de la F-106-ST 3 mg/kg, per os sur la douleur induite par I'acide

acétique chez la souris

N° souris Nombl:e
contorsion

S1 57
S2 32
S3 70
S4 68
Moyenne 56,75
Esm 8,73

Tableau LXV : Effet inhibiteur des fractions F-101 et F-101-4 des feuilles de LPP-03-2017

sur la sPLA2

% INHIBITION DE LA sPLA,

300 pg/mL | 100 pg/mL | 30 pg/mL | 10 pg/mL | 3 pg/mL
F-101-4 16,39 10,89 5,50 4,79 1,82
F-101 17,43 4,72 1,55 2,39 6,95
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Communication Orale N°1 : 6° édition Doctoriales ED-SEV (8 - 9 Décembre 2015)

UNIVERSITE CHEKH ANTA DIOP

ECOLE DOCTORALE SCIENCES DE LA VIE, DE LA SANTE ET DE
L’'ENVIRONNEMENT (ED-SEV)

Activité anti-inflammatoire et analgésique de composés
de feuilles de LPP-03-2017

UER 104 Madiéye SENE FER 01

Sciences du Biologie, nutrition

médicament Directeur de thése : Professeur Guata Yoro SY et pathologie
Adresse : Laboratoire de pharmacologie et pharmacodynamie, BP humaines

5005 Dakar-Fann, Sénégal ; Email : guata.sy@gmail.com

Introduction

LPP-03-2017 est une plante de la famille des ANNONACEAE. Des enquétes ethnopharmacologiques ont
montré l'utilisation de plusieurs parties de cette plante en médecine traditionnelle. Au Sénégal, ses
feuilles sont utilisées en milieu traditionnel dans le traitement de I'inflammation et de la douleur. Des
travaux préliminaires avaient montré l'activité anti-inflammatoire de I'extrait total éthéré de feuilles de
cette plante. La présente étude avait pour objectif de mettre en évidence les bases pharmacologiques
de I'utilisation traditionnelle des feuilles de LPP-03-2017 dans le traitement de l'inflammation et de la
douleur.

Méthodes

La poudre de feuilles de LPP-03-2017 a été extraite par décoction avec de |'éther. L'extrait total éthéré
a été fractionné avec du méthanol. Les composés de la F-101 ont été séparés par chromatographie
d'exclusion diffusion sur gel de Sephadex.

Les différents extraits ont été testés sur des modeles animaux d'étude de l'inflammatoin et de la
douleur.

Résultats

L'administration de la F-101 de l'extrait total éthéré de feuilles de LPP-03-2017 (3 mg/kg, per os)
prévient de facon significative I'oedéme inflammatoire induit par la carraghénine. En effet, la variation
de I'cedeme inflammatoire est de 4,97+1,51 % ; 20,11+3,52 % et 24,76+6,96 % aux temps Ty, T3, et Tsp.
La fraction fille F-101-4 de la F-101 prévient |'apparition de I'cedéme inflammatoire a la carraghénine
de facon dépendante a la dose. A 300 ug/kg per os de la F-101-4, la variation de I'cedéme
inflammatoire observée au bout de 5 h est de 52,77+7,36 %, elle est de 33,81+6,94 % a la dose de 1
mg/kg, 5 h aprés induction de I'cedéme.

La variation de l'cedeme inflammatoire a la carraghénine aprés administration per os de la
Bétaméthasone a la dose de 1 mg/kg est de 23,46+3,99 % au bout de 5 h. La prévention de |'cedéme
inflammatoire par la Bétaméthasone n'est pas significativement différente de celle observée avec la F-
101-4 administrée dans les mémes conditions.

A la dose de 300 pg/kg per os, la F-101-4 prévient de fagon significative la douleur induite par I'acide
acétique chez la souris. Le nombre de contorsions observé chez la souris apres administration de la F-
101-4 est de 21 versus 72 dans le groupe controle.

Conclusions

Les composés de la F-101-4 de la F-101 possédent une puissante activité anti-inflammatoire et
analgésique comparable a celle des glucocorticoides.

Retombées scientifiques

Cette étude participera a mettre en évidence les bases scientifiques de ['utilisation traditionnelle des
feuilles de LPP-03-2017.

Impacts socio-économiques

L'isolement d’'une molécule de pouvoir anti-inflammatoire identique a celle des glucocorticoides
permettrait la synthése d’analogues candidats au développement de médicaments.

Mots-clefs : LPP-03-2017, Feuilles, Inflammation, Douleur

273



Communication orale N°2 :

Deuxiémes journées scientifiques du CAMES
23 - 25 novembre 2015, UCAD, DAKAR, SENEGAL

Madiéye SENE', Awa NDONG?, Alassane WELE?, Emmanuel BASSENE?, Guata Yoro SY*
!Laboratoire de Pharmacologie et Pharmacodynamie, FMPO, UCAD, BP 5005 Dakar-Fann
%L aboratoire de Chimie Organique et Thérapeutique, FMPO, UCAD, BP 5005 Dakar-Fann

3Laboratoire de Pharmacognosie, FMIPO, UCAD, BP 5005 Dakar-Fann

ACTIVITE ANTI-INFLAMMATOIRE DE FRACTIONS ISSUES DE L'EXTRAIT TOTAL ETHERE DE FEUILLES
LPP-03-2017 (ANNONACEAE).

Programme thématique : Pharmacopée et Médecine Traditionnelles Africaines (PMTA)
Réseau de recherche : Développement de phytomédicaments contre la douleur et l'inflammation

Objectif

LPP-03-2017 (ANNONACEAE) est une plante de la pharmacopée traditionnelle africaine. Au Sénégal,
ses feuilles sont utilisées en milieu traditionnel dans le traitement de la douleur et de l'inflammation.
Des travaux préliminaires avaient montré l'activité anti-inflammatoire de I'extrait total éthéré de
feuilles de cette plante. La présente étude avait pour objectif de mettre en évidence les bases
pharmacologiques de l'utilisation traditionnelle des feuilles de LPP-03-2017 dans le processus
inflammatoire

Méthodes

La poudre de feuilles de LPP-03-2017 a été extraite par décoction avec de l'ether. L'extrait total
ethéré a été fractionné avec du méthanol. Les composés de la F-101 ont été séparés par
chromatographie d'exclusion diffusion sur gel de Sephadex.

Les différents extraits ont été testés sur le modele de I'cedéme inflammatoire a la carraghénine.
Résultats

L'administration de la carraghénine a 1 % dans le coussinet plantaire chez le rat induit un cedéme
inflammatoire. La variation de |',cedéme inflammatoire est de 49,23+4,97 % ; 85,6+15,69 % et
107,6120,01 % respectivement a Ty, T3y, et Tsy,.

L'administration de la F-101 de I'extrait total éthéré de feuilles de LPP-03-2017 (10 mg/kg, per os)
prévient de fagon significative l'induction de I'cedéme inflammatoire par la carraghénine. En effet, la
variation de I'cedéme inflammatoire est de 13,614,76 % ; 37,46+9,79 % et 52,72+15,91 % aux temps
Tih, Tap €t Tsp. La F-101-4 de la F-101 prévient I'apparition de I'cedeme inflammatoire a la carraghénine
de facon dépendante a la dose. A 300 pg/kg per os de la F-101-4, la variation de I'cedéme
inflammatoire observée au bout de 5 h est de 52,77+7,36 %. A 1 mg/kg, la variation de 'cedéme
inflammatoire a la carraghénine par la F-101-4 est de 33,8146,94 %, 5 h aprés induction de I'cedeme.
La prévention de I'cedéme inflammatoire a la carraghénine par la F-101-4 (1 mg/kg, per os) de la F-
101 est identique a celle observée avec I'Acide Acétyl Salicylique administré a la dose de 100 mg/kg.
La variation de l'cedéme inflammatoire a la carraghénine apres administration per os de la
Bétaméthasone a la dose de 1 mg/kg est de 23,46+3,99 % au bout de 5 h. Elle n'est pas
significativement différente de celle observée avec la F-101-4 (1 mg/kg, per os) administrée dans les
mémes conditions.

Conclusion

Les composés de la F-101-4 de la F-101 possedent une puissante activité anti-inflammatoire
comparable a celle des glucocorticoides.

Mots clés : Inflammation, Carraghénine, de LPP-03-2017, Acide Acétyl Salicylique, Bétaméthasone
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THESE DE DOCTORAT, Spécialité : PHARMACOLOGIE

Nom et prénoms du Candidat : SENE Madieye

Titre de la these :
ETUDE DU MECANISME D'ACTION ANTI-INFLAMMATOIRE ET ANALGESIQUE DE COMPOSES PHYTOCHIMIQUES
D'EXTRAITS DE FEUILLES DE LPP-03-2017 (ANNONACEAE).

Date et lieu de soutenance : Le 27 juillet 2017 a la Faculté de Médecine de Pharmacie et d'Odontologie.

Résumé

LPP-03-2017 (ANNONACEAE) est une plante de la pharmacopée traditionnelle africaine. Au Sénégal, ses feuilles sont utilisées en milieu
traditionnel dans le traitement de la douleur et de l'inflammation. Des travaux préliminaires avaient montré |'activité anti-
inflammatoire de I'extrait total a I'éther de feuilles de cette plante. La présente étude avait pour objectif de mettre en évidence les
bases pharmacologiques de ['utilisation traditionnelle des feuilles de LPP-03-2017 dans le traitement de la douleur et de
I'inflammation.

La poudre de feuilles de LPP-03-2017 a été extraite par décoction avec de I'éther. L'extrait total a I'éther a été fractionné avec du
méthanol. Les composés de la F-101 ont été séparés par chromatographie d'exclusion diffusion sur gel de Sephadex. Les différentes
fractions ont été testées sur des modeéles in vivo, d'cedéme inflammatoire a la carraghénine chez le rat et de douleur a I'acide acétique
chez la souris, et in vitro d'inhibition de la phospholipase A,.

L'administration de la F-101 de E-101 de feuilles de LPP-03-2017 (3 mg/kg, per os) prévient de facon significative |'cedéme
inflammatoire induit par la carraghénine. En effet, la variation de I'cedéme inflammatoire est de 24,76+6,23 % a Ts;,. La F-101-4 de la F-
101 prévient I'apparition de I'cedéme inflammatoire a la carraghénine de fagon dépendante a la dose. A 300 pg/kg per os de la F-101-
4, la variation de I'cedéme inflammatoire observée au bout de 5 h est de 52,78+7,36 %, elle est de 33,82+6,95 % a la dose de 1 mg/kg,
5 h aprés induction de I'cedéme. La variation de I'cedeme inflammatoire a la carraghénine aprés administration per os de la
Bétaméthasone a la dose de 1 mg/kg est de 23,47+3,99 % au bout de 5 h. La prévention de I'cedéme inflammatoire par la
Bétaméthasone n'est pas significativement différente de celle observée avec la F-101-4 administrée dans les mémes conditions. A la
dose de 300 ug/kg per os, la F-101-4 prévient de facon significative la douleur induite par I'acide acétique chez la souris. Le nombre de
contorsions observé chez la souris aprés administration de la F-101-4 est de 21,00+2,07 versus 72,6016,64 dans le groupe contréle. La
F-101 et la F-101-4 de feuilles de LPP-03-2017, inhibent la sPLA, de facon dépendante a la concentration. En effet, a 300 pug/mL des
fractions méthanolique et F-101-4, les pourcentages d'inhibition de la sPLA, sont respectivement 17,43 et 16,39.

La F-101 et la F-101-4 induisent une action analgésique et anti-inflammatoire identique a celle des glucocorticoides. L'action anti-
inflammatoire de ces fractions mettrait en jeu l'inhibition de la sPLA,.

Mots clés : Inflammation, Douleur, LPP-03-2017, feuilles, sPLA,.

PhD, Speciality : PHARMACOLOGY

Name and first name : SENE Madieye
Thesis title :

ANTI-INFLAMMATORY AND ANALGESIC ACTION MECHANISM STUDY OF PHYTOCHEMICAL COMPOUNDS OF LPP-03-

2017 (ANNONACEAE) LEAF EXTRACTS.
Defense date : July 27, 2017 at the Faculté de Médecine de Pharmacie et d'Odontologie.
Abstract
LPP-03-2017 (ANNONACEAE) is a plant of african traditional pharmacopeia. In Senegal, its leaves are used in traditional medicine in
the treatment of pain and inflammation. The present study aimed to investigate the pharmacological basis of traditional uses of de
LPP-03-2017 leaves in the treatment of pain and inflammation.
The powder of de LPP-03-2017leaves was extracted by decoction with petroleum ether. The total ethereal extract was fractionnated
with methanol. The compounds of F-101 were separated by Sephadex gel chromatoghaphy. The different fractions were tested with in
vivo models of inflammatory edema induced with carrageenan and pain induced with acetic acid in mice. The inhibitory effect on
sPLA, of methanolic and F-101-4 fractions was investigated in vitro.
The per os administration of MF (3 mg/kg) significantly prevented inflammatory edema induced with carrageenan. The variation of
inflammatory edema is 24.762£6.23 % at T5h. The F-101-4 also prevented edema in dose-dependent manner. The edema variation
after F-101-4 administered per os at 300 pg/kg is 52.78+7.36 % vs 103.4618.95 % in control group at T5h. The variation of edema
inflammatory is 33.82+6.95 % at T5h after F-101-4 (1 mg/kg) administered per os. Betamethasone (1 mg/kg, per os) prevented
inflammatory edema induced with carrageenan. The variation of edema is 23.47+3.99 % at T5h. Betamethasone induced edema
prevention is not significantly different to F-101-4 administered in the same conditions. At the dose of 300 pg/kg per os, the F-101-4
significantly prevented contortions induced with acetic acid in mice. The number of contortions is 21.00+2.07 vs 72.60+6.64 in control
group. The methanolic and F-101-4 inhibited sPLA, in concentration dependent manner at 300 ug/mL of methanolic and F-101-4, the
percentages of inhibition of sPLA, are respectively 17.43 and 16.39.
F-101 and F-101-4 induced analgesic and anti-inflammatory activities similar to glucocorticoids. The anti-inflammatory action of LPP-
03-2017 leaf fractions was probably at least linked to sPLA, inhibition.
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