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INTRODUCTION



Introduction

De l'antiquité a nos jours, ’'homme s’est toujoudsnné les moyens deé combattre
linflammation. Ces moyens lui sont souvent fourpa& son environnement_naturehet sont
essentiellement & base de plantes. Dés le débuk\du*™ siécle, le probléme de
linflammation intéressait les scientifiques (PQCIARD A., 1965). Deombreux travaux
ont été consacrés a I'étio-pathologie de la réeadiilammatoire (PERRIN L. et LAURENT
P., 1987).

L'inflammation est un mécanisme de défense utils I'organisme en réponse a
différentes agressions qui peuvent étre physiquasnjatisme, freid,...), trophiques (défaut
de vascularisation des tissus ayant pour conséquiéschémiespuis la nécrose des tissus
aboutissant a I'inflammation), des stimuli chimigyacides), biologiques (bactéries, virus) ou
immunitaires (infections, allergies). Ce mécanisteedéfensesa pour but d’éliminer I'agent
pathogéne et de maintenir I'intégrité des tissuesEES(RUSSO-MARIE F. et coll., 1998).
La réaction mise en ceuvre par l'organisme pour rparex effets des agressions est
généralement adaptée pour restaurer de manieréusaefficace et la plus compléte les
troubles consécutifs a l'agression. Elle se déraléles les tissus conjonctifs vascularisés
aboutissant a la migration des leucogyies versiée isflammatoire (FERGUSSON L.R.,
2010). C’est un processus habituellement benéfitylas, elle peut étre néfaste du fait de
I'agressivité de I'agent pathogéeneg, de sa persistaiiu siege de I'inflammation, par anomalie
de régulation du processus inflammateire, ou pamelie quantitative ou qualitative des
cellules intervenant dans l'inflammation (RUSLAN ,N2008). La réponse inflammatoire est
caractérisée par ses signeS cardinaux classiquesvar une rougeur, une tuméfaction
accompagnée de chaleur et de douleur.

Le processus inflammatoire quelle que soit sonmeig'effectue en différentes phases qui
sont :

- lagphase d'initiation (phase vasculaire) qui est wéaction locale aigué
caractérisée par une vasodilatation et une hypmgmdsilité vasculaire ;

«la phase d’amplification (phase cellulaire) oudeflules leucocytaires sont
recrutées au site de l'inflammation puis activéeséeretent des cytokines

pro-inflammatoires ;

- la phase de réparation (systéme contrélé€) qui Béres tissus nécrosés et

'exsudat et aboutissant a la cicatrisation desuisdont la résolution peut



étre totale dans le cas de l'inflammation aigue partielle évoluant en inflammation
chronique.

La réaction inflammatoire peut ainsi se manifedeemaniére aigué ou chronique.

La réaction inflammatoire est dite aigué ou norcegie lorsque la réponse de I'organisme a
une agression est immédiate, locale et de courteedtlle permet d’éliminer I'agent étranger
grace a de nombreux médiateurs cellulaires (RYAB. @ MAJNO G., 1977 ; RUSSO-
MARIE F. et coll., 1998 ; FERGUSSON L.R., 2010).ufefois, si la réaction inflammatoire
n’'est pas contrblée, elle peut évoluer en s’aggrapandant plusieurs mois ou des années.
Elle peut méme se prolonger tout au long de ladei€individu (FAUVE R.M et HEVIN M.,
1998). L'inflammation chronique se développe dassdonditions ou persiste une agression
ou dans les tissus soumis a des réactions auto+iesnwu l'antigene ne peut étre éliminé
(RANKIN J.A., 2004). A la différence de ce qui saspe dans l'inflammation aigué, les
phases vasculaires et cellulaires ne se succedentnpais coexistent tout au long de
I'évolution de I'inflammation. Des phénoménes destdgction tissulaire et des tentatives de
réparation sont également présents (WEILL B.et,c2003).

Les anti-inflammatoires sont des médicaments quuveet réduire la douleur,
linflammation et, dans certains cas, la fievrest-a@-dire pouvant agir au niveau des signes de
linflammation. Dans le cas d'une inflammation chigue, une thérapeutique anti-
inflammatoire sera nécessaire. Actuellement, istexdeux catégories de médicaments anti-
inflammatoires : les anti-inflammatoires non stémis (AINS) et les dérivés
glucocorticoides (corticoides). Ces anti-inflamnra® agissent essentiellement sur la
synthése des dérivés de I'acide arachidonique ldsrgrostaglandines et les leucotrienes qui
sont des médiateurs de linflammation. Les AINSgbient les cyclooxygénases (COXs),
n’'agissent pas sur la voie des lipooxygénasesgehantent la synthese des leucotriénes.

Par contre, les corticoides bloquent la phosphsdip&2 (PLA2) et inhibent les deux voies
métaboliques de I'acide arachidonique (VALAT J.O99 ; FIALIP J., 2002). Toutefois,
I'utilisation des molécules anti-inflammatoires sestiellement d’origine synthétique, n’est
pas sans effet nocif pour I'organisme ; notammees, troubles au niveau du tractus gastro-
intestinal, des toxicités au niveau du rein etadpdau apres I'usage prolongé des AINS

(Ng, S.C. 1992) ou des troubles hormonaux et métples, fragilisation des os,
amincissement de la peau et difficulté de la disation suite a 'utilisation de longue durée
des glucocorticoides (AULAKH R., 2008 ; LONGUI C,A007). Des lors, la recherche de

molécules actives mais a faibles effets secondsaia@gre nécessaire.



D’aprés les données du Ministere de la Santé Rublign 2014, les maladies
inflammatoires constituent 40,1 % des maladies esurgs a Madagascar dont 55,2 %
atteignent les enfants de moins d’'un an d’age (téme de la Santé Publique, 2014).

A Madagascar, la phytothérapie tient un role imgmaridans la médecine traditionnelle.
Mais les regles de son utilisation manquent padeisigueur et ne tiennent pas compte des
nouvelles exigences de la thérapeutique moderns. deenieres années, beaucoup de
recherches se sont orientées vers la valorisateotadnédecine traditionnelle en vue de
vérifier I'efficacité des plantes utilisées et @Blir des regles scientifiques pour l'usage de ces
plantes.

La médecine traditionnelle Malagasy connait plusiquantes a vertu anti-inflammatoire
dont la préparation et le mode d’utilisation vatidiun simple dép6t de la feuille fraiche de la
plante sur la zone enflammeéd/it{svinifera ou voaloboka, Nicandraphy saloides ou
voanatsindrana) , par cataplasme avec la feuillelad@lante écraséeBidenspilosa ou
tsipolotra ;Segebeckia orientalis ou satrikoazamaratra) , par fumigation avec ledicde la
plante Ricinus communus ou tanatanamanga<alanchoe prolifera ou sodifafana Eulesina
indica ou tsipipihana,Ageratum conyzoides ou hanitrinipatsaka) , par gargarisme avec le
décocté de la plant@iema orientalis ou andrarezinaPsidium guyava ou goavy) ,par prise
d’une tisane préparée également par décocRbynfatodes scolopendria ou tsiapangapanga)
(Banque des données numériques de 'IMRA).

La plante codée ZPH appartenant a la famille de&AMMNACEES est empiriquement
utilisée sous forme de décoction pour le traitem@mtcertaines maladies inflammatoires
comme l'asthme, la toux, l'ulcére et la fievre tyjide. Pour le présent travail, I'objectif
principal est de prouver sur des modeles pharmgiplesin vivo cette vertu médicinale anti-

inflammatoire de ZPH.

Notre hypothése de travail est que I'extrait de ZARidrrait diminuer au moins 'un des
symptéomes classiques de linflammation a savoirdémee, la douleur et I'hyperthermie.
Ainsi, I'extrait brut de cette plante a été testé¢ Boedéeme inflammatoire provoqué par
injection de carragénine, sur deux modeles de dowepérimentale provoquée soit par
injection d’acide acétique 1%, soit par une temipeade 55°C sur plaque chauffante et sur
un modele d’hyperthermie provoquée par injectiamd’solution de levure de biére.



La présente étude présente quatre parties :

une premiere partie comprenant I'introduction,

- une deuxiéme partie détaillant les matériels ehou#s,

une troisieme partie consacrée a la présentatiomédeltats et

une quatrieme partie réservée a la discussiotaet@nclusion.



MATERIELS
ET
METHODES



Matériels et méthodes

A. ETUDE PHYTOCHIMIQUE
1. Matériel végétal
La plante codée ZPH est un arbuste épineux répadaati les régions méditerranéennes et
tropicales. Pour la présente étude, ZPH a ététéscdhns la céte ouest de Madagascar. C'est
la partie aérienne de la plante constituée pgrdéses tiges feuillées qui a fait I'objet de cette

étude.

2. Préparation de I'extrait brut

Les petites tiges feuillées ont été séchées ai ltbia lumiére solaire et de 'humidité
dans une salle aérée. Elles ont été ensuite bragregmudre fine ou broyat a I'aide d’un
broyeur de laboratoire.

Trois cent trente grammes du broyat ont été mad&gslLd’ éthanol a 90° pendant une
période de 24 h dans un erlenmeyer recouvert dapiep aluminium pour éviter
I'évaporation du solvant. Cette opération a été&tep deux fois pour avoir un maximum de
rendement d’extraction. L'éthanol a été choisi cansolvant pour sa grande polarité
permettant I'extraction de toutes les moléculesgmées dans la plante. Les deux macérats
ainsi obtenus ont été réunis puis filtrés sur upigraJoseph a l'aide d’'un Buchner et une
pompe a membrane pour obtenir un filtrat débarragséébris du broyat. Il a été ensuite
passé sur une couche de charbon actif pour déegtglier le broyat. Le filtrat ainsi obtenu a
été concentré par évaporation sous pression rédluiselvant a I'aide d’un évaporateur rotatif
(BuchiR114) et d’'une pompe. L'évaporation a étdiséa a 40°C. Toutes les opérations de la
préparation de I'extrait brut déchlorophyllé soéasumées sur la figure 1 et les dispositifs
utilisés sont montrés en photo sur la figure 2.

L'extrait brut déchlorophyllé ainsi obtenu a étéilis# pour tous les tests
pharmacologiques et toxicologiques.



Petites tiges feuillées de ZPH

-Séchage
-Broyage

Broyat

l Macération dans EtOH 90° (24 h) x 2 fois

Macérat

‘ Filtration

Filtrat Résidus

l Déchlorophyllation sur charbon actif

Filtrat déchlorophyllé

l Evaporation sous-vide a 40 °C

Extrait brut déchlorophyllé de
ZPH (EBD)

Figure 1 : Diagramme récapitulatif de la préparatie I'extrait brut déchlorophyllé de ZPH

Figure 2 : Photographies montrant les processusndeération (A), de filtration (B) et

d’évaporation (C) (Clichés de 'auteur)



3. Criblage phytochimique

Un criblage phytochimique a été effectué dans ledaudéterminer les grandes
familles chimiques présentes dans I'extrait bius:dgit d'une analyse qualitative et semi-
quantitative basée sur des réactions de coloraifmu de précipitation entre le réactif

spécifique utilisé et la famille chimique détecféableau I).

Pour I'estimation de la proportion relative dedé@téntes familles chimiques, les
signes suivants ont été utilisés :

- : absence

+ : présence en faible concentration

++ : Présence en moyenne concentration

+++ : Présence en forte concentration



Tableau I: Les tests et réactifs utilisés pour détecterfaesilles chimiques présentes dans
ZPH (FONG et coll., 1977)

FAMILLES
CHIMIQUES TESTS REACTIFS OBSERVATION CONCLUSION
Alcaloides Macération - Wagner Apparition de
dans HCI - Mayer précipité Alcaloides
- Dragendorff
Flavonoides Wilstater HCI concentré + Coloration rouge | Flavones
tournures de Mg Coloration rouge & Flavonols
pourpre
Coloration rouge | Flavanones et
violacée Flavanols
Bath Smith HCI A froid | Coloration rouge | Leucoanthocyanes
Leucoanthocyane concentré violacée
A chaud| Coloration rouge | Anthocyanes
Tanins et Gélatine a 1% Précipité Polyphénols
Polyphénols Gélatine salée Précipité Tanins
FeCk 10% dans du | Coloration bleu Tanins condenseés
méthanol verdatre
Coloration noire | Tanins
bleuatre hydrolysables
Quinones Borntrager NH,OH 1N Coloration rouge | Quinone
modifieée violacée ou rose | Anthraquinone
Stéroides et Liebermann Anhydre acétiqgue | Coloration rouge | Triterpénoides
Terpenoides Burchard + H,SO, concentré | pourpre
Coloration violette Stéroides
ou bleue verte
Salkowski H,SO, concentré Anneau de Stérols insaturés

séparation rouge

Badjet-Kedde | Acide picrique Coloration rouge | Stéroides
lactoniques
Keller-Killiani | FeCk 10% + acide | Anneau de Désoxy-2-sucre

aceétique glacial

séparation pourpre




Saponines Test de mouss Mousse persistanteSaponines

Polysaccharides Filtrat de décoction | Précipité Polysaccharides
+ 3V d’EtOH

Coumarines Papier filtre imbibé Fluorescence Coumarines

de KOH 20% pos¢
sur la bouche d'un
fiole contenant
I'extrait et chauffé
pendant 10 mn pui

observé sous UV

5 bleue

112

[72)




B. ETUDE PHARMACOLOGIQUE
1. Animaux d’expérimentation
Les expériences ont été réalisées sur :

- des souris de race OF1, méles ou femelles, agéd? @de 15 semaines,
pesant en moyenne 255 g pour les tests anti-inflaimire, analgésique et
toxicologique.

- des rats de race Wistar, femelles, agées de 15sarfiiines, pesant 150 a
200 g pour le test antipyrétique.

Ces animaux ont été élevés dans I'animalerie 8&RA. Ils ont été nourris avec de
la provende LFL et ont eu acceés libre a I'eau.ol$ été mis a jeun pendant 12 havant

chaque expérience.

2. Produits utilisés
La carragénine, l'acide acétylsalicyligue (AAS) ligés lors des tests anti-

inflammatoires sont de marque SIGMA.

La poudre de paracétamol pur est de marque MERCK.

L’acide acétique est un produit de PROLABO.

La levure de biére « BIERGIST® » de Arkopharma & étilisée pour provoquer
I'hyperthermie. Elle a été achetée dans une offiginvée sise a Antananarivo.

L’AAS et le paracétamol ont été mis en suspensians de I'eau distillée et I'extrait brut
déchlorophyllé de ZPH a été dissout dans de I'estillée.

3. Tests pharmacologiques
Afin de vérifier les hypotheses avancées dansdmgre partie, des tests biologiques

ont été réalisés en provoquant expérimentalemeaitysiopathologie étudiée.

3.1- Etude de l'activité anti-inflammatoire de EBD
Trois lots de 5 souris ont été utilisés pour I'éude I'effet de EBD sur I'eedeme
inflammatoire provoqué par injection de carragénine
- Un lot témoin a recu le véhicule utilisé pour I'adimtration du produit
c’est-a-dire I'eau distillée,
- Les souris du second lot ont été traitées avec EBDdose de 200 mg/Kg
- Les souris du dernier lot ont été traitées avawradeluit de référence qui est

I'aspirine a la dose de 200 mg/Kg.
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Les produits ainsi que le véhicule ont été admmésstpar gavage a l'aide d'une
seringue a gavage pour souris (G25) dans un votlavi® ml/kg de poids corporel.

Une heure aprés I'administration du produit tekitdflammation a été provoquée par
injection de 0,1 ml de carragénine 1% préparéetemnent dans la solution physiologique
(NaCl 0,9%) au niveau de la volte plantaire dedteppostérieure droite (WINTER C.A.,
1962 ; SINGH S. et coll., 1989 ; FLEURENTIN J. etlg 1997).

Le volume de la patte droite enflammée et celuiadpatte gauche non enflammée de
chaque souris ont été mesurés avec un pléthysmoad@marque UGOBASILE 7140
(Figure 3). Les mesures ont été faites 1 h avamettion de carragénine puis a 30, 60, 120 et

180 mn aprés son injection.

A B C

Figure 3: Photographies montrant la provocation I'dedeme inflammatoire (A), le
pléthysmometre (B) et la mesure du volume de ltepadstérieure de la souris (C)

(Clichés de I'auteur)

L’activité anti-inflammatoire du produit testé einsévolution ont été estimées par la
détermination des pourcentages moyens d’inhibitiecedeme, calculés suivant la formule
ci-apres (GARDENER D.L., 1960).Une diminution duwoe de I'cedeme a été considérée

comme un effet anti-inflammatoire de I'extrait.

Pourcentage d'inhibitios?c—rQtemoin-wt—vo)traite, -
(vt—vo)témoin

» Vyreprésente le volume de la patte avant inject®ladarragénine

» Vtreprésente le volume de la patte a un tempselcqonque
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3.2- Etude de l'effet de EBD sur deux modéles de doueeyrérimentale
chez la souris
3.2-1. Douleur provoquée par injection d’acide gt
La méthode décrite par Koster (KOSTER R., 1958)autilisée pour provoquer la
douleur aigué. Trois lots de 5 souris ont etéségipour étudier I'effet de EBD sur ce modele
de douleur :
- les souris du lot témoin n’ont regu que du véhiguleest I'eau distillée,
- les souris du 2ot ont été traitées avec 200 mg/Kg de EBD de ZPH,

- les souris du 3ot ont été traitées avec 200 mg/Kg d’aspirine.

Les administrations ont été effectuées par gadage un volume de 10 ml/Kg de poids
corporel.

Trente minutes aprées administration du produit, soietion d’acide acétique a 1% a été
injectée par voie intra-péritonéale chez les souescomptage du nombre de contractions ou
crampes abdominales a commencé juste apres limjedtacide acétique et a été effectué
pendant 30 mn. L’activité antalgiqgue de EBD de ZRHelle du produit de référence ont été
exprimées en pourcentage d’inhibition de la comiwacabdominale chez le lot traité par

rapport au lot témoin selon la formule suivante :

Pourcentage d’inhibition £00- (1x é)

Tels que X : moyenne du nombre de contractionsrabdes des animaux traités
Y : moyenne du nombre de contractions abdominasesadimaux témoins
Une diminution significative du nombre des cramgass le lot traité par rapport a

celui du lot témoin indique un effet antalgique.

3.2-2. Douleur provoquée pachaleur
La méthode de la plague chauffante décrite initi@let par WOOLFE G. et Mac
DONALD A.D. (1994) a éteé utilisée pour étudier fetf analgésique de EBD chez la souris.
Elle consiste a appliquer un stimulus thermiqueleenliéposant sur une plague métallique
chauffée (hot plate) a la température égale a 568@emps nécessaire a I'animal pour réagir
au stimulus thermique constitue le seuil de toléean

Pour notre étude, 3 lots de 5 souris ont été ésilis
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- un lot témoin qui a recu de I'eau distillée,
- un lot traité avec EBD a la dose de 200 mg/Kg,
- les souris du dernier lot ont été traitées avecri@Kg de paracétamol.
Les chronométrages des temps seuils ont commeias@riie traitement, puis 30, 60,
90 et 120 mn apres I'administration orale du prothsté.
Une augmentation significative de ces temps detickachez les animaux traités par

rapport a celui des animaux témoins indique urt effi@lgésique du produit.

3.3- Etude de l'effet de EBD sur I'hyperthermie provoguhez le rat

L’hyperthermie expérimentale a été provoquée cbemt par injection de levure de
biere (LOUX J.J. et coll., 1972 ; HAJARE S.W. ell¢c2000).

Plusieurs rats ont été présélectionnés. lls ont pag injection sous cutanée au niveau
de la zone dorsolombaire une solution de levurdidee de 20% préparée dans du sérum
physiologique NaCl 0,9%, dans un volume de 1 ml/d@@ poids corporel.

Seuls les animaux présentant une élévation de tawopé de 1°C 17 h aprés
I'injection de levure de biere ont été utilisés plausuite du test.

lls ont été répartis en 3 lots contenant chacuatst r

- Les rats du lot témoin ont été traités uniquemeatale I'eau distillée.

- Les animaux du®ot ont été traités avec 200 mg/Kg de EBD.

- Les animaux duot ont été traités avec du paracétamol a la dese
100 mg/kg qui est le produit de référence utilisé.

Dix-sept h aprés l'injection de levure de biéres Foduits ont été administrés par
gavage dans un volume de 10 ml/Kg. La températ@e anesurée au niveau rectal a l'aide
d’'un thermometre électronique (Figure 5) avantjd@tion de levure de biere, et toutes les
heures pendant 5 h aprés I'administration du ptothsté. Ce procédé d’évaluation a été
rapporté par IKRAM M. et coll. (1987), AHMED M.Mt eoll. (1993) et SINGH S. (1997).

Une activité antipyrétique d’'un produit est indigupar une baisse significative de

I'hyperthermie provoquée chez le lot traité.
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4. Etude de la toxicité aigué

Ce test a été effectué dans le but de détermintube de mortalité en fonction de la
dose et de détecter les éventuels effets toxigaésxtrait brut de ZPH chez la souris.

Cinq lots de 5 souris ont été utilisés. L°€ldt a servi de lot témoin tandis que les souris
des 4 autres lots ont été traitées avec I'extrait e ZPH dans une dose respectivement de
500, 1000, 2000 et 4000 mg/Kg de poids corporekédd’administration par gavage du
produit dans un volume de 10 ml/Kg, les animauxé&igtreplacés dans leur cage respective
avec un acces libre a la nourriture et a I'eau. t@mportements des animaux traités par
rapport aux animaux témoins et la mortalité évdlgwmt été notés.

L'observation a été faite en permanence pendant3lggemieres heures qui ont suivi
administration, puis a la £, 24 h, 48h et 72 h.

5. Analyse statistique des résultats
Les résultats de cette étude sont présentés sous fte moyenne + e.s.m des valeurs
obtenues avec n tests (ou n animaux).
La comparaison statistique a été réalisée en ariilise test paramétrique «t» de

Student avec un seuil de signification p < 0,05.
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Résultats

A. RESULTATS PHYTOCHIMIQUES

1. Rendement de I'extraction

Apres deux maceérations successives dans I'éthanol effectuées avec 330 g de

poudre de plante et la déchlorophyllation, 7,78 g d’extrait brut sont obtenus. La méthode

d’extraction utilisée donne un rendement de 2,35%.

2. Résultats du criblage phytochimique

Les résultats du criblage phytochimique de I'extrait de ZPH sont présentés dans le

Tableau II. La plante ZPH est riche en tanins, notamment en tanins hydrolysables, en

stérols et en saponines.

Tableau II: Les différentes familles chimiques présentes dans I'extrait brut de ZPH

Familles chimiques Abondance relative dans I'extrait de ZR
Tanins +++
Stérols +++
Saponines +++
Polyphénols _
Terpéenes _
Quinones —
Polysaccharides _
Alcaloides _
Flavonoides _
Leucoanthocyanes _
Stéroides _

Repport- gratuiicon §s
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B. RESULTATS PHARMACOLOGIQUE
1. Effet de I'extrait bru de ZPH sur Bedéme inflammatoire provoqué par injeci
de carragéninehez la sour
L’injection de carragénine au niveau de la te plantairechez les sour provoque
une augmentatiodu volume de pattes. Aussi bien chez le lot téma@jue chez lelots traités,
une diminution de I'cedemeflammatoireest observée. Ellest fonction du temps (Figur).
Une h aprés #dministration, EDB provoque une diminutidu volume de la patt
enflammée de 44,4+6,30 contre22,7+5,2%chez le lot témoi(p<0,05. Pour I'ASS, la
diminution de I'cedemest de 68,5+2,3 (p<0,C.
A la 120 min et a la 18° min, les baissede I'oedéme inflammatoire provoqis par
EBD par rapport a celles observées chez le lot témmsont pas statistiquement différer

100 - «

w ~
o (9]
1 1

Inhibition de I'cedeme (%)

30mn 60mn 120mn 180mn
Temps de mesure (mn)

Figure 4 : Effet antinflammatoire de EBD de ZPH a 200 mg/km) et de I'aspirin

200 mg/Kgm) comparé au témoinm) sur 'cedeme induit par injection

carragénine chez la souris (n (NS : non significative, * p<0,05

16



2. Effet de l'extrait brut de ZPH sur la douleur prouée par injection d’acide
acétigue chez la souris
L’administration par voie intra-péritonéale de l@d& acétique dilué dans de l'eau
distillée a 1% provoque une douleur manifestée g@g mouvements de contraction de
'abdomen ou crampes abdominales, d’étirement etat@orsion périodique du tronc et

d’extension des pattes postérieures chez la souris.

Figure 5: Photographie montrant les manifestatid@da douleur provoquée par injection

d’acide acétique 1% chez la souris (Cliché de &arjt

L’effet analgésique de EBD et celui de l'acétylsdigue sont présentés sur la
figure 6. Le nombre des crampes abdominales per@lamin est égal a 34+5 pour le lot
témoin. Tandis que celui du lot traité avec 200 Kggt’EBD est de 3,5+0,6, soit une
inhibition de la douleur égale a 89,7 % (p<0,0®uPe lot traité avec I'acétylsalicylique a la
dose de 200 mg/Kg, le nombre des crampes abdorsiasiale 4,7+1,8, soit une inhibition de
86,2 % (p<0,05). L'effet antalgique de EBD et cdligi I'acétylsalicylique a la méme dose
sont d’intensité comparable (p>0,05).

50

]
S 4

=

=

= 30

3

L]

il 20

2

f *
£ 10 <
- B e
< 0
Témoin Aspirine ZPH
Traitement

Figure 6 : Effet inhibiteur de EBD de ZPH a 200 Kmy(m) et de I'AAS & 200 mg/Kgx() par
rapport au témoinm() sur la douleur provoquée par injection d’acidétage 1%

chez la souris (n=5) (* : p<0,05)
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3. Effet de I'extrait brut de ZPH sur la douleur prguée par la chaleur chez la

souris

Suite a une stimulation thermique de 55°C, les tigas de I'animal étant
successivement I'agitation, le léchage des pattédriaures, le redressement sur les pattes
postérieures et le saut hors de la plaque.

La variation du temps de réaction en fonction ditément et du temps est présentée
sur la figure 7. Tous les animaux ont un tempsédetion statistiquement non différent avant
le traitement (5,33+0,2 s pour le lot témoin vs7%,®,1 s pour le lot traité avec EBD ou
5,87%0,9 s pour le lot traité avec le paracétamol).

Chez le lot témoin, le temps de latence des stémsins est de 5,33+0,2 s au temps
T = 0 min et de3,67+1,1 s au temps T= 120 min. Casurs sont statistiquement non
différentes (p>0,05).

A la dose de 200 mg/Kg, EBD provoque une augmamtadu temps de latence des
souris. A la 38" 60F™ et 9G™ mn, ce temps est respectivement de 14,06+3,34+3 s et
8,43%1,4 s contre 5,37+ 0,1 s avant le traitement.

Le paracétamol (100 mg/Kg) provoque également wmgmantation du seuil de
tolérance de 5,87+0,9 s a 9,73+1,2 s; 10,13+1&t &7 s respectivement 30, 60 et 90 mn
apres son administration.

Apres 120 mn d’administration, la différence er&® temps de latence des animaux
traités et celui des animaux témoins n’est pasifgigtive (3,67+1,1s pour le témoin vs
3,80%1,4 s pour le lot traité avec EBD ou 3,734 ,gour le lot traité avec le paracétamol,
p>0,05).

_16 * *
K2
512 )
5] .
©
\9 8
©
S
n 4
Q
€
S 0
0 30 60 90 120

Temps de mesure (mn aprés I'administration)
Figure 7 : Effet analgésigue de EBD de ZPH a 200Kwpg(m) comparé a celui du

paracétamol a 100 mg/Kge) et au témoin &) sur la douleur provoquée par la

chaleur chez la souris (n=5 ; * : p<0,05)
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4. Effet de I'extrait brut de ZPH sur I'hyperthermieduite par la levure de biere

Le tableau Ill montre la variation de la températaorporelle des animaux avant

et apres l'injection de levure de biére en fonctiortraitement et de sa durée.

des animaux par rapport a leur température ba3ajé+0,1°C# 38,4+0,2°C, p<0,05).

L’injection de levure de biere induit une augmeiotate la température corporelle

Chez les animaux témoins, 22 h apres l'injectiotedare de biére, la température

reste élevée (38,2+0,3°C).Par contre, chez les tlaitdés aussi bien avec EBD de ZPH

gu’'avec le paracétamol, une baisse de la tempéragirobservée 1h apres le traitement et la

température corporelle est revenue a sa valeulebalsapres le traitement.
L’EBD de ZPH est donc doué d’une activité antipyréé.

Tableau Ill: Effet antipyrétigue de EBD de ZPH a 200 mg/Kg pamé a celui du

paracétamol sur I'hyperthermie provoquée par imgectle levure de biere chez le
rat (n=4 ; * : p<0,05 ; ** : p<0,001 ; NS : « noiguificative » p>0,05)

Température (°C)

17h Apres administration du produit testée
Lots Avant apres
levure | injection 1h 2h 3h 4h 5h
levure
Témoin 37,4+0,1| 38,4+0,2  38,4+0,1 38,3+0,2 38,3+0,238,1+0,2 | 38,2+0,3
ZPH
37,6+0,6 37+0,5 37,3+0,6 | 36,6+1,1 | 37,5+0,7
(200mg/kg) | 37,4+0,1 | 38,4+0,1
NS * * NS NS
(p=0,006) | (p=0,005) | (p=0,038)| (p=0,052)| (p=0,205)
Paracétamol
37,1+0,2 36,7£0,4 | 37,3t0,2 | 37,3+0,4 | 37,5+0,3
(2100mg/kg)
37,4+0,0 | 38,510,3 * o * * NS
(p=0,0001) | (p=0,0007)| (p=0,005)| (p=0,041)| (p=0,134)

19




5. Reésultats du test de toxicité aigué
La seule différence comportementale observée dedrenimaux témoins et les
animaux traités avec EBD est que ces derniers sergepas alimentés pendant la premiere
heure suivant I'administration de EBD. Mais apresdélali, ils se sont comportés comme les
animaux témoins.
L’EBD de ZPH ne provoque aucune mortalité jusqa’'a@bse de 4 g/Kg de poids
corporel.
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Discussion

La présente étude a pour objectif de prouver ssmaadéles pharmacologiquies
vivo la vertu thérapeutique anti-inflammatoire de ZHid de confirmer son utilisation dans
la médecine traditionnelle comme anti-inflammatoinsi, I'extrait brut dépigmenté a été
testé sur des modeles expérimentaux de trois spiaspaux de I'inflammation c’est-a-dire
'o,edeme, la douleur et la fiévre.

L’étude de l'activité anti-inflammatoire a été rnigak sur I'oecdeme inflammatoire
provoqué par l'injection de carragénine (WINTER C.2962). Cet agent phlogogene induit
au niveau de la patte de la souris un cedéme coé@sadnme signe caractéristique de
linflammation et paramétre important dans I'évaiol de l'activité anti-inflammatoire de
plusieurs composés (MORRIS C.J., 2003).L’extraiit lsle ZPH inhibe le développement de
'cedeme 60 mn apres son administration. Cet effircadémateux pourrait résulter de
inhibition de la libération des médiateurs chimés de linflammation (sérotonine,
histamine, prostaglandines) par le ou les princigetifs présents dans I'extrait. D’aprés
WANTANA R. et coll., 2009, l'injection de carragér@ provoque la libération de médiateurs
chimiques comme [l'histamine, la sérotonine et ladgkinine et la biosynthese des
prostaglandines qui sont & l'origine de processifimmmatoire. L'extrait brut de ZPH a
inhibé le développement de I'cedéme. Ainsi, il paifiinhiber la libération de I'histamine par
les mastocytes, de la sérotonine et de la bradykimar les plaquettes ou bloquer la
biosynthese de prostaglandines en inhibant lesneezyyclo-oxygénases. La diminution du
pourcentage d’inhibition observée apres 120 mn pexirait de ZPH et a la 180°mn pour
I'aspirine pourrait étre expliquée par la stabtiza des médiateurs et/ou a I'élimination du
produit.

La levure de biére administrée par voie sous-cetaimdstitue un pyrogene exogene.
Elle n'agit pas directement sur le centre thermoli@gur mais par lintermédiaire des
pyrogenes endogéenes (DINARELLO C.A., 1984 ; DASC@VIBI.J., 1985). Ainsi, elle
produit une inflammation (MILTON A.S. et coll., 198 ARONOFF M.D. et coll., 2001), ce
qui conduit a la libération de cytokines qui, ayatieint les vaisseaux sanguins, stimulent la
biosynthese de PGHlans la région pré-optique du centre hypothalaeitpermorégulateur
(RIBEIRO R.V. et coll., 2010 ; SAJELI B. et colR010).Le mécanisme de I'induction de
'hyperthermie par la levure de biere se fait pamtédrmédiaire de la biosynthése des
prostaglandines (HOWARD R., 1993 ; VANE J.R., 1987armi les prostaglandines, les
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PGE sont fortement impliquées dans le trouble du tlstat hypothalamique et sont ainsi
responsables de la fievre (MILTON A.S. et coll.829 ARONOFF M.D. et coll., 2001).

Les résultats des tests sur I'hyperthermie proveguéntrent que I'extrait brut de ZPH
possede une activité antipyrétique. L'évolutionlaleeduction de I'hyperthermie par I'extrait
brut de ZPH a 200 mg/kg pendant 5 h n’est pas airaik celle du paracétamol (100 mg/Kg).
L'effet antipyrétique de l'extrait brut de ZPH poait étre d0 a [linhibition de la
cyclooxygénase, enzyme responsable de la biosyhttessprostaglandines. Ceci va entrainer
la baisse de leur concentration dans I'hypothala(B80ITH J.B., 1971 ; DASCOMBE M.J.,
1985 ; MARTIN D., 1989). L’extrait est riche en saines. Selon GEPDIREMEN A. et coll.
(2004), les saponines sont des fortes inhibitrieeprostaglandines.

L'extrait brut de ZPH a la dose de 200mg/Kg posséule activité analgésique aussi
bien sur une douleur provoquée par injection daedétique que par la chaleur. La douleur
résulte de processus physiologiques complexesuerdgs terminaisons périphériques libres
réagissent a des stimuli nociceptifs (SCHORDERET M98). Le caractéere principal de la
réaction inflammatoire est I'hyperalgie. Ce phénoméest lié a la capacité des
prostaglandines (PGE1 et PGE2) d’accentuer coratEment la sensation de douleur par
sensibilisation des récepteurs nociceptifs et ifatibn de la transmission des stimuli
douloureux vers les structures centrales (SCHORDERIE 1998). L'extrait brut de ZPH
pourrait agir soit en supprimant la synthése desstpglandines par inhibition de la
cyclooxygénase, soit par inhibition de la transioissle I'influx nociceptif au niveau spinal
comme les opioides.

Les résultats obtenus lors du criblage phytochimidea I'extrait brut de ZPH ont
révélé la présence de tanins, de saponosidesstérmds. D’'autres études ont montré les effets
anti-inflammatoires, analgésiques et antipyrétigges tanins, des saponosides et des stérols
(AKINDELE A.J. et ADEYEMI O.0., 2007 ; BOSE A. eblt., 2007). La présence de ces
composés chimiques dans l'extrait des feuilles d®@H Zpourrait étre responsable des
propriétés pharmacologiques observées.

Les résultats du test de toxicité ont montré queldamte codée ZPH n’entraine

aucun signe d’intoxication ni de mortalité chesdaris jusqu’a la dose orale de 4 g/Kg.
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Conclusion

Les résultats obtenus au cours de cette étude amirénque I'extrait brut de ZPH
possede une activité aire et estiadg® de propriétés analgésique et anti-
pyrétique. Lors du test de toxicité, I'extrait n'gsas toxique jusgu’a une dose 20 fois
supérieure a la dose active. Ces résultats coastitune base scientifique qui justifie
I'utilisation traditionnelle de ZPH dans la prise eharge des pathologies a composante
inflammatoire (asthme, ulcére, toux et fievre tyjola).

Etant donné que I'extrait utilisé n’était pas emcour, il est encore difficile de
définir le ou les principes actifs de I'extraitsetn mécanisme d’action exact.

Ainsi, les travaux ultérieurs devraient porter dar purification de I'extrait et sur la

détermination des principes actifs et de leurs miéozes d’action.
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Résumé

ZPH (RHAMNACEES) est une plante médicinale utiliséans la prise en charge de
nombreuses pathologies dont les maladies a comigosdlammatoire. L'objectif du travail
était d’étudier les effets de l'extrait brut de ZP$lir les symptbmes classiques de
linflammation comme I'oedeme, la douleur et la fewafin de valoriser son utilisation en
médecine traditionnelle. A la dose de 200 mg/kgxtrait brut de ZPH a réduit
significativement I'o,edéme inflammatoire de la patte souris induit par la carragénine, la
douleur manifestée par des contractions abdomingtesoquée par l'injection d'acide
acétigue chez la souris, la douleur produite pachialeur chez la souris et I'hyperthermie
induite par la levure de biére chez le rat. Lelagb phytochimique effectué sur son extrait
brut a permis de mettre en évidence la présendaries, de saponosides et de stérols, qui

pourraient étre responsables des propriétés phalogggues.

Mots-clés: plante médicinale, activités anti-inflammato@mealgésique et antipyrétique

Abstract

ZPH (RHAMNACEAE) is a medicinal plant used in thhedtment of several inflammatory

diseases. The aim of this work was to carry out &ndé-inflammatory, analgesic and

antipyretic activities of ZPH crud extract in orderenhance its use in folk medicine. At 200
mg/kg, the crude extract of ZPH significantly reddcthe carrageenan induced edema in
mice, the acetic acid or heat induced pain in mmeedel and the brewer’'s induced

hyperthermia in rate. During the phytochemical someg realized on its crude extract

allowed us to note that this plant is reach in tasnsaponins and sterols which may be
responsible for its pharmacological properties.

Keywords medicinal plant, Anti-inflammatory, Analgesic aAdtipyretic activities



