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Introduction

Introduction

Depuis la nuit des temps, les hommes ont toujours puisé leurs remédes dans leur
environnement : plantes et autres bienfaits de la nature sous des formes parfois rudimentaires :
miel et dérivés de la ruche, infusions, macérations, décoctions, fumigations, cataplasmes...

méme certains animaux sauvages utilisent instinctivement certaines plantes pour se soigner.

L'utilisation des plantes dans les meédications traditionnelles ont souvent servi de base aux
recherches des scientifiques. Dans la plupart des cas, ces recherches aboutissent a la
découverte de substances originales présentant un intérét thérapeutique considérable.

En effet, certaines plantes représentent un réservoir immense de composés potentiellement
thérapeutiques attribués aux métabolites secondaires doués d’une grande diversité de structure
chimique et possédant un trés large éventail d'activités biologiques. Ces substances
constituent une alternative prometteuse aux anciennes substances d’origine synthétique, dont
I’'usage s’accompagne d’effets secondaires indésirables, face a cette situation préoccupante,
d’énormes efforts sont consentis dans le domaine de la recherche médicale en vue de trouver
de nouvelles molécules naturelles actives efficaces et non toxiques pouvant étre substituées
aux traitements médicamenteux habituels, et qui pourrait déboucher sur la fabrication de

phyto-médicaments vétérinaires efficaces.

L’Algérie, de par sa position géographique, jouit de plusieurs facteurs de pédogencse et de
grandes variations climatiques a laquelle s’ajoutent les ressources hydriques, tous favorables
au développement de cultures adaptées aux plantes médicinales (Belouad, 2011). De nos
jours, ces plantes occupent une place prépondérante dans la découverte de nouvelles

substances thérapeutiques.

Depuis les années 1980, il y’a eu un véritable regain d’intérét pour la phytothérapie, elle est
considérée comme moins agressive que les médicaments habituels. En Algérie, la
phytothérapie est une pratique trés ancienne. Les connaissances empiriques se sont transmises

verbalement a travers les générations.

Les huiles essentielles sont utilisées chez ’homme pour leurs propriétés préventives et
curatives. Il est donc logique et intéressant de penser que cette médecine puisse s’appliquer au

monde animal et plus particuliérement & nos animaux de compagnie. La puissance d’action


https://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9dicament
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des huiles essentielles est prodigieuse car ce sont des concentrés extrémes de plante que I’on

appelle « quintessence ».

L'inflammation est un ensemble de réactions générées par l'organisme en réponse a une
agression subie. Son traitement actuel repose sur les anti-inflammatoires stéroidiens
(glucocorticoides) et non stéroidiens (AINS) comme 1’aspirine. Ces molécules bien qu’étant
efficaces présentent le plus souvent des effets indésirables qui peuvent géner leur utilisation

sur le long terme (Gaziano et Gibson, 2006).

Les glucocorticoides, ont tous une activité hormonale, concernant principalement la
régulation métabolique, et exercent un effet freinateur sur I’axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien. Tous les AINS, quelles que soient leur voie d’administration, exposent le sujet
traité & des risques de toxicité gastro-intestinale. Le risque est d’autant plus important que la

posologie est elevée et que le traitement est prolonge.

La recherche de nouvelles molécules anti-inflammatoires, alliant efficacité thérapeutique et un
minimum d’effets secondaires a motivé la présente étude, qui a eu pour objectif essentiel
I’étude des propriétés anti-inflammatoire des huiles essentielles de Cedrus atlantica largement
utilise en médecine traditionnelle séculaire Auressienne, dans le traitement de plusieurs
pathologies dont les maladies a composante inflammatoire et de Cupressus sempervirens,
connu également pour ses propriétés anti-inflammatoires et qui est utilisé en usage externe

pour traiter rhumes de cerveau, toux et bronchite (Taha et al, 2007).

Tres peu d’études ont €t¢ menées sur ces plantes, et aucune n’a concerné 1’étude des

propriétés anti-inflammatoires de leurs huiles essentielles.

Le présent travail a eu par conséquent comme objectif d’étudier d’une part, 1’innocuité des
huiles essentielles extraites de Cedrus atlantica Manetti (cédre de 1’Atlas) et de Cupressus
sempervirens (cypres) récoltés tous les deux dans la région de Chréa (Blida) durant le mois de
Mai 2015 et 2016, par la réalisation d’un test de toxicité aigue et d’explorer d’autre part, leur

potentielle activité anti-inflammatoire.
Pour ce faire, ce travail a été scindé en deux parties :

= Une premiere partie correspondant a une mise au point bibliographique

comportant trois chapitres : le premier décrivant le processus de 1’inflammation, le

2
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second et le troisieme ont été consacrés a une synthese bibliographique dédiée a
chacune des deux plantes étudiées (origine, classification, utilisations ethnobotaniques,

propriétés pharmacologiques, répartition géographique...).

= La seconde partie est consacrée a 1’étude expérimentale, qui a porté essentiellement
sur I’exploration des effets toxiques éventuels et I’évaluation des propriétés anti-
inflammatoires des huiles essentielles de Cedrus atlantica Manetti (cedre de 1’ Atlas) et
Cupressus sempervirens (cypreés), récoltés dans la région de Chréa.
Les matériels utilisés et les méthodes adoptées lors de cette etude expérimentale y sont

détaillés et les résultats obtenus présentés et discutés.



Synthese bibliographique Chapitre | : L’inflammation

CHAPITRE | : Pinflammation

I. Définition de la réponse inflammatoire

La réponse inflammatoire est une réponse adaptative engendrée en réponse a des stimuli
nocifs telle qu’une infection ou une agression tissulaire. Elle nécessite une régulation fine,
généralement bénéfique, elle conduit a 1’élimination d’éventuels pathogeénes et au retour a
I’homéostasie du tissu 1ésé. Une régulation défaillante peut étre a I’origine de Ilésions
irréversibles. Une réponse insuffisante conduit & une immunodéficience susceptible
d’entrainer une infection secondaire ou favoriser la prolifération de cellules cancéreuses.
Exacerbée, au contraire, elle augmente la morbidité et la mortalité dans des pathologies
comme [’arthrite rhumatoide, la maladie de Crohn ou encore le diabéte. Mal contrdlée,
I’inflammation peut conduire a des dommages tissulaires irréversibles locaux ou généralisés,
parfois a un choc septique entrainant dans les cas les plus graves le décés (Nathan, 2002;
Barton, 2008).

La réponse inflammatoire est associée au systeme immunitaire, qui peut-étre divisé en deux
branches interconnectées. L’ immunité innée est la plus ancienne. Elle est présente chez tout
organisme pluricellulaire. Les cellules du systéme immunitaire inné possedent des récepteurs
PRR (Pattern Recognition Receptors) et des voies de signalisation hautement conservées pour
détecter et réagir face a une infection ou a une blessure. La détection de ces signaux exogenes
d’origine microbienne, les PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns), ou endogénes,
les alarmines (Bianchi, 2007), va conduire a I’initiation de la cascade inflammatoire et a

I’activation d’une réponse immunitaire acquise ou adaptative (Barton; Medzhitov, 2008).

II.  Manifestations cliniques

La réaction inflammatoire est responsable de phénoménes locaux caractérisés par
quatresignes cardinaux qui sont la rougeur, la chaleur, la douleur et I’eedéme. Mais elle
peut aussi entrainer de multiples effets biologiques et cliniques généraux qui sont d’intensité
plus importante en cas de persistance de la réaction inflammatoire. Ces effets peuvent se
traduire cliniqguement par une altération de 1’état général, associant une asthénie, une anorexie,
un amaigrissement, une fievre, des troubles du sommeil et une cachexie avec fonte musculaire
(Rousselet et al., 2005).
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I1l.  Etiologie
La réaction inflammatoire peut étre déclenchée par plusieurs éléments:

- Des micro-organismes : des bactéries, des virus, des champignons ou des parasites ;

- Des corps étrangers (des protéines étrangeres, par ex., les pollens, des cristaux de
silice ou d'amiante) ;

- Des lésions tissulaires avec formation de débris de tissus comme apres une atteinte
mécanique (coupure, piqlre, frottement, ou corps étranger), chimique (acides et bases)
ou physique (chaleur, froid ou rayonnement [UV, X, radioactifs]), ou encore sous
I'influence d'inducteurs endogenes comme les cellules tumorales tuées, hémorragies,
réactions auto-immunes, ou cristaux formés dans l'organisme (urée, oxalate ou

phosphate de calcium, cholestérol) (Silbemagi et al.,2000).

IV. Les phases de la réaction inflammatoire

La réaction inflammatoire est un processus dynamique comportant plusieurs étapes
successives : la réaction vasculo-exsudative, la réaction cellulaire, la détersion, la phase

terminale de réparation et de cicatrisation (figure 1).
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Figurel : Etapes du déroulement de la réaction inflammatoire (Nicolas, 2012).
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IV.1. Phase vasculaire (Réaction vasculo-exsudative)

Elle se traduit cliniqguement par les quatre signes cardinaux classiques de I'inflammation:
rougeur, chaleur, tuméfaction, douleur. Elle comporte trois phénoménes : unecongestion
active, un cedéme inflammatoire (l'exsudat) et une diapédeése leucocytaire (Rousselet et
al.,2005).

IV.1.1. Congestion active

Il s'agit d'une modification du calibre vasculaire qui apparait trés rapidement, aprés une breve
vasoconstriction, et consiste en une vasodilatation artériolaire puis capillaire dans la zone
atteinte. Localement, il en résulte une augmentation de I'apport sanguin et un ralentissement
du courant circulatoire. Les petits vaisseaux sont dilatés et gorgés d'hématies, bordés d'un
endothélium turgescent. La congestion est déclenchée par un mécanisme nerveux (nerfs
vasomoteurs) et I'action de médiateurs chimiques (Rousselet et al., 2005).

Cette congestion active est médiée principalement par I’histamine et la sérotonine libérées par
les mastocytes et les plaquettes, I’activation du systeme des kinines, les prostaglandines en
particulier PG2 qui potentialise les effets de I’histamine et de la bradykinine, enfin les
fractions activées C3 et C5 du complément (Diebold et al., 1995).

1V.1.2.(Edéme inflammatoire

Il s'agit du passage dans le tissu conjonctif interstitiel ou les cavités séreuses d'un liquide
appelé exsudat fait d'eau et de protéines plasmatiques.Cet exsudat est riche en albumine,
fibrinogene, facteurs de coagulation, enzymes diverses et immunoglobuline (Diebold et al.,
1995). Sa traduction clinique est un gonflement des tissus qui, en comprimant des
terminaisons nerveuses, est responsable de la douleur (également provoquée par certains
médiateurs chimiques). L'cedéme inflammatoire résulte d'une augmentation de la pression
hydrostatique due a la vasodilatation et surtout d'une augmentation de la perméabilité de la
paroi des petits vaisseaux sous 1’effet de médiateurs chimiques, dont 1’histamine (Rousselet et
al.,2005).
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IV.1.3.Diapédeése leucocytaire

La diapédese leucocytaire correspond a la migration des leucocytes en dehors de la
microcirculation et leur accumulation dans le foyer lésionnel. Elle intéresse d'abord les
polynucléaires (pendant les 6 a 24 premieres heures), puis un peu plus tard (en 24 a 48 heures)
les monocytes et les lymphocytes. 1l s'agit d'une traversée active des parois vasculaires qui
comporte trois étapes (margination des leucocytes a proximité des cellules endothéliales,
adhérence des leucocytes aux cellules endothéliales, et passage trans-endothélial des
leucocytes (Rousselet et al.,2005).

Le tableau ci-dessous illustre les principales molécules d’adhésion endothéliales et

leursrécepteurs leucocytaires.

Tableaul : Molécules d’adhésion Endothélium / Leucocytes

Molécules Récepteurs leucocytaires Roéle majeur
endothéliales

Sialyl-Lewis X PSGL-1 « Rolling » (neutrophiles, monocytes,
P-sélectine lymphocytes)
PSGL-1= P-Sélectine Glycopretein Ligand 1

Sialyl-Lewis X Rolling, adhésion pour activer I’endothélium
E-sélectine (neutrophiles, monocytes, lymphocytes T)
CD11/CD18 (integrines) | ICAM-1= interercellular Adhésion Molecule-1
ICAM-1 (LFA-1, Mac-1) Adhésion, arrét, transmigration (tous les
leucocytes)
VCAM-1 4.1(VLAA4) (intégrines) | VCAM-1=Vascular cell Adhesion Molecule-1
4.7 (LPAM-1) (éosinophiles, monocytes, lymphocytes)
GlyCam-1 L-sélectine Lymphocytes qui se dirigent vers les veinules a

endothélium haut.

PECAM-= Platelet Endothelial Cell Adhésion
CD31 CD 31 Molécule (superfamille des immunoglobulines)
(PECAM) migration des leucocytes a travers

I’endothélium

(Robbins, et al., 2010)
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1V.2. Phase cellulaire

Elle se caractérise par la formation du granulome inflammatoire ou tissu de granulation

inflammatoire.

Les phénomenes vasculo-exsudatifs initiaux permettent l'arrivée dans le foyer
inflammatoiredes leucocytes. Les premiers sur place (environ 6 heures) sont les
polynucléaires. Le plus souvent, les polynucléaires sont progressivement remplacés sur le site
inflammatoire par les cellules monocytes. Parmi celles-ci, les macrophages ont pour fonction
d'assurer la détersion grace a leur capacité de phagocytose. La détersion prépare
obligatoirement la phase terminale de réparation-cicatrisation. Si la détersion est incompléte,
I'inflammation aigué va évoluer en inflammation chronique (Nathan, 2002 ; Rousselet et
al.,2005).

Les macrophages vont ingérer les éléments lésés. Cette fonction n’est pas simple. Elle repose
sur la dégranulation des composants internes de la cellule. Ceci conduit a la sécrétion des
protéases (élastase et collagénase) et la libération des radicaux libres. Les polynucléaires
neutrophiles (PNNs) vont contribuer & 1’éradication des corps étrangers (s’il y a lieu) ou des
tissus 1ésés (en cas de traumatisme). Dans ce type de situation, la réaction peut s’arréter mais
si ce n’est pas le cas, les macrophages dont le pouvoir phagocytaire est important, vont
intervenir. Ceci constitue le passage de la réaction inflammatoire proprement dite a la réaction
immunitaire et la mise en place des processus inhérents (Charles et al.,2010). Il s'y associe
des lymphocytes et des plasmocytes qui participent a la réponse immune spécifique de
I'antigéne (Nathan, 2002).

IV.3. La phase de détersion

Elle succede progressivement a la phase vasculo-exsudative, et est contemporaine de la phase
cellulaire. Elle permet I'élimination des tissus nécrosés (issus de l'agression initiale ou du
processus inflammatoire lui-méme), des agents pathogenes et du liquide I'exsudat du foyer

Iésionnel (Regnault, 1992).
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IV.4. La phase de réparation et de cicatrisation

Dés la phase cellulaire, on assiste a différents mécanismes qui tendent a une réparation du

tissu lésé :

- un systeme de contréle de la reéaction inflammatoire par les cytokines anti-
inflammatoires, les anti-radicaux libres...
- un remodelage : équilibre entre la synthese et la dégradation des protéines matricielles ;

- une néovascularisation : migration et maturation des cellules endothéliales.

La résolution peut étre totale ou partielle en fonction du degré des lésions des tissus :

Pour qu’il y ait une résolution totale, il faut que le facteur déclenchant soit élimine, que les
débris cellulaires soient phagocytés et que les systemes de contrdle et de réparation soient
efficaces.

La résolution ne sera que partielle si le facteur déclenchant persiste, ou si les systemes de
contrdle sont défaillants ou encore si les systéemes de réparation sont inefficaces. Il y a alors

possibilité de passage a la chronicité (Autier et al. 2004).

V. Types d’inflammation

L’inflammation est classée en 2 catégories selon la durée et la cinétique du processus

inflammatoire.

V.1. L'inflammation aigué

Il s'agit de la réponse immédiate a un agent agresseur, de courte durée (quelques jours a
quelques semaines), d'installation souvent brutale et caractérisée par des phénomeénes vasculo-
exsudatifs intenses (Regnault, 1992).L’inflammation aigué peut guérir spontanément ou
apres traitement, mais elle peut laisser des sequelles si la destruction tissulaire est importante
(Charles et al., 2010).

10
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V.2.L’inflammation chronique

Au cours de I’inflammation chronique,les signes de début sont identiques a ceux d’une
inflammation aigue, mais les destructions tissulaires sont plus graves et ont des conséquences
fonctionnelles profondes.

Le meilleur critere de la chronicité est une durée supérieure a 6 semaines. Dans de nombreux
cas I’inflammation semble chronique d’emblée, comportant dés le départ des phénomenes de
remodelage du tissu conjonctif, de destruction et de réparation.

Son mécanisme n’est pas toujours évident, dans certains cas elle tient a la persistance d’une
substance pathogéne que 1’organisme est incapable d’éliminer, dans d’autres cas, on peut
supposer qu’elle est auto-entretenue, les mécanismes intermédiaires continuant a opérer alors

que la substance pathogéne qui I’a déclenchée a été éliminée (Weill et al. 2003).

L’inflammation chronique différe de I’inflammation aigué sur les points suivants:

- Les phénomeénes vasculaires et cellulaires coexistent tout au long de son évolution ;

- Si les polynucléaires jouent un role essentiel dans la réaction inflammatoire aigué, ce sont
les macrophages qui sont au centre de la réaction inflammatoire chronique ;

- Les lymphocytes et les plasmocytes sont fréquemment présents, surtout s’il existe une
cause immunitaire a I’inflammation chronique ;

- Rapidement, le tissu conjonctif est détruit localement, remplacé par un tissu fibro-
inflammatoire riche en collagene.

- La phase de réparation fait intervenir des fibroblastes a 1’origine d’un tissu cicatriciel

fibreux n’ayant pas les propriétés du tissu initial.

La chronicité de I’inflammation et sa localisation a plusieurs organes est al’origine du concept
des maladies systémiques, maladies au cours desquelles 1’auto-immunitéjoue un role
important dans 1’entretien de 1’inflammation telles que : le lupus érythémateux disséming, la

polyarthrite rhumatoide... (Revillard, 2001).

11
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VI. Meédiateurs et acteurs de Pinflammation

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
(Rousselet et al, 2005).

V1.1. Les cellules de ’inflammation

Les cellules qui interviennent dans les mécanismes de I’inflammation sont a la fois des
cellules circulantes qui migrent vers le tissu interstitiel et des cellules résidentes des tissus

interstitiels (tableau 2).

Tableau 2: Les cellules intervenant dans la réaction inflammatoire

Cellules sanguines circulantes Cellules résidentes tissulaires
Polynucléaires neutrophiles Macrophages
Monocytes Histiocytes
Polynucléaires éosinophiles Mastocytes
Basophiles Cellules endothéliales
Plaquettes Fibroblastes
Lymphocytes
Plasmocytes

(Abbal et al, 2007)

VI1.1.1.Les polynucléaires neutrophiles (PNN)

Les PNN sontles leucocytes les plus abondants dans la circulation sanguine et représentent
50% a 70% des globules blancs totaux du sang. Les PPNjouent essentiellement deux réles : la
phagocytose des éléments étrangerset la dégranulation.Les PPN sont également capables de
synthétiser un grand nombre de meédiateursinflammatoires lipidiques [leucotrienes (LT) et
prostaglandines (PG)], et cytokiniques [lesinterleukines IL-1p et IL-6 ou le Tumor Necrosis
Factor a (TNF-a)]. Les PPN sont lescellules pivots de I’inflammation aigliie (Russo et al,
1998).

12
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V1.1.2. Les monocytes / macrophages

Les monocytes représentent 2 a 10 % des leucocytes. Ce sont des cellules jeunes quipossédent
toutes les activités migratoires, chimiotactiques, phagocytaires et sécrétoiresnecessaires a leur
fonction. A terme, ils migrent dans les tissus ou ils se différencient enmacrophages tissulaires
multifonctionnels (Russo et al, 1998).Les monocytes ont une durée de vie courte : environ 24
heures. Al’inverse, les macrophages tissulaires ont une durée de vie longue : 2 a 4 mois
(Abbal et al, 2007).

Les monocytes et macrophages sont des cellules phagocytaires qui libérent des
especesréactives de I’oxygene, des enzymes hydrolytiques ou des protéases qui contribuent a
ladestruction d’éléments étrangers (Russo et al, 1998).

Le processus de la phagocytose est beaucoup plus lent que celui des polynucléaires
neutrophiles. La digestion du matériel phagocyté est souvent incompléte et des peptides sont
apprétés dans les phagosomes et les phagolysosomes pour étre ultérieurement présentés aux
lymphocytes T par des molécules HLA de classe Il exprimés a la surface de la cellule (Abbal
et al, 2007).

lIsinterviennent particuliérement dans 1’amplification del’inflammation par une libération
massive de cytokines inflammatoires (TNF-a, IL-1p, IL-6, 1L-12), de facteurs chimiotactiques
(IL-8), de prostaglandines ou de leucotrienes(essentiellement PGE2 et LTB4) qui contribuent
au recrutement et a 1’activation d’autrescellules immunitaires (Russo et al, 1998).lls
contribuent a rétablir I’homéostasie au niveau du foyer inflammatoire par une libération plus
tardive de cytokines anti-inflammatoires comme 1’IL-10.Les monocytes sont considérés
comme les cellules pivotsde I’inflammationchronique. Elles jouent un réle prépondérant dans

la destruction tissulaire et I’entretien du processus inflammatoire (Russo etal, 1998).

V1.1.3. Les cellules endothéliales

Les cellules de I’endothélium des vaisseaux de petit et moyen calibre jouent un rdle
actifimportant au cours de 1’inflammation.

L’état de jonction des cellules entre elles et avec la matrice extra-cellulaire controlele
passage des liquides et des macromolécules de I’espace intra-vasculaire vers lestissus
interstitiels.

Le tonus vasculaire et la vasomotricitésont assurés par les fibres musculaires lissesde la paroi
des vaisseaux et sont régulés par des molécules produites par les cellules endothéliales elles-

mémes. Ces molécules favorisent soit la vasoconstriction (endothéline-1, thromboxane A2)

13
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soit la vasodilatation (NO, PGI-2). La production deces molécules vasoactives est elle-méme
soumise a I’action de différents médiateurs de 1’inflammation : thrombine, bradykinine,
histamine, eicosanoides, cytokines etfacteurs de croissance (IL1, TNF, TGFR, PDGF,
EGF...).

Leur production a la fois de molécules prothrombiniques (facteur VIII, PAF, TXA2,facteur
V...) et de molécules anti-thrombotiques (héparanesulfate, PGI-2, NO,thrombomoduline,
protéine S, activateurs du plasminogéne...) permet le controle del’équilibre fibrino-
formation/fibrinolyse. De plus, les cellules endothéliales sontcapables de lier et d’activer
certains facteurs plasmatiques de la coagulation (facteurIX, X, XII, facteur tissulaire...).

La migration des leucocytesde 1’espace vasculaire vers les espaces interstitiels estmodulée
par leur sécrétion de chimiokines : IL8, IL10, RANTES, MCP-1...

Les cellules endothéliales expriment a leur surface des molécules d’adhésion
quiinterviennent dans la diapédese : sélectines E et P, ICAM-1, VCAM-1...

Elles participent aux phénoménes de réparation post-inflammatoirepar laproduction de
protéines matricielles et de différentes protéases (Abbal et al, 2007).

VI1.1.4. Autres cellules

a) Lesplaquettes : Elles sont indispensables a I'némostase primaire. Elles contribuent au
processus inflammatoire par la libération de nombreux médiateurs comme le fibrinogeéne, le

plasminogéne, des protéases plasmatiques ainsi que de la sérotonine (Steinhubl, 2007).

b) Les fibroblastes de la matrice extracellulaire du tissu conjonctif produisent aucours de la
réaction inflammatoire des enzymes de destruction de la matrice :collagénases, gélatinase,
stromélysine, cathepsines, sérine protéase... lls participent aussi aux phénomenes de
cicatrisation par la production de différents constituants de la matrice : collagénes,

protéoglycanes, fibronectine, élastine...(Botting et Botting, 2000).

c) Lespolynucléaires éosinophiles : représentent de 1 a 6% des cellules inflammatoires. Ils
possédent aussi des propriétés phagocytaires (Rankin, 2004). Leur fonction principale est de
s'attaquer aux parasites via le contenu de leurs granules. lls interviennent aussi dans la
modulation et la propagation de la réponse immunitaire adaptative en activant directement
les lymphocytes T (Hogan et al., 2008).1Is résident essentiellement au niveau tissulaire et
libérent différentsmédiateurs inflammatoires comme le Platelet Activating Factor (PAF) et

14
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les leucotrienes B4(LTB4), une grande variété de cytokines pro-inflammatoires [IL-1, IL-6,
Interféron-y (IFN-y),TNF-a] ainsi que des chimiokines comme 1’IL-8. Au niveau
pathologique, les éosinophiles sont impliqués dans les 1ésions tissulaires liées a 1’asthme

allergique (Russo et al, 1998).

d) Les polynucléaires basophiles : qui sont des cellules circulantes, et les mastocytes, quant a

eux sont des cellules tissulaires, ont a leur surface des récepteurs de haute affinité pour le Fc
des IgE. Ils sont capables de libérer plusieurs médiateurs importants de la réaction immuno-
allergique et inflammatoire : histamine, sérotonine, leucotriene, PAF (Abbal et al, 2007).
Les basophiles sont des cellules phagocytaires qui interviennent principalement dans les
réactions allergiques (Rankin, 2004).

Les lymphocytes : Il existe deux types de lymphocytes impliqués dans I’inflammation: les
lymphocytes T qui se différentient dans le thymus et les lymphocytes B qui acquiérent leur
maturation dans la moelle osseuse. lls interviennent principalement dans les mécanismes de
I’immunité mais ils participent a la réaction inflammatoire par la production de différentes
cytokines (Adrie et Pinsky, 2000).

V1.2. Médiateurs solubles de ’inflammation

La réponse inflammatoire provoque la libération de divers médiateurs inflammatoires (figure

2). Ces médiateurs affectent le développement et la résolution de I’inflammation en agissant

sur les différentes cellules impliquées dans la réaction inflammatoire (Rankin, 2004).

Certains de ces médiateurs existent sous forme inactive, avant toute lésion tissulaire, cette

derniére ne faisant qu'activer ces molécules; d'autres sont synthétisés ou libérés a partir de

différentes populations cellulaires. Leurs actions sont multiples, souvent redondantes et

integrent les voies de la coagulation, de l'immunité innée, de I'hématopoiése et du

systemenerveux (Kumar et al., 2007; Charles et al., 2010 ).
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Figure 2: Vue d’ensemble des cellules et des médiateurs impligués dans une réponse

inflammatoire aigie locale (Kindt et al., 2008).

V1.2.1. Médiateurs d'origine cellulaire

Les médiateurs d'origine cellulaire sont soit préformés et séquestrés dans des granules

intracellulaires, soit synthétisés de novo en réponse a un stimulus.

V1.2.1.1.Médiateurs lipidiques

En raison des perturbations membranaires, les phospholipides de la membranede divers types

cellulaires (par exemples les macrophages, les neutrophiles et les mastocytes) sont dégradés

en acide arachidonique et en facteur d’activation desplaquettes sous 1’action de la

phospholipase A2 (Kindt et al., 2008).Cette derniere est stimulée principalement par la

bradykinine et certaines cytokines proinflammatoires interleukine-1(1L-1), et par le facteur de

nécrose tumorale a (TNF-a)) (Jouzeau et al.,2004).
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a. Les éicosanoides (prostaglandines et leucotriénes)

Le métabolisme de 1’acide arachidonique conduit par la voie de la cyclooxygénase a la
synthése des prostaglandines et des tromboxanes, et par la voie de la 5-lipoxygénase aux
leucotriénes (Kindt et al., 2008).

Les éicosanoides sont synthétisés a partir des phospholipides membranaires sous I'action
d'enzymes; la phospholipase A2 (cyclooxygénasedes prostaglandines et des thromboxanes,
lipo-oxygénase des leucotriénes) (figure3). Leur synthése peut étre induite par différents
processus d'activation membranaire “"pontage" dimmunoglobulines de surface et
dégranulation, activation des récepteurs de cytokines, action membranaire des protéines
cationiques...etc). Ces médiateurs sont actifs sur un grandnombre de cellules impliquées dans
la réponse inflammatoire. Ce sont de puissants facteurs spasmogeénes et vasoactifs qui
favorisent, en outre, la sécrétion de mucus, notamment dansl'asthme. Ils agissent aussi comme
des facteurs chimiotactiques capables de préactiver lescellules pour les rendre plus sensibles a

I'action d'autres médiateurs (Zerbato, 2010).
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Figure 3: Processus de formation des dérivés lipidiques (Ralandison, 2013).
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Les mediateurs inflammatoires lipidiques les plus puissants sont sans conteste la PGE2, la
PGI2, et le LTB4 qui contribuent au recrutement des cellules immunitaires sur le site

inflammatoire (Russo et al, 1998).

b. Le PAF-acéther

Le PAF-acéther (platelet activating factor) est un médiateur dérivé des phospholipides
membranaires cellulaires produit par les monocytes, les neutrophiles, les plaquettes, les
macrophages et les cellules endothéliales (figure 5). Le PAF acéther induit une augmentation
de la perméabilité vasculaire accompagnée d'un cedéme. Tout en étant le plus puissant des
agrégants plaquettaires connus, il a aussiune action chimiotactique pour les polynucléaires

neutrophiles et active les phagocytes (Pretolani et VVargaftig, 1987; Weill et Batteux, 2003).

V1.2.1.2.Médiateurs peptidiques
VI1.2.1.2.1. Les cytokines et les chémokines

Le recrutement des cellules phagocytaires et de molécules effectrices sur lesite de 1’infection
est assuré par la sécrétion de cytokines et de chémokines par de nombreuses cellules de
I’'immunité, parmi lesquelles les lymphocytes et lesmacrophages. Elles jouent un réle dans la

communication intercellulaire et ont de nombreux effets.

a) Les cytokines sont des glycoprotéines solubles agissant comme des médiateurs
intercellulaires (Laydyarts et al. 2000). Synthétisées et libérées par leur cellule d’origine sous
I’influence de stimulus varié, elles délivrent leurs messages en réagissant avec des récepteurs
membranaires spécifiques présents a la surface des cellules cibles. Elles interviennent dans les

mécanismes de I’inflammation et de I’immunité (Lacquemant et al. 2003).

Trois grands groupes de cytokines ontété caractérisés : les cytokines inflammatoires/ anti-

inflammatoires, les cytokines immunorégulatrices et les chimiokines.

Un certain nombre de cytokines, mais également des facteurs de croissance plus ubiquitaires
jouent un réle essentiel dans le déclenchement et I'amplification de la réponse inflammatoire
(cytokines pro-inflammatoires) et dans sa régulation négative (cytokines anti-inflammatoires).

La plupart d'entre elles sont produites par des cellules de la lignée monocyte/macrophage.
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La balance entre les cytokines pro- inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-8, TNFa) et anti-

inflammatoires (antagoniste du récepteur de I’IL-1, IL-10,TGFp) gére localement I’intensité

et la durée de la réaction inflammatoire (figure 4).

Le tableau ci-dessous illustre les principales cytokines intervenant dans la réaction

inflammatoire.

Tableau 3: Les principales cytokines de la réaction inflammatoire

Cytokines Origine \ Effet physiologique
Cytokines Pro-inflammatoires
Monocytes, Macrophages Augmentation de D’expression des molécules
IL-1 d’adhérence pour les leucocytes sur les cellules
endothéliales
Réle sur le systeme nerveux central, provoquant une
élévation de la température corporelle.
Action sur le foie, entrainant une hausse de la production
des protéines de I’inflammation.
Macrophages, mastocytes Augmentation de D’expression des molécules
TNFa activés d’adhérence sur I’endothélium.
(Tumor Necrosis Induction de la synthese hépatique de certaines protéines
Factor) de la phase aigue comme le fibrinogéne et la SAP.
Stimulation de 1’hématopoiése.
Responsable du choc septique.
Accroissement des propriétés phagocytaires des
macrophages ainsi que leur cytotoxicité
Phagocytes, cellules Stimulation de la phagocytose.
IL-6 dendritiques, fibroblastes, Augmentation des molécules d’adhérence pour
cellules endothéliales monocytes par les cellules endothéliales.
Favorise la synthése de la matrice extracellulaire.
Induction de la sécrétion d’une substance pour recruter
les monocytes.
Induction de la sécrétion par le foie des protéines de la
phase aigué.
Favorise la production de cellules de la lignée myéloide
par la moelle osseuse.
Monocytes, macrophages, Attirer les leucocytes circulants vers un foyer
IL8 fibroblastes, cellules inflammatoire.
(chimiokine) endothéliales, hépatocytes Induit le chimiotactisme et I’activation des PNN avec
induction de cyclooxygénase, de lipooxygénase et de
NO-synthase
Cytokines anti-inflammatoires
Lymphocytes T (Th2), Inhibe la présentation de I’antigéne par les cellules
IL10 monocytes présentatrices d’antigéne (macrophages, monocytes).
Freine la production de différentes cytokines : TNFa,
IL1, IL6, IL8
Mastocytes dermiques, Inhibe la prolifération des cellules T et I'activation des
TGFp kératinocytes activées macrophages.

Elle agit également sur les neutrophiles et les cellules
endothéliales pour bloquer les effets des cytokines pro-

inflammatoires.

(Autier et al, 2004)
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Cytokines et réponse inflammatoire
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Figure 4: Les cytokines anti et pro-inflammatoires (Prin et al, 2009)

b) Les chimiokines

Les chimiokines definissent un sous-groupe d’une cinquantaine de médiateurs caractérisés par
leurs propriétés chimioattractantes. En fonction de leur structure, on distingue essentiellement
deux sous-familles, les CXC chimiokines (un acide aminé X entre deux cystéines) et les CC
chimiokines (deux cystéines adjacentes). Les cytokines agissent sur les cellules cibles en se
fixant sur des récepteurs spécifiques qui vont activer une cascade d’événements

intracellulaires et notamment les voies de NFkB/IKB et des MAPK (Patel et al, 2009).

V1.2.1.2.2.Facteurs de croissance

Ce sont des facteurs peptidiques proches des cytokines, influencant la prolifération, la
differenciation et 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 la fibrogenése cicatricielle et de la
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régenération épithéliale. Les macrophages activés produisent notamment : PDGF, EGF, FGF,
TGFp (Rousselet et al., 2005).

V1.2.1.2.3. Amines vasoactives

Ces médiateurs sont formés avant I’inflammation, stockés sous la forme de granules
cytoplasmiques et sont parmi les premiers médiateurs libérés lors du déclenchement de

I’inflammation, dans la phase initiale vasculo-exsudative, il s’agit de :

La sérotonine, sécrétée par les plaquettes lors de leur agrégation et présente dans les cellules
entérochromaffines (Rousselet et al., 2005).

L'histamine, largement présente dans les tissus, au sein des mastocytesdu tissu conjonctif,des
polynucléaires basophileset des plaquettes. Dans toutes ces cellules, I’histamine se trouve
stockée sous forme de complexes protéiques inactifs car liée a I’héparine, elle est libérée lors
de la dégranulation des cellules phagocytaires et a des propriétés chimiotactiques pour les
phagocytes (Capron, 1998). La dégranulation de 1’histamine mastocytaire est déclenchée par
des facteurs multiples tels que traumatisme, choc thermique, complexe Ag-Ac
(hypersensibilité de type 1 allergiqgue médiée par les IgE), fractions du complément
(anaphylotoxines), enzymes lysosomiales des polynucléaires, cytokines IL1 et IL8. Son action
est rapide et fugace : augmentation précoce de la perméabilité vasculaire lors de la phase
aigué exsudative, contraction des fibres musculaires lisses et attraction des polynucléaires

éosinophiles (Rousselet et al., 2005).

V1.2.1.2.4.Enzymes lysosomiales

Elles sont déversées dans les vacuoles de phagocytose et interviennent dans la digestion des
produits de phagocytose ou sont déversées dans le milieu extérieur par la lyse des

polynucléaires (tableau 4).
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Tableau 4 : Les enzymes lysosomiales contenues dans les granules des différentes cellules.

Les cellules

Enzymes lysosomiales

Roles

Les polynucléaires

Dans les granules primaires : la

myéloperoxydase, le lysozyme,
la cathepsine G, la
phospholipase A2, des
hydrolases acides et des

protéases  neutres  (élastase,
collagénase).

Dans les granules secondaires,

lysozyme, lactoferrine,

gélatinase, activateur du
plasminogéne, collagénase de
type IV, histaminase et

phosphatase alcaline

hydrolyse des parois
bactériennes
dégradation du tissu
conjonctif dans le foyer
inflammatoire
activation  directement

de C3 et C5.

Les monocytes et

macrophages

Hydrolases acides, collagénase,
élastase, un activateur du

plasminogéne

Remodelage de la
matrice extra-cellulaire.

Bactéricidie.

Les éosinophiles

Major basic protein

Protéine toxique pour
les parasites et les

épithéliums.

(Rousselet et al., 2005)

V1.2.1.2.5.Radicaux libres dérivés de I’oxygene (Abbal et al, 2007)

Les phénomenes de phagocytose par les polynucléaires neutrophiles induisent une

augmentation de la consommation d’oxygene par ces cellules, a 1’origine de la formation de

radicaux libres oxygénes :

Les superoxydes O,, I’eau oxygénee H,O, et les radicaux

hydroxyles OH-. Produits de maniere excessive et ou inappropriée, ces radicaux libres sont

potentiellement toxiques, capables de désorganiser les membranes cellulaires et de favoriser

la cytolyse.

Le monoxyde d’azote (NO) est un radical libre produit par oxydation de 1’arginine sous

I’action des NO synthases ou NOS. L’activation de certaines NOS inductibles au cours de

23




Synthese bibliographique Chapitre | : L’inflammation

I’inflammation génére des quantités importantes de NO. Le NO possede des propriétés

inflammatoires en agissant sur la vasodilatation, 1’cedéme et 1’érytheme.

V1.2.2.Médiateurs enzymatiques et plasmatiques

Les médiateurs d'origine plasmatique sont présents dans le plasma sous laforme de
précurseurs qui doivent étre actives (généralement par protéolyse) pouracquérir leurs
propriétés. Suite a la pénétration du pathogene, trois systémes plasmatiques interdépendants
sont activeés etinterviennent dans I’inflammation : Le systeme du complément, les kinines et le

systeme de la coagulation.

a) Le systeme du complément

Le systeme du complément est un ensemble de 9 protéines plasmatiques (C1 a C9) s'activant
selon une réaction en cascade déclenchée soit par la fixation d'un complexe Ag-Ac sur la
fraction C1, soit par des substances variées (endotoxines, lyse cellulaire, enzymes
lysosomiales libérées par les polynucléaires) et aboutissant au complexe d’attaque
membranaire capable de lyser les agents microbiens (figure 5).Certaines fractions du
complément (essentiellement C3 et C5) jouent un role dans la perméabilité vasculaire, le
chimiotactisme et I’opsonisation(figure 6).Les C3a et C5a (aussi appelées anaphylotoxines)
stimulent la libération d'histamine des mastocytes. Cb5a est chimiotactique pour les
polynucléaires et les monocytes et active dans ces cellules la voie de la lipo-oxygénase du
métabolisme de I'acide arachidonique. 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 :
plasmine et enzymes lysosomiaux des polynucléaires neutrophiles, ce qui contribue a un auto-
entretien de la migration des polynucléaires neutrophiles.Des inhibiteurs contrélant le
mécanisme d’assemblage des protéines du complément sont présents dans la membrane des
cellules de I’hote, le distinguant des agents microbiens et protégeant ses cellules contre une

lyse inadéquate (Rousselet et al., 2005).
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b) Le systeme des kinines

Les kinines sont des polypeptides plasmatiques phlogogénes, ellesproviennent du kininogene
activé par la kallicréine, elle-méme activée par le facteur de Hageman.Les kinines ont divers
effets sur I’inflammation, elles entrainent entre autre une activationde la phospholipase A2
(PA2), une irritation des fibres sensorielles au niveau lésionnel, labradykinine favorise en plus

une vasoconstriction a la base de la stase intra-capillaire (Diouf, 1991).

Leur action est puissante mais bréve car leur durée de vie est tres courte, limitée a la phase
initiale vasculo-exsudative, et se rapprochant de I’action de l'histamine : vasodilatation,
hyperperméabilité capillaire, adhérence des polynucléaires aux cellules endothéliales, douleur,

contraction des muscles lisses (Rousselet et al., 2005).

c) Facteurs de la coagulation / fibrinoformation / fibrinolyse (Rousselet et al., 2005).

Les relations sont complexes entre inflammation et systéme de la coagulation. La présence de
dépbts de fibrine intra et extra vasculaires est quasi constante dans lI'inflammation. La mise en
jeu du systeme de la coagulation aboutit a la formation de thrombine qui déclenche la
formation de fibrine & partir du fibrinogéne plasmatique ; l'activation du systeme de la
fibrinolyse conduit a la formation de plasmine (& partir de son précurseur plasmatique : le
plasminogéne) qui détruit la fibrine par protéolyse. L'inflammation active la fibrinoformation
et par voie de conséquence la fibrinolyse. La fibrinoformation/fibrinolyse contribue a moduler

I'inflammation.

On peut citer plus particulierement

e Le Facteur XIlI (Hageman): Active les Kinines, le systeme du complément, la
coagulation et la fibrinolyse. C'est une enzyme sérique qui est activée par les complexes
Ag-Ac, les fragments du collagene issus de protéolyse, les corps insolubles (cristaux).

e Les produits de dégradation de la fibrine (PDF) : Vasodilatateurs et chimiotactiques
sur les polynucléaires.
e La thrombine: Active plaquettes et cellules endothéliales ; chimiotactique pour les

polynucléaires et les monocytes-macrophages.
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VIl. Thérapeutique de I’inflammation

La thérapeutique anti-inflammatoire est destinée a controler 1’excées de réactions aspécifiques
des tissus et a éviter la transformation de la phase aigu€ de I’inflammation en phase
chronique. Les anti-inflammatoires appartiennent a des classes chimiques trés variées et sont
souvent doués en outre d’une activité antipyrétique et antalgique (Muster, 2005).

Les anti-inflammatoires sont répartis en deux grands groupes :

VII.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont des médicaments symptomatiques actifs
sur la fiévre, les douleurs par exceés de nociception et la composantevasculaire de la réaction
inflammatoire. Ces trois propriétés résultent pour l’essentiel de leurmécanisme d’action
commun de I’inhibition de I’isoenzyme COX-2 de la cyclo-oxygénase ou de la prostaglandine
(PG) synthétase (Bannwarth, 2005).

Cettecaractéristique commune a tous les AINS conduit a une diminution de la production
desprostaglandines (notamment la PGE2 et la PGI2), (figure 7) importants médiateurs de
I’inflammation. Méme si d’autres modes d’action existent, cette activité explique largement
lespropriétés pharmacologiques et thérapeutiques des AINS, mais aussi une partie de leurs
effetssecondaires en raison du r6le ubiquitaire et des fonctions physiologiques des
prostaglandines (Nicolas et al., 2001).

Ainsi, la production exagérée de prostaglandines en situation pathologique participe a
I’inflammation (vasodilatation, augmentation de la perméabilitécapillaire) et a la douleur
(sensibilisation des nocicepteurs) alors que sa production basale permet I’homéostasie
tissulaire (production de mucus, de bicarbonates et maintien du flux sanguin sous muqueux
gastrique, maintien de 1’hémodynamique rénale en cas d’hypo-perfusion en particulier).
L’inhibition de la synthése des prostaglandines par les AINSsemblait donc, jusqu’a
récemment, devoir obligatoirement s’accompagner d’effets favorableset déléteres (Blain et

al., 2000).

En 1990, Needleman et al, mettent en évidence deux isoformes de cyclo-oxygénase :

la COX-1, constitutive, et la COX-2, inductible sous 1’action de certains mécanismes pro-
inflammatoires. Moins de 10 ans plus tard apparaissaient les premiers anti-inflammatoiresdits
anti-COX-2 sélectifs, respectant la COX-1, réduisant les risques d’effets secondaires des

AINS « classiques ».
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Figure 7: Cascade arachidonique et sites d'action des médicaments anti-inflammatoires
(Moulin, 1998)

AINS : anti-inflammatoires non stéroidiens ; GC : Glucocorticoides

e Classification

La classe des AINS est tres diversifiée. Les agents possedent certains points communs comme

une structure aromatique et un caractére acide faible.

Les principaux AINS utilisés en médecine vétérinaire sont classés en sept familles suivant
leur structure chimique (tableau 5) : les salicylés, les fénamates,les acides aryl-alcanoiques,

les sulfonanilides, les pyrazolés, les oxicams et les acétanilides.
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Famille chimique

Molécule

Spécialités humaines

Spécialités vétérinaires

Ac. Acétylsalicyligue ASPIRINE (Upsa) ASPIRINE 50
Salicylés (Coophavet)
Acétylsalicylate de | ASPEGIC (Sanofi) VETALGINE (Ceva)
lysine
Ac. Niflumique NIFLURIL (Upsa) FELAGYL (Sepval)
Fénamates Flunixine FINADYNE  (Schering
Fénamates P)
Ac. Tolfénamique TOLFEDINE
(Vetoquinol)
Kétoproféne PROFENID (Aventis) | KETOFEN (Mérial)
KETUM (Ménarini)
Ibuprofene ADVIL (Whitehall) MOTRICIT (Virbac)
Naproxéne APRANAX (Roche)
Fénoproféne NALGESIC (Lilly
Les acides SA)
arylalcanoiques | \édaproféne QUADRISOL (Intervet)
Carprofene RIMADYL (Pfizer)

Ac. Tiaprofénique

SURGAM (Aventis)

Etodolac

LODINE (Fornet)

Alminoproféne) MINALFENE
(Bouchara)
Diclofénac VOLTARENE(Novart
is)
Sulfonanilidés Nimésulide NEXEN (Therabel) SULIDEN (Virbac)

Phénylbutazone

BUTAZOLIDINE

PHENYLARTHRITE

(Novartis) (\Vétoquinol)
Pyrazolés et dérivés | Noramidopyrine NOVALGINE CALMAGINE
(Aventis) (Vetoquinol)
ESTOCELAN
(Boehringer)
Tepoxalin ZUBRIN (Shering-P)
Dérivés indoliques | Suldinac ARTHROCINE
(Mercks)

Indométacine

INDOCID (Mercks)

Oxicam Meloxicam MOBIC (Boeringer) METACAM (Pfizer)
Piroxicam FELDENEe (Pfizer)
Tenoxicam TILCOTIL (Roche)
Dérivésdu Paracétamol EFFERALGAN
paraaminophénol (Upsa)
Rofécoxib VIOXX (Pharmacia)
Inhibiteur sélectif | Célocoxib CELEBREX
COX2 (Monsanto)
Firocoxib PREVICOX (Merial)

(Point véterinaire, 2005 ; VIDAL, 2008)
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VI1.2.Anti-inflammatoires stéroidiens

Les glucocorticoides sont des substances dérivées du cholestérol, dont la production est
stimulée par I’ACTH libérée selon un cycle nycthéméral par le lobe antérieur de I’hypophyse.
Le cortisol, glucocorticoide endogene de référence, est produit parles cellules de la zone
fasciculaire de la corticosurrénale Les glucocorticoides, anti-inflammatoiresstéroidiens, ont
tous une activité hormonale, concernant principalement les régulations métaboliques, et

exercent un effet freinateur sur 1’axe hypothalamo-hypophysosurrénalien (Muster, 2005).

La corticothérapie repose aujourd’hui sur I'utilisation de dérivés de syntheése de I’hormone
naturelle, permettant d’accroitre I’action anti-inflammatoire et de réduire les actions

métaboliques.

Les AIS ou glucocorticoides (ex :prednisolone, dexaméthazone) exercent leurs effets sur la
phospholipase A2(figure7), inhibant ainsi la libération de 1’acide arachidonique et par
conséquent la biosynthése des prostaglandines et des leucotriénes (Vane et Botting, 1987 ;
Russo et al.,1998).

Les glucocorticoides augmentent la synthése de protéines intracellulaires comme la
lipocortine ou lipomoduline, qui inhibe la phospholipase A2 responsable de la libération
d’acide arachidonique a partir de phospholipides membranaires. La diminution de 1’acide
arachidonique libre réduit la synthése des prostaglandines, des thromboxanes, des
leucotrienes, des PAF, ce qui expligue au moins partiellement les propriétés anti-
inflammatoires des glucocorticoides (Weill et al, 2003).
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VI11.3.Anti-inflammatoires d’origine végétale
VI11.3.1. Généralités

Le regne vegeétal constitue une source inépuisable de nouvelles molécules utilisables
directement comme principe actif ou pouvant servir comme modéle moléculaire pour le

développement de nouveaux agents thérapeutiques.

Une plante médicinale est une plante qui est utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers
maux. Ce sont des drogues végétales dont au moins une partie posséde des propriétés

médicamenteuses (Farnsworth et al, 1986).

Les plantes médicinales constituent une importante composante de la médecine traditionnelle
largement utilisées depuis des milliers d’années a travers le monde ; plusieurs plantes sont
utilisées seules ou en association avec d’autres plantes pour le traitement de maladies

inflammatoires.

Les plantes anti-inflammatoires regroupent des espéces de diverses familles (tableau 6) dont
les principes actifs présumés responsables de 1’activité anti-inflammatoire sont de nature

chimique variée.
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Tableau 6 : Exemples de plantes médicinales douées d’activités anti-inflammatoires

Nom scientifique Famille Partie Nom Utilisation
utilisée commun
arthrose,
Zingiber Zingiberaceae Rhizome Gingembre migraine,
officinale douleurs
rhumatismales
Helleborus Ranunculaceae Racines Lenten-rose (Edémes, douleurs
orientalis rhumatismales
Rhinite
Urtica dioica Urticaceae Feuilles, Ortie allergique,
Racines eczéma goutte,
douleurs
rhumatismales
Fievre,
Laurocerasus pharyngite,
officinalis R. Rosaceae Feuilles Laurier douleurs
d’estomac,
hémorroides
Douleurs
rhumatismales,
Curcuma longa Zingiberaceae Rhizome Curcuma lupus systémique,
psoriasis,
infections rénales
Nerium oleander Apocynaceae Fleurs Laurier rose Douleurs, maux
L. de téte
Arthrose,
Harpagophytum Pédaliacées Tubercule Griffe du diable lombalgie,
procumbens neuvralgie, maux
de téte, fievre
Oedémes, états
Rhododendron Ericaceae Feuilles Rhododendron grippaux, mal de
ponticum L. pontique Dents
Douleurs
Juglans regia L. Juglandaceae Feuilles, fruits Noyer commun rhumatismales,
fievre,
eczéma. Malaria
Oenothera Onagre Douleurs
biennis Onagraceae Graines bisannuelle rhumatismales,

(Barnes, 1998).

Les molécules végétales dotées d’un effet anti-inflammatoire sont principalement les
polyphénols, les stérols et les terpenes (Adedapo et al., 2009).
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VI11.3.2.Les huiles essentielles anti-inflammatoires

Selon la pharmacopée européenne (2008), «I’huile essentielle est un produit odorant,
généralement de composition complexe, obtenu a partir d’'une maticre premicre végétale
botaniquement définie, soit par entrailnement a la vapeur d’eau, soit par distillation séche, soit
par un procédé mécanique approprié sans chauffage ». L huile essentielle est le plus souvent
séparée de la phase aqueuse par un procédé¢ physique n’entrainant pas de changement

significatif de sa composition (ANSEM, 2008).

Les huiles essentielles sont des composés liquides trés complexes. Elles ont des propriétés et
des modes d'utilisation particuliers et ont donné naissance a une branche nouvelle de la

phytothérapie qui est I’aromathérapie (Benayad, 2008).

Elles se forment dans un grand nombre de plantes comme sous produits du métabolisme
secondaire.Selon Bruneton (1999), les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les
végétaux supérieurs, les plantes capables d’¢élaborer les constituants qui composent ces huiles
essentielles sont connues sous le nom de plantes aromatiques, réparties dans un nombre limité
de familles, ex : Myrtacées, Lauracées, Rutacées, Lamiacées, Astéracées, Apiacées,

Cupressacées, Poaceées, Zingibéracées, Pipéracées, etc.

Tous les organes végétaux peuvent renfermer des huiles essentielles en particulier les
sommités fleuries (Lavande, Menthe). On les trouve aussi dans les écorces (Cannelier), les
racines (Vetiver), les rhizomes (Gingembre), les fruits (Anis, Fenouil, Badiane), le bois
(Camphrier), les feuilles (Citronnelle, Eucalyptus), les graines (Muscade) et les boutons
floraux (clou de Girofle) (Belaiche, 1979 ; Paris et Hurabielle, 1981 ; Bruneton, 1999 ;
Ghestem et al., 2001).

Il existe plusieurs méthodes pour extraire les huiles essentielles. Les principales sont basées
sur I'entrainement a la vapeur, lI'expression, la solubilité et la volatilité. Les plus connues sont
la distillation a la vapeur d’eau, I’expression a froid, 1’extraction par solvants et par les
graisses (Robert, 2000 ; Proust, 2006) et I’extraction au CO2 en phase supercritique (Pellerin,
1991 ; Wenqtang et al, 2007).

Dans la nature, les huiles essentielles jouent un rdle important dans l'attraction des insectes
pour favoriser la dispersion du pollen et des graines ou pour en repousser d’autres. En outre,
les huiles essentielles peuvent aussi agir comme antibactériens, antiviraux, antifongiques,

insecticides, herbicides, ou peuvent avoir un effet dissuasif sur leur consommation par les
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herbivores en réduisant leur appétit pour ces plantes la. Les huiles essentielles ont également
un réle important dans la communication entre les plantes allélopathiques [Bakkali et al,
2008 ; Ibrahim et al, 2001).

La détection de certaines de ces propriétés biologiques nécessaires a la survie des plantes a
également été la base pour la recherche de propriétés similaires pour le combat contre
plusieurs micro-organismes responsables de certaines maladies infectieuses chez les humains

et les animaux.

Il est évident que certaines huiles essentielles possedent une activité anti-inflammatoire. Par
exemple, ’huile essenticlle de camomille a été utilisée pendant des siecles comme un anti-
inflammatoire et aussi pour soulager les symptémes associés a l'eczéma, la dermatite et
d'autres irritations prononcées (Kamatou et al, 2010). Cependant, il existe d'autres exemples
d'huiles essentielles (eucalyptus, de romarin, de lavande, millefolia) ainsi que d'autres plantes
(pin, clou de girofle et de myrrhe) qui ont été utilisés en tant que formulations mixtes comme

agents anti-inflammatoires (Darsham et al, 2004).

L'activité anti-inflammatoire des huiles essentielles peut étre attribuée non seulement a leurs
activités antioxydantes, mais aussi a leur interaction avec des cascades de signalisation
impliquant les cytokines, dans la régulation de facteurs de transcription, ainsi que sur

I'expression de genes pro-inflammatoires (Miguel, 2010a).

Les proportions des composants présents dans les huiles essentielles sont tres variables.les
principaux composants peuvent constituer jusqu'a 85% des huiles essentielles, tandis que les

autres composants peuvent étre présents que dans d’infimes quantités (Miguel, 2010b).
Les composants des huiles essentielles peuvent étre partagés en trois grands groupes :

« Les terpénes : monoterpénes et terpenes sesquiterpéniques.

« Les composés aromatiques, ex : alcool cinnamique, coumarine...

* D’autres composés tres divers (acides, alcools, aldéhydes, esters...) mais aussi des

produits phytosanitaires tels que des pesticides par exemple (Bourrain, 2013).

V11.3.3.Les terpénes et I’activité anti-inflammatoire

Dans le regne végétal, les terpénoides sont classés dans la catégorie des métabolites

secondaires (avec les flavonoides et les alcaloides) (Vandermoten et al, 2008).
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Les terpénoides représentent le groupe le plus diversifié des métabolites secondaires,
végetaux, ils contiennent plus de 50.000 composés de structures diverses, qui sont classés par
un certain nombre d'unités isopréne C5 (Sato et al, 2013). Selon le nombre de répétition de
I’'unité de base isopréne, nous avons : hémiterpenes (C5), monoterpenes (C10), sesquiterpénes
(C15), diterpénes (C20), sesterpenes (C25), triterpénes (C30), tétraterpenes (C40) et
polyterpénes (Vandermoten et al, 2008).

Seuls les terpénes dont la masse moléculaire est relativement faible (mono et sesquiterpénes)
sont rencontrés dans les huiles essentielles (Bruneton, 1999) et leur confére un caractére

volatil et est a la base de leurs propriétés olfactives (Pibiri, 2006).

Les terpénes ont été décrits comme ayant d’importantes activités biologiques, comme
analgésiques (Guimaraes et al, 2003 ; Quintans et al, 2013), anticonvulsivants (De Sousa et
al, 2007) et cardio-vasculaires (Silva-Filho et al, 2012). En outre, l'activité anti-
inflammatoire de certains terpénes est décrite dans la littérature, comme le B caryophyllene
(Gertsch et al, 2008), le citral (Quintans et al, 2011a), a-pinéne (Martin et al, 1993), le
citronellal (Quintans et al, 2011b), le limonene (Hirota et al, 2010) et surgiol (Chen et al,
2013). En fonction de la composition chimique des huiles, ils peuvent agir comme anti-
inflammatoire en agissant sur le métabolisme arachidonique, la production de cytokines, ou

sur la modulation de I'expression des génes pro-inflammatoires (Miguel, 2010a).

VI11.3.3.1.Effets sur le métabolisme de I’acide arachidonique

Les huiles essentielles de I'aloe vera (Aloe barbadensis Miller), de I'anis étoilé (Illicium verum
Hook f.), de la bergamote (Citrus aurantium subsp. Bergamia (Risso) Wight & Arn.), de la
feuille de cannelle (Cinnamomum zeylanicum Blume.), d'eucalyptus (Eucalyptus globulus
Labill.), des baies de geniévre (Juniperus communis L.), de lavande (Lavandula officinalis
Chaix & Kitt), du thym (Thymus vulgaris L.) de I'ylang-ylang [ylang-ylang (Lam.) Hook. F et
Thomson], dans lesquelles le limonéne, 1'acétate de linalyle, B-trans-caryophylléne, le 1,8-
cinéole, p-cymene, thymol et eugénol prédominent, a montré de forts effets inhibiteurs de la

lipoxygénase (Wei et Shibamoto, 2010).

Le 1,8-cinéole, un oxyde de terpene, présents dans de nombreuses huiles essentielles excerce
des propriétés inhibitrices sur les leucotrienes (LTB4) et des Prostaglandines (PGE2), les deux

voies du métabolisme de I'acide arachidonique (Juergens et al, 1998).
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Les huiles de Torreya nucifera Siebold et de Zucc, principalement constitué par le limonene,
d-3-caréne et a-pinene, sont des un inhibiteurs sélectifs de la COX-2 ayant des effets
inhibiteurs significatifs sur la production de PGE2 (The Yoon et al, 2009).

V11.3.3.2.Effets sur la production de cytokines

Certains auteurs ont signalé que I'huile de ’arbre a thé (Melaleuca alternifolia Cheel), dont la
composante majeure est le (terpinen-4-ol), a réussi a supprimer la production in vitro de TNF-
a et de IL-1p, ainsi que 1'IL-8, IL-10 et de la PGE2 par des monocytes de sang humain activés
par le LPS (Hart et al, 2000).

Caldefie et al. (2006) ont également fait état de la capacité de I'huile essentielle de cette
espéce a supprimer la cytokine pro-inflammatoire IL-2 et a stimuler la sécrétion des cytokines
anti-inflammatoires IL-4 et IL-10 dans les cellule mononucléaires ( monocytes et
lymphocytes) du sang humain périphérique stimulés par la léctine phytohémagglutinine
(PHA) a partir de Phaseolus vulgaris, cette derniére utilisée également pour stimuler les

cellules mononucléaires.

Hammer et al. (2000) ont rapporté que 1’huiles essentielle de Taxandria fragrans,
principalement constitués par le 1,8-cinéole, a-pinéne et le linalol, diminue la production des
cytokines TNF-a et IL-6.

L'huile essentielle de Cordia verbenaceaD. C. réduit de maniere significative les taux de
TNF-0, mais ne réduit pas la production d'IL-1f dans le tissu sous-cutané de la patte de rat qui
a recu une injection de carragénine (Passos et al, 2007).L’a-thuyone, 1’B-thuyone, le camphre
et la caryophylléne , principales composantes de I'huile essentielle d'Artemisia, sont capables
d'inhiber la libération de TNF-a, IL-1p et IL-6 dans les cellules RAW 264.7 traitées par le
LPS (Yoon et al, 2010).

Certaines huiles essentielles sont capables d'inhiber la production de cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-a, certaines d'entre elles, en particulier celles de la
citronnelle, du géranium et de la menthe verte et leurs principaux composants (citral, géraniol,
citronellol et carvone), peuvent également supprimer l'adhérence des neutrophiles induite par
le TNFa (Abe et al, 2003). Ces huiles essentielles ou leurs principaux composants
n’agissement pas directement sur le TNF-a, mais affectent la fonction des neutrophiles en
réprimant leur adhésion. Par ailleurs, la citronnelle et le citral, peuvent également supprimer

les cytokines pro-inflammatoires I'lL-1p et 1'lL-6 (Sforcin et al, 2009).
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L'effet inhibiteur de certaines huiles essentielles sur la production de cytokines pro-
inflammatoires semble étre médié par la suppression de I'expression génique de ces cytokines.
Certains auteurs, ont constaté que des huiles essentielles supprimaient significativement
I'expression de la protéine et de 'ARNm des cytokines dans les cellules stimulées, en
supposant donc que I'effet inhibiteur de ces huiles essentielles sur I'expression des cytokines
pro-inflammatoires se produit principalement au niveau transcriptionnel (Dung et al,
2009 ;Yoon et al, 2010 ; Dutra et al, 2009 ; Burkovska et al, 2007).

L'huile essentielle du thym, essentiellement constitué dep-cyméne et du thymol, a des
concentrations élevées uniquement (5000 mg / L) inhibe de facon significative I'expression
totale de I'ARNm de I'lL-1p dans le c6lon de souris dans lequel la colite a été induite par le

TNBS, mais n'inhibe pas significativement de I'expression d'IL-6 (Juhds et al, 2003).
V11.3.3.3.Modulation de I’expression des génes pro-inflammatoires

Comme nous I’avons présenté plus haut, I’oxyde nitrique (NO), les prostaglandines et les
cytokines participent aux évenements inflammatoires. NO synthétase (NOS) et la
cyclooxygénase (COX) catalysent la formation de NO et des Prostaglandines, respectivement.
COX-2 et INOS (Miguel, 2010a).Cette derniére catalyse la production d'une grande quantité
de NO a partir de L-arginine et de I'oxygene, elle est principalement déclenchée et régulée par
une série de voies de signalisation, comprenant celle du facteur nucléaire-kB (NF-kB) et celui
du facteur de transcription et des protéines kinases activées par les mitogenes (MAPK) (Yoon
7et al, 2010).

L'inhibition de I'activité ou de I'expression de la COX-2 par certains anti-inflammatoires est
dde a l'interférence avec les mécanismes de signalisation qui régulent le gene de la COX-2,
Pour ce dernier, quatre facteurs de transcription, y compris le NF-kB, CCAAT / protéine
activatrice de liaison (C / EBP), la protéine activatrice 1 (AP-1) et CRE-binding protein
(CREB) ont été identifiés comme régulateurs de la transcription de COX-2 (Gomes et al,
2008 ; Inoue et al, 1995).

Le dimere le plus fréguemment activé par la voie NFKB est p65:p50. La translocation de p65:
p50 vers le noyau aboutit a la transcription de plusieurs génes pro-inflammatoires tels que les
cytokines (TNF-a, IL-1p, IL-6) et les enzymes inductibles (iNOS et COX-2) (Yoshimura et
al, 2006 ; Janssen-Heininger et al, 2000).
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Dans les macrophages et d'autres types de cellules, le LPS active trois sous-classes de MAPK:
extracellular signal-regulated kinase (ERK), c-Jun-terminal kinase (JNK) et p38. Des études
ont révélé que certains composés sont capables de supprimer des cytokines pro-
inflammatoires et NF-kB, pour inhiber I'expression de la COX-2 et iNOS en inhibant
certaines de ces MAPK (Wadsworth et al, 2001; De-Xing et al, 2005).

Les huiles essentielles de Teucrium brevifolia Schreber et Teucrium montbretia Benth. ssp.
Foliumhéliotropique (Barbey) Davis,inhiberaient efficacement la production de NO induite
par le LPS, dans la lignée cellulaire de macrophage RAW 264.7. Le Spathulenol et I’ &-
cadinene prédominaient dans Teucrium brevifolia alors que le carvacrol et I'oxyde de
caryophyllene dominaient dans Teucrium montbretii. De tels composants se révelent étre
d'une grande importance dans l'inhibition de la production de NO, et par conséquent dans
I'inhibition de I'inflammation, (Menichini et al, 2009).

La production de NO a également été inhibée par I'huile essentielle des écorces du citrus dans
les macrophages RAW 264.7 activés par le LPS (Yang et al, 2009).

PGE2 n'a été inhibée que dans les cellules macrophages J774.Al stimulées par le LPS apres
avoir été traités avec des concentrations élevées de linalol. La méme chose a été observée
pour l'expression de la COX-2. Le méme monoterpéne a inhibé la libération de NO, mais n'a
pas inhibé l'augmentation de l'expression de I’enzyme iNOS, indiquant que l'activité

d'inhibition du linalol affectaitprincipalement l'activité de I'enzyme iNOS (Paena et al, 2006).

En plus de son effet inhibiteur remarquable de I'lL-1p, IL-6 et le TNF-o,I'huile essentielle de
Cryptomeria japonica, inhibe également la production de NO en réduisant la protéine iNOS et
I'expression de I'ARNm de iNOS, ainsi qu'une diminution de la PGE2 en raison de la
réduction de la protéine COX-2, et de I'expression de 'ARNm de COX-2 (Yoon et al, 2010).

Les effets inhibiteurs de I'huile essentielle de Abies koreana Silberlocke de Horstmann,
principalement constituéed’acétate de bornyle,de limonene et d’a-pinéne, sur les médiateurs
pro-inflammatoires (NO et PGE?2) étaient liés a la modulation de I'expression de iNOS et
COX-2 (Yoon et al, 2009).
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Chapitre Il : Présentation des plantes

Cedrus atlantica Manetti
I.1. Description générale du genre Cedrus

Le genre Cedrus, du grec « kedros », est classé parmi les plantes & graines (spermatophytes)
et plus précisément les plantes a ovules nues (gymnospermes). Il porte des cones
(Coniferophyta) constitués d'écailles disposées en spirale. C’est par excellence, 1’essence
noble de I’Afrique du nord et de I’Orient. Sur I’ensemble de leur aire naturelle, les cédraies

s’observent entre 1500 et 2600 m d’altitude.

Le genre Cedrus, appartient a la famille des Pinaceae, comprend plusieurs espéces dont la
valeur taxonomique a été longtemps controversée. Tout d’abord intégrés sous une seule
espéce (Cedrus libotanica), les cédres ont évolué vers une distinction en quatre espéces qui se

répartissent en quatre zones géographiques différentes (figure 8):

— Le cédre de I'Atlas ou Cedrus atlantica Manetti
— Le cédre du Liban ou Cedrus libani A. Rich.
— Le cedre de Chypre ou Cedrus brevifolia Henry.

— Le cedre de I'Himalaya ou Cedrus deodara G. Don (Agrawal et Rastogi, 1984)

La premiére espéce est endémique des montagnes nord africaines. La seconde est présente en
Asie mineure, au Liban et en Turquie. La répartition de Cedrus brevifolia est plus
confidentielle. En effet, elle ne couvre que quelques dizaines d'hectares dans I'fle de Chypre.
Enfin, Cedrus deodara est la plus répandue des espéces, elle peuple une partie de I'Inde, de
I'Afghanistan et du Népal (Toth, 2005).

Des études récentes montrent que le ceédre de 1’Atlas et le cedre du Liban sont proches et peu

différenciés 1’un de 1’autre, mais se distinguent clairement du cédre de I’Himalaya et de celui
de Chypre (Panestos et al ; 1992).
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Figure 8: Carte de répartition naturelle simplifiée des foréts de Cedrus autour de la
Méditerranée (Fadi et al, 2003)

Nous nous intéresserons plus particuliérement au cédre de 1’ Atlas.

1.2. Le cédre de I’Atlas

1.2.1. Généralités

Le cédre de I’Atlas Arz el Atlas en Arabe ou Bignoun en berbére, est I'une des especes
économiquement et écologiquement les plus importantes de la montagne méditerranéenne.
C’est I’'une des espéces protégées en Algérie par décret exécutif n® 93-285 du 23 novembre

1993, fixant la liste des especes végétales non cultivées protégées.

Le cedre de 1’Atlas, endémique de 1’Afrique du Nord (Atlas Algérien, Atlas Marocain et
montagnes du Rif) est considéré comme 1’essence noble de la région ; il y a occupé une place
beaucoup plus vaste qu’aujourd’hui et ses origines remontent avant le début de notre ere.

Son pollen a été identifié dans le Hoggar (Pons et Quezel, 1958).

Le cedre de I’Atlas présent en Afrique du Nord couvre une superficie totale de 170 000
hectares et s’adapte a un large éventail de climats variés, s’étendant du semi-aride (Aures),
subhumide (moyen Atlas) au per-humide de 1’étage montagnard méditerranéen, entre 1500
metres et 2400 meétres d’altitude (Quezel, 1976). En Algeérie son aire de repartition est plus
morcelée qu’au Maroc, il se localise aussi bien dans les massifs montagneux du Ouarsenis,

que dans les Babors, el Hodna et les Aures (Pujos ,1964 in Derridj, 1990).
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Son huile essentielle est constituée en majeure partie de produits sesquiterpéniques d’odeur
agréable. Elle a fait I’objet de nombreuses recherches en raison de son utilisation en industrie

des parfums, cosmétique et pharmaceutique (Achhal et al, 1980).

1.2.2. Systématique de la plante

La classification botanique du cédre de I’ Atlas est comme suit

Embranchement : Spermatophyta

S/ Embranchement : Gymnospermae
Classe:Coniferopsida

Ordre : Coniferales

S/ Ordre : Abietoideae

Famille : Pinaceae

Genre:Cedrus

Espéce:Cedrus atlantica Manetti.

(Thomas, 2013)

Noms communs (vernaculaires) et synonymes

Nom berbere : Bignoun, Ithguel, beguoun, Igdil, Inguel, Iguengen, Iblez, edgeish, abawal,
arzaq, larisq.

Nom arabe: El Arz, Sdil, Medded.

Nom anglais : Atlas Cedar.

La figure 9 représente des photos de I’arbre Cedrus atlantica Manetti dans la forét de Chrea
(Blida).
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Figure 9: Cedrus atlantica Manetti, Parc de Chréa (Mai, 2016)

1.2.3.Caracteres botaniques et dendrologiques

Le cedre de 1’Atlas présente un certain nombre de caractéres qui le distingue des autres

conifeéres :

= Port : c’est un arbre de haute taille, dépassant souvent 50 m, et en moyenne 40 m dans
les peuplements soit anciens en sol profond, soit serrés.Le port de 1’arbre est pyramidal
avec un fat droit, une cime réguliére et pointue a fleche courbée quand il est jeune ou
d’age moyen. En vieillissant le cédre diminue sa dominance apicale sur la fleche, il prend
alors une forme tabulaire, la partie supérieure de la cime se trouvant ainsi sur un plan

presque horizontal, on dit que le cédre « fait la table » (Boudy, 1952 ; Toth, 1990).
= Racines : le systeme radiculaire est développé, les racines sont trés étendues et ramifiées

mais rarement pivotantes, assurant ainsi la stabilit¢ de I’arbre (Boudy, 1952 ; Toth,

1970).
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Ecorce : lisse et brune quand I’arbre est jeune, 1’écorce se couvre de petites écailles

grises foncées, avec un aspect écailleux et de crevasses sinueuses quand il est agé.

Feuilles : jusqu’a 3-4 ans,les feuilles se présentent sous forme d’aiguilles persistantes
assez rigides, de 15 a 20 mm de longueur et de couleur variant de vert clair foncé a
bleuté. Isolées et soudées a 1’écorce sur rameaux longs, elles prennent la forme de

rosettes sur rameaux courts (Boudy, 1952 ; Toth, 1990).

Les organes reproducteurs : le cédre est une espéce monoique, les fleurs males et les
inflorescences femelles (Figure 10) sont portées par le méme arbre mais sur des rameaux
différents. La floraison a lieu en automne ; les fleurs males sont des chatons cylindriques
dressés, de couleur jaune verdatre ; les fleurs femelles sont des chatons ovoides (cones)

dressés, de couleur vert bleuatre (Jacamon, 1987 ; Boudy, 1950).

Fruit : les cones mdrs sont ovoides cylindriques, dressés, déprimés au sommet, de
couleur brunatre, longs de 5-8 cm et composés d’écailles ligneuses et étroitement
imbriquées (Riou-Nivert, 2007). La fécondation ayant lieu en automne, a 1’automne de
I’année suivante, le cone est complétement milr et s’ouvre ainsi, deux ans aprés la
fécondation sous I’action de I’humidité ou suite a une immersion dans 1’eau (Boudy,

1952 ; Toth, 1980).

1. Aiguilles
2. Chatons males
3. Cone femelle

Figure 10 : Aiguilles et pieces reproductrices du cedre de 1’Atlas (Arbez et al., 1978)
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= Graine : les graines du cedre sont de grosse dimension (10-15 mm), huileuses,
triangulaires, de couleur marron roux et se terminant par une large aile trés résineuse, et
enveloppées dans une pellicule résineuse protectrice. En raison de leur poids, leur
dissémination par le vent est difficile (Debazac, 1964).

= Longévité : le cédre est une espéce dont la longévité parait fabuleuse, puisqu’il peut vivre
plusieurs siécles dépassant certainement 600 a 700 ans, il atteindrait 1000 ans et plus
(Chbouki, 1994; Arnaud, 1997) etpeut donner des graines fertiles jusqu’ a un age
avancé (Boudy, 1952). La longeévité des cedres est due a leur croissance trés lente, ils
produisent un bois trés dur et tres résistant méme au feu et aux troupeaux et possede une

grande faculté de régénération (Slimani et al.,2014).

En Algérie, a Theniet- EI Had, les vieux arbres vigoureux atteignent des tailles considérables.
Sari (1977) in Khanfouci (2005) aurait observé des spécimens colossaux dénommés le
« Sultan » qui a disparu, mais la « Sultane » a 7 m de circonférence a hauteur d’homme, et
« Messaoud » est encore plus volumineux.Ces arbres sont tres anciens et dépassent les 300

ans.

Sur la figure 11 sont reportes les différents caracteres botaniques de Cedrus atlantica.

Le port Les feuilles Les racines L’écorce | Les fruits |

Figure 11: Caracteres botaniques de Cedrus atlantica Manetti (Parc de Chréa)

1.2.4. Distribution géographique

L’aire naturelle du ceédre de 1’ Atlas se situe en Afrique du Nord ; au niveau de 1’Atlas et le Rif

marocain ainsi que 1’ Atlas Algérien.
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Le cédre de 1’ Atlas se localise dans les zones de montagne entre 1500 et 2000 m ou il occupe
pres de 200.000 hectares en Afrique du Nord dont les 3/4 au Maroc et le reste en Algérie.
Il a été introduit en tant qu’espeéce de reboisement en France, Italie, Bulgarie et en Russie

(Lasram, 1994).

En Algérie, Cedrus atlantica est endémique de certaines montagnes. Il se rencontre au Nord-
centre et a I’Est, sous forme de cédraies morcelées en plusieurs Tlots discontinus de surface
inégale. Roche (2006) a établi une carte de répartition (Figure 12) dans laquelle il définit
7 Tlots de cedraies modifié par Demarteau (2006).

- I’Atlas Tellien Sublittoral des Babors, Tababors avec 1300 ha et le Djurdjura avec 2 000 ha;
- I’Ouarsenis avec 100 ha, Chréa et Theniet-El-Had avec 1 500 ha ;

- Les monts des Aures et du Bélezma avec 17000 ha, qui constituent les peuplements les plus
importants et les monts du Hodna avec 8000 ha, affectant le facies sec, du fait de la proximité

immédiate du Sahara.

Cedrus aflantica
Pinus halepensis
Juniperus fthurifera

| Juniperus phoenicea M

Figure 12: Localisation des flots de Cedrus atlantica en Algeérie

(Roche, 2006 modifie par Demarteau, 2006)

Le Massif de I'Aurés, 2. Monts de Belezma, 3. Monts du Hodna, 4. Djbel Babor, 5. Massif
du Djurdjura, 6. Monts de Blida, 7. Massif de I'Ouarsenis.
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1.2.5.Utilisations thérapeutiques de I’huile essentielle du cedre de I’ Atlas
1.2.5.1. Importance thérapeutique et cosmétologique

L'huile essentielle de bois de cedre est antiseptique, cicatrisante, antifongique, purifiante et
relaxante. Son extrait est utiliseé en parfumerie et en cosmétologie. En outre, il est prescrit
contre la dermatite et ’inflammation de la peau (Ghanmi et al, 2011). Selon Thabrew
collaborateurs (2003), Cedrus atlantica, aurait des effets anti-inflammatoires et

analgésiques.

L’huile essentielle de cedre est surtout utilisée en parfumerie et en cosmétique, par les
producteurs de savon de toilette et détergents (Schaffner, 1993). Les molécules principales
qui la composent sont des hydrocarbures sesquiterpéniques, a, 3 et y- himachaléne. (Muller et
Oelkers, 1993). Elle est aussi utilisée a la place de la pyréthrine contre les insectes
domestiques et cela en raison de ses propriétés insecticides et de son caractere non toxique

pour les mammiféres (Sallé, 1991).

L’huile essentielle de cédre est également un fongicide efficace, non-phytotoxique, elle
permet de controler la détérioration fongique de certaines épices pendant leur stockage
(Maxwell-Hudson, 1995 ;Bouchra et al., 2003)

Elle possede également une activité antimicrobienne (Hammer et al., 1999), antivirale
(Monica et al., 2008), et molluscicide (Lahlou, 2003).

Une récente étude a montré que l'inhalation d'huile essentielle de Cedrus atlantica atténuait
le comportement de la douleur postopératoire par I'activation des voies descendantes de la
modulation de la douleur aigue (Martins et al, 2015).

L’huile essentielle aromatique a des propriétés antiseptiques, et elle est largement utilisée
dans le traitement des bronchites de la toux et des indigestions. De 1’écorce de cédre sont

extraits la cellulose et ses dérivés (Perrot et Paris, 1971 ; Meftah, 2011).
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1.2.5.2. Quelques données ethnobotaniques Algériennes

El Guetrane, « Aassal bignoune » est un produit de la pharmacopée séculaire Auréssienne,
il est extrait de la pyrogénation du bois de cédre de 1’Atlas (Cedrus atlantica). Utilisée depuis
toujours a des fins domestiques courantes comme en médecines traditionnelles humaine et
vétérinaire, le miel de cedre demeure un produit d’actualité a travers le massif des Aurés. Son
extraction artisanale bien que trés limitée persiste dans les massifs les plus inaccessibles de

Batna et surtout de Khenchela.

Aéssal bignoune serait réservé aux usages medicinaux pour le traitement de certaines
infections parasitaires cutanées. Avicenne, dans son traité de médecine, le préconisait pour le
traitement des vers parasites du tube digestif. Pour les bergers, il demeure un reméde

d’actualité contre la gale du mouton, de la chévre et du chien.

En cas d’angine infantile, presque toutes les grand-meres auréssiennes y recourent en
appliquant d’infimes quantités d’adssal bignoune sur les amygdales de I’enfant malade.
La médecine moderne a confirmé aujourd’hui ’efficacité parasiticide de cet extrait naturel
séculaire et les dermatologues lui reconnaissent des vertus curatives certaines contre plusieurs
infections de la peau. En cosmétologie, il est préconisé surtout pour le raffermissement du

cuir chevelu et pour la lutte contre la chute des cheveux.

1.2.6. Composition chimique de I’huile essentielle de Cedrus atlantica manetti

La composition de I’huile essentielle d’aiguilles de C. atlantica de Rabat (Maroc) est dominée
par les monoterpénes oléfiniques, 1’ pinéne (34%), le B-pinéne (32 %) et le myrcéne (17%)
(Lahlou, 2003). Celle de Tichoukt (Maroc) est également dominée par 1’a-pinene (14,85 %),
suivi de I’himachaléne (10,14 %) (stéréochimie non précisée), du p-himachalene (9,89 %), du
y-himachalene (7,62 %) et de la cis-a-atlantone (6,78 %) (Derwich et al., 2010).

L’huile essentielle du C. atlantica de la forét de Bainem (Algérie) est, quant a elle, composée
de monoterpénes tels que I’a-pinéne (18 %) et 1’a-terpinéol (7 %) et de sesquiterpénes tels le

B-caryophylléne (9 %) et I’oxyde de caryophylléne (10 %) (Boudarene et al., 2004a).

Une seule étude a été réalisée sur deux échantillons d’huile essentielle de graines de C.

atlantica d’Algérie (Boudarene et al.,2004b). L’a-pinéne (37,1 %) est le constituant
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majoritaire de 1’échantillon provenant du nord-est de 1’Algérie, alors que celui provenant
d’Algérie centrale a pour composé majoritaire le manoyle (20,7 %). C’est la premicre fois
qu’un diterpeéne est signalé comme composé majoritaire d’une huile essentielle de ceédre de

I’Atlas.

L’huile essenticlle de bois de cédre du Maroc est en général largement dominée par les
himachalénes, le B-himachaléne étant 1’isomére majoritaire (41,3 %-46,0 %), suivi de I’a-

himachaléne (14,4-16,9 %) et du y-himachaléne (10,1-11,2 %) (Chalchat et al., 1994).

D’autres sesquiterpénes ont également été signalées comme la (E)-a-atlantone (jusqu’a 30,8
%), la déodarone (jusqu’a 7,7 %), I’himachalol (jusqu’a 7,1 %), la (Z)-a-atlantone (jusqu’a
5,9 %) et la (E)-y-atlantone (jusqu’a 4,2 %) (Aberchane et al., 2004 ; Satrani et al., 2006).

L’huile essentielle de bois de cedre d’Algérie est également riche en sesquiterpénes. En effet,
au nord de I’Algérie dans la région de Chréa, le B-himachalene (13,6 %), la (E)-a-atlantone
(10,8 %) et I’époxyhimachaléne (8,7%) sont les composés majoritaires (Dahoun et al.,1993).
Dans la forét de Bainem, prés d’Alger, I’himachalol (28,1 %) est le composé majoritaire, a
coté du B-caryophylléne (6,0 %), de I’a-pinéne (5,6 %), du B-himachaléne (3,7 %), du y-
himachaléne (2,3 %) et de I’a-himachalene (2,1 %) (Boudarene et al., 2004a).
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[1.  Cupressus sempervirens L

I1.1. Description genérale des cypres

Le cyprés (famille des Cupressacées) est un genre d'arbressempervirents, c'est-a-dire a
feuillage persistant. Le nom Cupressus vient du latin et du Grec «Kuparissos», bien que
certains auteurs pensent que cela viendrait plutot de « Cyprus» qui indique son origine

Chypriote.

Le nombre d’especes incluses dans ce genre varie selon les auteurs de 16 a 30, voir plus.
Le genre Cupressus est I'un des multiples genres de la famille des Cupressacées. Sur la base
de l'analyse génétique et morphologique, le Cupressusest classé dans la sous-famille
Cupressoideae. Les Cyprés sont trés répandus dans les régions tempérées chaudes de
I’hémisphére nord, notamment en Amérique du Nord, dans le bassin méditerranéen et en Asie
subtropicale a haute altitude (Rawat et al., 2010). Ce sont des arbres a feuilles persistantes

qui peuvent atteindre jusqu’a 40 m de hauteur.

Trois espéces ont eté rapportées comme faisant partie de la flore d'Afrique du Nord, elles
forment un agrégat appelé conventionnellement Cupressus sempervirens aggr., étant
étroitement liées et semblables en apparence externe, elles sont souvent confondues (Greuter
et al.,, 1984).Ces especes agrégées comprennent une espece endémique du Maroc :
C. atlantica Gaussen, les especes endémiques de 1’Algerie : C. dupreziana A. Camus,
etC. sempervirens L(Touati et al., 2014 ; Zouaghi et al., 2015), une derniére espece en
Tunisie comprenant trois variétés, pyramidal, horizontalis et numidica, qui différent dans

I’orientation de leurs branches (Neffati et al., 1999).

Selon Stewart (1969), une seule espéce de Cupressus recouvrait a 1’origine toute la zone
méditerranéenne. La différentiation entre le Cyprés vert, le Cypres du Tassili et le Cyprés de

I’ Atlas s’est faite au cours du temps et serait due a I’influence du milieu.
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11.2. Le cypreés vert
11.2.1. Généralités

Le cypres commun est un arbre représentatif de la flore méditerranéenne, originaire de 1’est
du bassin méditerranéen (Iran, Syrie, Chypre), mais cultivé sur tout le pourtour méditerranéen
(Riou-Nivert, 2011). Cette espece a été introduite a grande échelle dans toute I'Europe du Sud
et I'Afrique du Nord depuis au moins deux millénaires, d'abord par les Grecs de I'Antiquité,
puis par les Romains (Baumann, 1982). Dans la région méditerranéenne ou il est planté pour
I’ornementation, c’est une espéce connue sous le nom d’arbre des cimetiéres, symbole du

deuil.

Actuellement, le cyprés contribue a la protection des sols contre les différents types d’érosion
(brise vent). Il est retrouvé dans les aires de loisir, ¢’est donc un élément de reboisement des

plus précieux pour I’ Afrique du Nord.

Cupressus sempervirens L qui signifie « Cypres toujours vert », sempervirens est un mot qui
vient du latin « semper » toujours et « virens » qui signifie vert (figure 12), c’est une espéce
conifére, un arbre monoique appartenant a la famille Cupressaceae. C’est un grand arbre
(généralement de 15 a 20 m de haut, mais qui peut atteindre 30 a 40 m) avec un tronc bien
développé (jusqu'a 3 m de circonférence). Ses feuilles sont persistantes, de couleur vert foncé,
soit aciculaires (seterminant en pointe chez les jeunes stades) ou a trés petites a écailles, et qui

se chevauchent sur quatre rangs (Vidakovic, 1991).

Figure 13 : Cupressus sempervirens L, Parc de Chréa (Mai, 2016)
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11.2.2. Systematique de la plante

La classification botanique du cypres vert est comme sulit:

Embranchement Spermaphytes

Sous Embranchement Gymnospermes
Classe Pinopsida

Ordre Pinales

Famille Cupressaceae

Genre Cupressus

Espéce Cupressus sempervirens

(Farjon, 2013)

e Noms communs (vernaculaires) et synonymes

v" Nom francais : cypreés toujours vert, cyprés méditerranéen, cypres de Florence, cypres
d’Italie, cyprés de Provence, arbre de bienvenue, I'arbre des cimetiéres.

Nom arabe : El-sarwe el-akhdar, Bestana, Serouel.

Nom berbére: Tayda, Azel, Tarut, Tiddi.

Nom anglais : Mediterranean Cypress.

D N N NN

Nom perse : Zarbin

11.2.3.Caracteres botaniques et dendrologiques

Le cyprés présente un certain nombre de caracteres qui le distingue des autres coniferes :

= Catégorie : c’est unarbre (conifere) a grande longévité, monoique et thermophile, au
tronc rectiligne a I’écorce d’un gris brunatre, fibreuse et striée verticalement, les rameaux

écailleux sont bruns (Becker et al., 1982).
= Feuillage : c’est un arbre a feuillage persistant, les feuilles sont sous la forme d’écailles

opposées, minces, petites, ovales et pointues, appliquées sur le jeune rameau qu’elles

recouvrent lui donnant une teinte d’un vert foncé, mat ; le gland résinifére est peu visible.
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Rameaux : ils sont cylindriques ou légerement quadrangulaires, de 1mm environ de

diameétre, non rudes (figure 14).

Figure 14: Cupressus sempervirens L (Encyclopédie des plantes médicinales, 2001).

Inflorescence : Les fleurs males et femelles sont portées sur le méme pied, on retrouve
les fleurs a I’extrémité des rameaux. Les chatons males jaunes & brun clair chargés en
pollen peuvent étre allergisants, les chatons femelles globuleux verts sont réunis en
bouquet a I’extrémité des jeunes pousses. La floraison a lieu au printemps et les cones

maturent au printemps suivant (Vidakovic, 1991).

Pollen : les grains de pollen des Cupressacées sont morphologiquement tres homogeénes.
Il est donc impossible de réaliser des déterminations polliniques au niveau du genre ou de
I’espéce. Le genre Cupressus pollinise abondamment en « février — mars » et a un

pouvoir allergisant. La pollinisation est anemogame (pollen transporté par le vent).

Cones (fruit) : Strobiles, globulaires, verts (3 a 4 cm) et brillants, (figure 15) légerement
mucronées a 6 — 14 écailles ligneuses polygonales d’un brun clair a brun foncé a maturité

(tous les deux ans), contenant de nombreuses graines ailées (Camus, 1914).
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Graines : Au nombre de 8 a 20 par écaille, brun clair et brillantes, les graines sont de

forme irréguliére, entourées d’une aile étroite conduisant a une plantule a deux cotylédons.

Tronc : tronc droit a écorce grisatre et crevassee, le bois est tres dur et

imputrescible.

Ecorce : mince et lisse puis crevassée longitudinalement, gris brunatre; ne s’exfoliant pas.

Port : Cyprés horizontal : branches étalées (ou plus ou moins dressees).

Cyprés pyramidal : branches dressées formant une cime conique a fusiforme.

Taille : I’arbre a une taille moyenne de 20 a 30 m.

Enracinement : Son enracinement le fixe solidement au sol. Il assure la stabilité de 1’arbre

(Boudy, 1950).

Multiplication : se fait par semis au printemps apres avoir pris soin de conserver les
graines au froid durant 3 mois (pour respecter la dormance), le bouturage lui a lieu a la fin

de I’été.

Figure 15 : Cypres vert (Cupressus sempervirens L) (Marcello et al, 2004)
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11.2.4. Distribution géographique

En raison de sa longue histoire horticulturale dans la région méditerranéenne, la répartition
naturelle du cypres vert est difficile (Eckenwalder, 2009). Les peuplements spontanés se
produisent dans le sud-ouest du bassin méditerranéen sur plusieurs zones géographiguement
éloignées atteignant vers I'est le Caucase et le sud-ouest de I'lran, & partir du niveau de la mer
(Créte) jusqu'a 2 000 m (Turquie) (Intini, Della Rocca, 2004).

Divers auteurs attribuent sa distribution originaire aux fles de la mer Egée (Créte, Samos,
Rhodes, Kos et Symi), ainsi qu’a Chypre, a la Turquie, auMoyen-Orient (Syrie, la Jordanie, le
Liban et I'lran), et au Nord-Est de 1’Afrique (Libye, Tunisie) (Farjon, 2013). Toutefois des
études récentes de classifications génétique et paléobotanique supposent la présence de
populations naturelles de Cyprés dans la Méditerranée centrale (Bagnoli, 2009).

Une fois établis, les spécimens introduits se sont propagés le long de la cote méditerranéenne,
ne formant jamais de vastes peuplements forestiers, mais plutdt de petits bosquets (plus tard
considérés comme des peuplements naturalisés) qui se composent généralement d’arbres en
forme de colonnes pyramidales (C. sempervirens var. Pyramidalis Nyman) (Gaudullot et de
Rigo, 2016). Cependant, dans les aires de répartition naturelles, les arbres poussent en
peuplements purs (plus tard dénommeés les peuplements naturels), comprenant principalement
des arbres dont les branches sont ramifiés horizontalement (C. sempervirens var. Horizontalis
[Mill.] Gord.).

En Afrique du Nord et tout particulierement en Algérie, il se comporte actuellement comme
une essence autochtone, trés bien adaptée a nos climats secs. 1l en existe deux formes, souvent
présentes dans le méme lot de plants : la forme fastigiata a cime étroitement conique et la

forme horizontalis a branches étalées (Letreuch-Belarouci, 1991) (Figure 16).
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ECHELLE
P i ) * Cupressus sempervirens L

Figure 16 : Aire de répartition du Cupressus sempervirens L (Laarouk, 1998)

11.2.5.Utilisations thérapeutiques de I’huile essentielle du cyprés

Les huiles essentielles de C. sempervirens sont bien connues pour posséder des propriétés
anticoagulantes,  antiseptiques,  astringentes, antispasmodiques, anti-hémorroidales,
anti-diarrhéiques, hypotensives et vasoconstrictrices (Le Floc’h, 1983 ; Ulusal et al, 2007).

Elles auraient aussi une activité anti-inflammatoire (Taha et al, 2007).

Selon les Cahiers de I’ Agence du Médicament, le cypres est traditionnellement utilisé dans les
manifestations subjectives de ’insuffisance veineuse telles que « jambes lourdes » et dans la
«symptomatologie hémorroidaire», aussi bien par voie orale qu’en usage local. Il est

également utilisé dans les crises hémorroidaires (Raynaud, 2005).

En effet, appliqué sous forme d'huile essentielle diluée, le cyprés agit sur les varices et les
hémorroides en fortifiant les vaisseaux sanguins. Un bain de pieds de cones de cypres réduit
une transpiration excessive. En usage interne, le cyprés agit comme un antispasmodique et un
fortifiant général. On le prescrit en cas de coqueluche, contre les quintes de toux. Il soigne
également les rhumes, la grippe, les maux de gorge et les douleurs rhumatismales

(Encyclopedie des plantes médicinales, 2001).

D’autres études ont démontré que I'huile essentielle de cette plante présentait une activite

antimicrobienne (Toroglu, 2007 ; Kassem, 2006) et antifongique (Alfazairy, 2004).C.
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sempervirens est largement utilisé aussi en cosmétique dans la parfumerie et la fabrication du
savon (Usher, 1974).

I1.2.6. Composition chimique de I’huile essentielle de Cupressus sempervirens :

Les composants chimiques d’huile essentielle des rameaux de Cupressus sempervirens sont :
A -3 caréne (16.49%), sabinéne (13.91%), a-pinéne (13.07), terpin-1-én-4-ol (7.69%),
terpinoléne (7.13%), limonéne (6.28%), y- terpinéne (4.97%), myrcene (4.86%), cédrol
(3.62%), acetate di a-terpenyle (2.98%) (Pierre, 2000).

Les feuilles et les fruits de cette plante sont trés riches en tanins et en flavonoides, mais ils
sont dénues d'alcaloides et pauvres en saponines (Emami et al, 2004).

Une étude en Algérie a révélé que I’huile essenticlle de C. sempervirens était composee
principalement de: a-pinene (2.8-44.9%), 6-3-carene (31-10.6%) et d’ a-terpinyl acetate (5.5—
12.0%) (Chanegriha et al, 1997).

Une autre étude a montré que les huiles essentielles isolées a partir des feuilles de Cupressus
sempervirens L par distillation & la vapeur, récoltés dans la région de Tlemcen eétaient
principalement composées d'hydrocarbures monoterpéniques (75,7%), avec 1’a-pinene
comme constituant majeur (60,5%), et le cédrol (8,3%) s'est avéré étre le deuxiéme

constituant le plus important (Mazari et al, 2010).
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Partie expérimentale Objectif, Matériels & Méthodes

I. Objectif

Le cedre est largement utilisé en médecine traditionnelle séculaire Auressienne, dans le
traitement de plusieurs pathologies en particulier & composante inflammatoire. Le cyprés
quant a lui est utilisé en usage externe pour traiter les rhumes de cerveau, la toux et la

bronchite (a guide to medicinal plants in north Africa, 2005).

Trés peu d’études ont été menées sur ces plantes, et aucune n’a concerné 1’étude des

propriétés anti-inflammatoires de leurs huiles essentielles.

Le présent travail a eu par conséquent comme objectif d’étudier d’une part, I’innocuité des
huiles essentielles extraites de Cedrus atlantica Manetti (Cédre de 1’Atlas) et Cupressus
sempervirens (Cypreés) récoltés tous les deux dans la région de Chréa (Blida) durant le mois
de Mai 2015 et 2016, par la réalisation d’un test de toxicité aigiie et d’explorer d’autre part,

leur potentielle activité anti-inflammatoire.

L’ensemble de 1’é¢tude expérimentale a été réalisée au niveau du Laboratoire de Recherche

« Santé et Productions Animales », a I’Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire.

1. Matériel & Méthodes

11.1. Matériel
11.1.1. Matériel végétal

Les écorces de cedre (figure 1) ainsi que les cones de cypreés (figure 2) ont été récoltés durant
les mois de mai 2015 et mai 2016, dans le Parc National de Chréa, classé dans le réseau des
réserves de la Biosphére par le programme MAB de I'UNESCO en 2002, situé a 1500 m
d'altitude et a 50 kilométres d'Alger (figure 3).
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Figure 1: Ecorces de Cedrus Figure 2 : Cones de Cupressus
atlantica Manetti sempervirens
N LOCALISATION DU PARC DE CHREA

Legend

e point coté Terrains cultivés et villages - série du cédre
infrastructures routieres - serie de chéne liege - série du pin d'alep
- série de chéne vert terrains vides
Km
0 15 38 6 9 12

Figure 3: Localisation géographique de la région de récolte : « Parc National de Chréa »
(FAO, 2012)
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Les spécimens récoltes des deux plantes etudiées ont été séches a température ambiante, dans

un endroit sec et aéré, a I’abri de la lumieére.

Leur identification a été réalisée par le Département de Botanique de I’Ecole Nationale

Supérieure d’ Agronomie d’El-Harrach.

11.1.2. Matériel animal

L’étude de la toxicité aigiie et des propriétés anti-inflammatoires des huiles essentielles
extraites des deux plantes a été réalisée sur des souris males albinos de souche NMRI (figure
4), fournies par I’Institut Pasteur d’Alger, pesant entre 25 et 28 g, qui ont été réparties a raison
de cing souris par lot. Les souris ont recu une alimentation a base de granulés (La Ration®) et
de I’eau du robinet ad libitum. Elles étaient hébergées dans des conditions d’ambiance
contrdlées (température de 20 a 24°C, humidité de 50 % et une photopériode n’excédant pas

10 heures).

Les souris ont été acclimatées aux conditions d'ambiance du laboratoire de recherche SPA,
pendant 15 jours précédant la réalisation des essais. Elles ont été ensuite, identifiées et

soumises a une diete hydrique 12 heures avant les expérimentations.

Figure 4: Souris albinos de souche NMRI (photo personnelle)
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11.1.3. Instruments, consommables et réactifs

Le matériel et I’ensemble des réactifs, consommables utilisés pour les extractions et les

activités biologiques sont reportés en annexe 1.

11.2. Méthodes

11.2.1. Extraction des huiles essentielles
11.2.1.1. Préparation de la matiére végétale

L’écorce de ceédre a été broyée a I’aide d’un marteau puis au mortier, les cones de cypres ont

été décongelés la veille et ont également été broyés.

11.2.1.2. Extraction par hydrodistillation

L’extraction des huiles essentielles de 1’écorce de cedre et des cOnes de cypres, a été réalisée
par hydrodistillation au moyen d’un dispositif d’extraction de type Clevenger (Figure 5) selon
la technique décrite dans la Pharmacopée Européenne 6° édition, 2008. Il s'agit de la méthode
la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée, I’avantage de cette technique réside
en l'abaissement de la température de distillation ; les composés sont donc entrainés a des
températures beaucoup plus basses que leur température d’ébullition, ce qui évite leur
décomposition (Carnat, 1998) et pour sa simplicit¢ de mise en ceuvre, son coit réduit et

I’absence de solvant organique.

Le principe de la technique repose sur I’entrainement a la vapeur d'eau des constituants
volatils des produits bruts. La vapeur détruit la structure des cellules végétales et libére les
molécules qu’elles contiennent entrainant les plus volatiles en les séparant du substrat

cellulosique.

Aprés séchage et broyage de la matiére seche, le matériel végétal est pesé (2000 g d’écorces
de Cedrus atlantica, 1000 g de Cupressus sempervirens) puis immergé directement dans un
ballon en verre, rempli d'eau distillée placé sur une source de chaleur (chauffe ballon). Le tout
est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont condensées par passage dans un

réfrigérant, les gouttelettes ainsi produites s’accumulent dans le tube rempli auparavant d’eau
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distillée et I'huile essentielle se sépare de I'hydrolat par simple différence de densité. L'huile
essentielle étant plus Iégére que I'eau, elle surnage I'nydrolat (figure 6).

L’opération d’extraction se prolonge trois heures apres récupération de la premiére goutte de
distillat. L’huile ainsi obtenue est récupérée puis traitée par un déshydratant, le sulfate de
sodium, afin d’¢éliminer le peu d’eau susceptible d’avoir été retenue dans 1’huile. Elle est enfin

conserveée dans des flacons en verre ambreé bien scellés a temperature basse (+ 4 °C).

Figure 5 : Dispositif d’extraction de type Clevenger

Figure 6: Huile essentielle de Cedrus Figure 7: Huiles essentielles récoltées
atlantica dans I’ampoule a décanter Cedrus atlantica, Cupressus sempervirens
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11.2.1.3. Détermination des rendements d’extraction

Le rendement d’extraction de I’huile essentielle est défini comme le produit du rapport entre
la masse d’huile essenticlle obtenue et la masse de matériel végétal traitée.Le rendement est

calculé par la formule suivante :

Rdt% = M/M0x100

Rdt% : Rendement des huiles essentielles.
M : Masse d’huile essentielle récupéré (g).

MO : Masse de matiére végétale séche (g)

11.2.2. Etude des activités biologiques

Une premiére étude de toxicité aigué orale des huiles essentielles de Cedrus atlantica et de
Cupressus sempervirens a ¢été réalisée sur souris avant d’étudier leur activité anti-

inflammatoire.

11-2.2.1. Etude de la toxicité aigtie

e Principe
Les tests de toxicité aigle des huiles ont été réaliseés selon la méthode décrite par la ligne

directrice de 1’Organisation de Coopération Economique et de Développement (OCDE) n°425
(2008).

Elle permet d’évaluer les effets toxiques qui apparaissent dans un laps de temps court de 1 a

14 jours, apres I’administration d’une dose unique d’une substance donnée.

e Essai limite & 2 000 mg/kg

Il s’agit d’un essai séquentiel réalisé sur 5 animaux au maximum. Une dose expérimentale de
2000 mg/kg, est administrée a un animal. S'il meurt, I'essai principal est réalisé afin de
déterminer la DL50. Si lI'animal survit, on traite quatre animaux supplémentaires suivant une
séquence, de telle sorte qu’un total de cinq animaux soit testé. Cependant, si trois animaux

meurent, I'essai limite s'achéve et I'essai principal est effectué.
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La DL50 est considérée comme supérieure a 2000 mg/kg, si au moins trois animaux
survivent. Si un animal meurt de fagon inattendue a un moment tardif de I'étude, et si d'autres
survivent, il convient d'arréter le traitement et d'observer tous les animaux afin de voir si
d'autres animaux vont également mourir au cours d'une période d’observation similaire.

Les morts tardives sont comptabilisées de la méme fagon que les autres morts.

a) Matériel biologique

L’étude a été réalisée sur 15 souris albinos de la souche NMRI de sexe maéle pesant en
moyenne 25 g et réparties en 3 lots de 5 souris chacun: lot témoin, Lot HE Cypres, Lot HE
Ceédre.

b) Protocole
Une dose unique de chaque huile a tester est administrée par voie orale, par gavage a l'aide
d'une sonde gastrique (figure 8). La dose est calculée en fonction du poids corporel moyen a

jeun des animaux.

Pour 1’administration, chaque huile essentielle a été diluée dans 0,5 ml d’huile neutre et
administrée a la dose de 2g/kg. Les souris ont été ensuite privées de nourriture pendant 4

heures apres 1’administration du produit.

Figure 8: Administration par gavage a une souris a I’aide d’une sonde gastrique
(photo personnelle)
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c) Observation du comportement des animaux

Les animaux ont été observés individuellement, au moins pendant les 4 premiéres heures
suivant l'administration de [’échantillon, en établissant une fiche d’observation, puis
quotidiennement durant une durée de 30 minutes sur une periode d'observation de 14 jours,
afin de noter toute modification du comportement des souris, les symptémes manifestés ainsi
que les mortalités. Une attention particuliere a été apportée a la manifestation de

tremblements, convulsions, salivation, diarrhées, l1éthargie, sommeil et coma.

d) Etude de I’évolution pondérale des souris

Les souris sont pesées immédiatement avant I’essai et ensuite au 7° et 14° jour.

e) Prélévement d’organes
Une autopsie a été effectuée sur les animaux morts pendant ’expérience ainsi que sur les
survivants, tout en notant toutes les modifications pathologiques macroscopiques sur les

différents organes, ces derniers ont été lavés et peses (figure 9).

Figure 9 : Prélevement et pesée des organes

a. Prélevement des organes ; b .Pesée des organes
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11.2.2.2.Etude de ’actiVité anti-inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire des huiles essentielles de Cedrus atlantica et de Cupressus
sempervirens a été évaluée par le test de LEVY, qui consiste en I’injection sous 1’aponévrose
plantaire de la patte de la souris de la Carragéenine (mucopolysaccaride sulfaté extrait d’une
algue marine), induisant une réaction inflammatoire qui peut étre réduite par un produit anti-
inflammatoire (Winter et al. 1962). L’étude a porté sur 1’évaluation de 1’activité anti-

inflammatoire a différentes doses des deux huiles essentielles.

e Protocole expérimental

Un effectif de 40 souris males de souche NMRI pesant en moyenne 26 g a été réparti en 8 lots
de 5 souris chacun, les souris ont été privées de nourriture et d’eau 12 heures avant

I’expérimentation.

a. Prétraitement par les huiles essentielles

Une heure avant I’injection de la carragénine, les souris regoivent par gavage intra-gastrique
(0,5 ml par souris) a I’aide d’une sonde gastrique les différentes suspensions a tester comme

suit:
Lot témoin: ayant recu de 1’huile neutre.

Lot standard : ayant recu la solution de Diclofénac (50 mg/kg) dissoute dans du NaCl
(0,9%).

Lots traités (3, 4, 5, 6, 7, 8) : ayant recu respectivement les doses 50, 100 et 200 mg/kg des
huiles essentielles de Cupressus sempervirens et de Cedrus atlantica dissoutes dans de

I’huile neutre (Tableau 1).

Aprés une diéte hydrique de 12 heures, une dose unique du produit a tester a été administrée
par voie orale aux souris de chaque lot, le volume final a administrer était compris entre

0,5 ml et 1 ml selon la dose.
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Tableau 1 : Tableau récapitulatif des traitements administrés aux différents lots de souris

Objectif, Matériels & Méthodes

Lot Produit a tester Dose

Lot 1 (témoin) Huile neutre 0.5ml
Lot 2 (standard) Diclofénac de sodium 50 mg / kg
Lot3 HE. Cupressus sempervirens (1) 50 mg/ kg
Lot4 HE. Cupressus sempervirens (2) 100 mg/ kg
Lot5 HE.Cupressus sempervirens (3) 200 mg/ kg
Lot 6 HE.Cedrus atlantica manetti (1) 50 mg/ kg
Lot 7 HE. Cedrus atlantica manetti (2) 100 mg /kg
Lot 8 HE. Cedrus atlantica manetti (3) 200 mg /kg

HE : huile essentielle

b. Induction de ’inflammation

Une heure aprés 1’administration des traitements, un volume de 0,05 ml d’une solution de

carragénine a 1 % a été injecté sous 1’aponévrose plantaire de la patte arriére gauche, a tous

les animaux inclus

dans le protocole expérimental (figure 10).

Figure 10: Injection sub-plantaire de la carragénine a 1%
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c. Evaluation de ’activité anti-inflammatoire

e Mesure de ’cedéme

1. Méthode 1. Mesure du diamétre de la patte

Le diamétre de la patte est mesuré, a ’aide d’un micrometre digital 1 heure avant et 1, 3

et 6 heures apres induction de I’cedéme (Figures 11 et 12)

Figure 11: Apparition de I’cedéme Figure 12 : Mesure du diamétre de 1’cedéme

a l’aide du pied a coulisse digital

e Calcul du pourcentage d’augmentation du volume de la patte (% AUG)

Le pourcentage d’augmentation (% AUG) de I’cedéme est calculé pour chaque lot de souris

selon la formule ci-dessous (Ndiaye et al., 2006) :

% AUG= (Dn-D0) x 100
DO

Dn : Diamétre de la patte la n® heure apreés !'injection de la carragénine.

DO : Diametre de la patte avant l’injection de la carragénine.
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e Calcul du pourcentage d’inhibition de I’cedéme (% INH)

Le pourcentage d’inhibition (% INH) de I’cedéme est calculé pour chaque lot de souris traitées
par rapport au lot témoin en appliquant la formule mathématique ci dessous (Ndiaye et al.,
2006):

% INH= (% AUG témoin - % AUG traité) x 100
% AUG témoin

2. Méthode 2. Mesure du poids de la patte

Apres sacrifice des animaux par dislocation cervicale a la 6° heure, les pattes postérieures ont
¢té prélevées a hauteur de D’articulation (Figure 13) et pesées a 1’aide d’une balance

analytique.

Figure 13: Prélévement des pattes postérieures

Calcul du pourcentage d’augmentation du poids de la patte (% AUG)

Le pourcentage d’augmentation des poids de la patte (% d’cedéme) a été calculé par la

formule suivante :

% d’AUG = poids de la patte gauche — poids de la patte droite x 100

Poids de la patte droite
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= Calcul du pourcentage d’inhibition de I’cedéme (% INH)

La valeur du pourcentage de réduction de 1I’cedéme chez les souris traitées par rapport aux

témoins a été calculée en utilisant la formule ci dessous :

% INH= (% AUG témoin - % AUG traité) x 100
% AUG témoin

d) Etude histopathologique

Une étude histopathologique des pattes arriere a été réalisée au terme des expérimentations au

niveau du service d’ Anatomie Pathologique de ’ENSV, selon le protocole ci-dessous :

1. Fixation
Les pattes gauches des souris sacrifiées ont été conservées dans du formol a 10 % pour faire

I’objet d’une étude anatomo-pathologique.

2. Déshydratation et eclaircissement

Apreés fixation, les pattes ont été coupées en petits morceaux puis déposées dans des cassettes
en plastique. Aprés rincage a I’eau, ces pieces ont été déshydratées par six incubations
successives d’une heure chacune dans de l'alcool éthylique de concentrations croissantes (70 a

100°).

Les tissus déshydratés ont été baignés deux fois pendant une heure dans le toluéne, afin
d’¢liminer d’une part, toute trace d’alcool utilisé pour la déshydratation et pour éclaircir les

picces d’autre part.

3. Inclusion dans la paraffine et confection des blocs

Les cassettes ont été baignées durant une nuit dans un bain de paraffine fondue par chauffage
réglee a la température de (56° - 58°C). Le lendemain, elles ont été coulées dans un moule
métallique ou Barres de LEUCKART contenant de la paraffine liquide, qui infiltre alors toute
la piece. Apres refroidissement, la piece prélevée se retrouve incluse dans un bloc de paraffine

dur.
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4. Reéalisation des coupes

Les blocs formés ont été débités a I’aide d’un microtome, afin d’obtenir des coupes plus ou
moins fines (5 microns d’épaisseur). Les coupes réalisées ont été déposées dans un bain d’eau
tiede (40°c), péchés par une lame étiquetée et numérotée en suite séchée sur une plaque

chauffante, puis laissées a sécher dans I’étuve pendant une heure a 37°C.

5. Déparaffinage et hydratation

Pour les debarrasser de la paraffine, les lames ont été baignées dans 2 bains successifs de
toluéne pendant 5 minutes chacun, suivi de 3 bains successifs d’éthanol de degré décroissant
(100%, 90% et 80%) pendant 3 minutes chacun, puis rincées pendant 1 minutes avec de 1’eau

distillée.

6. Coloration et déshydratation

Afin de mettre en évidence specifiquement les différentes structures tissulaires et cellulaires,
les lames ont été incubées dans un bain d’hématoxyline pendant 7 minutes, puis rincées
pendant 5 minutes a 1’eau courante, suivi d’un bain d’éosine de 10 minutes, puis rincées

rapidement avec de I’eau.

Une étape de déshydratation a été réalisée apres coloration. Les lames ont été immergées dans
trois bains d’éthanol a des concentrations croissantes (80°, 90°, 100°) pendant 2 minutes
chacun, puis dans deux bains de toluéne de 2 a 3 minutes chacun, suivi finalement d’un

séchage a I’étuve.

7. Le montage

Apres déshydratation, les coupes colorées sont montées entre lame et lamelle avec une résine
synthétique I’Eukitt qui est un baume d'inclusion. La « lame » est ainsi préte a étre observée

au microscope optique.
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8. Observation microscopique
L’observation microscopique a ¢été réalisée a 1’aide d’un microscope optique aux

grossissements x 20 et x40.

11.2.3. Etude statistique

La significativité des différences observées a été étudiée en appliquant le test d’analyse de

variance ANOVA pour les petits échantillons, en utilisant le logiciel Statview 5.0 (SAS inc).

L’analyse de la significativité des différences observées par les deux méthodes d’évaluation

de I’activité anti-inflammatoire a été réalisée par le test de Student.

Les résultats ont été exprimés par la moyenne de 5-6 souris + SEM (erreur type).
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I1l. Résultats & Discussion

Le présent travail a eu pour objectif d’effectuer une premiére étude préliminaire d’évaluation
de I’innocuité et des propriétés anti-inflammatoires de Cupressus sempervirens et Cedrus

atlantica, tous deux largement utilisés en médecine traditionnelle.

II1.1. Rendement de I’extraction des huiles essentielles
L’extraction par hydro-distillation des écorces de cedre pendant 3 heures, a permis I’obtention

d’une huile essentielle de couleur jaune-brun a brune, d’odeur citronnée et boisée.

Celle des cones de cypres a produit une huile essentielle de couleur jaune pale d’odeur fraiche

boisée et résineuse.

Les rendements moyens en huiles essentielles représenté dans la figure 14 sont exprimés en

quantité d’huile (g) obtenue pour 100 g de matiere végétale seche (m/m).

Rendement %
0,80

0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10 -

oo I

Ecorce Cedrus atlantica  Cbnes Cupressus sempervirens

Figure 14 : Rendement d’extraction des huiles essentielles des écorces de Cedrus atlantica et

des cones de Cupressus sempervirens (%)

Les échantillons étudiés ont fourni un rendement de 0,1% a partir des écorces de cedre.
Ces valeurs sont bien plus élevées que celles obtenues par Boudarene et al (2004a) a partir

du bois de cédre de la forét de Bainem en Algérie (rendement de 0,05%).

Au Maroc, Chalchat et al (1994) ont obtenu un meilleur taux d’extraction (0,7%) & partir de

la sciure de bois de Cedrus atlantica.
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Ces taux restent faibles comparativement a ceux obtenus a partir desfeuilles de Cedrus
atlantica , qui sont de 1,2% pour les échantillons prélevés a Ouled Yacoub dans la région des
Aures (Est de I'Algérie),et de 1,7% pour ceux originaires de la région de Tala Guilef dans le
Djurdjura (Centre de I'Algérie) (Boudarene et al., 2004b).

L’extraction de 1’huile essentielle des cones de cypres a permis d’obtenir un taux de 0,67%.
Ces valeurs sont assez proches de celles obtenues par Amri et al (2013) en Tunisie 0,65 %.
Le rendement obtenu est meilleur que celui obtenu en Algérie dans la région de Bainem par
Zouaghi et al (2015) a partir respectivement de cones avec un taux de 0,34 % et des feuilles

(0,26 %) de Cupressus sempervirens (Mazari et al, 2010).

En revanche, en Iran, Emamiet al (2006) ont obtenu un rendement plus faible que ce soit a
partir des cones ou des feuilles Cupressus sempervirens, avec des taux respectifs de0,1% et
de 0,3%.

Ces variations de rendement, peuvent dépendre de nombreux facteurs (zone géographique de

collecte, stade de croissance, conditions climatiques, technique d’extraction, etc..)

I11.2. Etude des activités biologiques
111.2.1. Etude de la toxicité aigué

L’innocuité des doses d’huiles essentielles testées a été préalablement vérifiée par la mise en

ceuvre d’une étude de toxicité aigiie sur modele souris.

a) Mortalite et signes de toxicité

L’étude de la toxicité aigiic des huiles essentielles de Cupressus sempervirens et de Cedrus
atlantica a été réalisée par 1’administration orale d’une prise d’une dose unique
de 2000 mg/kg a des souris males. Ces derniéres ont été observées pendant 4 heures le
premier jour du traitement et 30 minutes tous les jours pendant 14 jours. Les resultats du
dénombrement de mortalité et de 1’observation de troubles symptomatologiques éventuels ont

été reportés sur le tableau ci-dessous.

73



Partie expérimentale Résultats &Discussion

Tableau 2 : Evaluation des signes de toxicité aigue apres administration des huiles

essentielles de Cupressus sempervirens et de Cedrus atlantica.

Manifestations Lot Cupressus LotCedrus Lot Témoin
clinigues sempervirens atlantica
Mortalité 0/5 0/5 0/5
Coma / / /
Convulsion / / /
Désorientation/ / / /

tremblements

Saignement / / /
Rythme respiratoire Normal Normal Normal
Diarrhée ou / / /

constipation

Aspect des selles et Normal Normal Normal
des urines
Comportement / / /
anormal
Aspect général Normal Normal Normal

(/) : Rien a signaler.

Pendant toute la durée de 1’étude de toxicité aigiie, les souris des lots ayant recu 2000 mg/Kg
d’huile essentielle de Cupressus sempervirens et de Cedrus atlantica n’ont présenté aucun
comportement anormal (absence de diarrhée, de constipation, de mouvements non

coordonnées ou de détresse respiratoire).

Aucune modification n’a été constatée dans 1’aspect général des souris (pilosité, peau, état des

yeux, des oreilles et de la bouche), encore moins un changement dans la nature des selles ou
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des urines. Ces données permettent de conclure que les huiles essentielles étudiees ne sont pas

toxiques a la dose de 2000 mg/kg administrée par voie orale.

Toutes les souris ont survécu au terme du 14° jour de I’étude de la toxicité aigiie, les doses
létales 50 (DL50) des huiles essentielles de Cupressus sempervirens et de Cedrus atlantica

peuvent étre considérées comme largement supérieures a 2000 mg/kg.

Selon 1’échelle de toxicité décrite par Hodge et Sterner (1949), un extrait avec une DL50
orale supérieure a 2000 mg/kg du poids corporel, est considéré comme étant légérement ou
presque pas toxique. Un essai ultérieur de toxicité a la dose de 5000 mg/kg permettrait de le
confirmer. Néanmoins, des valeurs de la DL50 de I’huile essentielle de Cedrus atlantica par
voie orale chez le rat, et par voie dermique chez le lapin dépassant les 5 g/kg ont déja éte
rapportées par Moreno (1974) et confirment 1’innocuité des doses retenues lors de notre
¢tude. Par ailleurs, 'é¢tude de toxicité¢ aigué de I’huile essentielle de feuilles de Cupressus

lusitanica sur souris a rapporté une DL50 de 6,33 g/kg de poids corporel (Teke et al, 2013).

b) Impact pondéral

Le Tableau 3 présente les moyennes + SEM des poids des trois lots de souris enregistrés a Jo,
J7 et J14 apres administration.

Tableau 3 : Evolution pondérale des souris durant le test de toxicité aigue

Poids corporel (g)
Lots JO J7 J14
Cupressus sempervirens 26 +0,57° 28 +0,94° 27 +1,58°
Cedrus atlantica 25,4 +0,4° 29 + 0.54° 29,4 +0.87°
Témoin 24,6 +0,4° 28,8 + 0.86° 31+1.94°

Chaque valeur représente la moyenne + SEM, n=5.
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Les résultats obtenus montrent une augmentation progressive du poids corporel des souris
pour les trois lots expérimentaux. Avant le traitement, le poids moyen des souris des
différents lots est compris entre 24,6 £ 0,4 get 26 £ 0,57 g. Aprés une semaine, le poids a
augmenté pour atteindre des valeurs allant de 28,25 + 0,94 g & 29 + 0.54 g. A la fin de la 2™

semaine, les souris étudiées atteignaient un poids de 27 + 1,58 g a 31 + 1.94g.

Une légere perte de poids pour le lot Cupressus sempervirens a été observée. Néanmoins les

différences observées sont statistiquement non significatives (p>0,05).

Ces résultats montrent que les souris témoins et traitées ont présenté une évolution normale de
leur poids corporel, et que les huiles essentielles de Cupressus sempervirens et de Cedrus
atlantica a la dose de 2 g/kg n’ont eu aucun impact toxicologique sur 1’évolution pondérale

des souris.
c) Masse relative des organes

L’examen macroscopique des organes prélevés sur les souris sacrifiées a J14 (figure 15), n’a
montré aucune différence de la taille, de I’aspect morphologique et de la couleur des organes
des souris des lots traités par I’huile essentielle de Cupressus sempervirens et de Cedrus

atlantica a la dose de 2000 mg/kg versus lot témoin.

Figure 15 : Aspect macroscopique des organes (reins, foie, rate, ceeur et poumon) des souris

des trois lots expérimentaux (photo personnelle)
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Les résultats de la pesée des organes sont representés sur le tableau 4 :

Tableau 4 : Poids moyen des organes des animaux sacrifiés lors de 1’étude

de la toxicité aigte

Poids des organes (g)

Lots Cceur Poumon Reindroit Rein gauche Rate Foie
Cupressus 0,18+0,020* | 0,20+0,016* | 0,21+0,019* | 0,21+0,018° 0,15+0,016° | 1,57+0,160°
sempervirens
Cedrus 0,21+0,020* | 0,23+0,011* | 0,26+0,007% | 0,24+0,006* 0,19+0,027% | 2,02+0,164°
atlantica
Témoin 0,19+0,020% | 0,25+0,027* | 0,22+0,025% | 0,21+0,027° 0,17+0,017* | 1,87+0,111°

Chaque valeur représente la moyenne + SEM, n=5.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents

L’analyse de la variance n’a pas permis de déceler de différence significative (p>0,05) quant a

la variation des poids moyens des organes des souris témoin et celles traitées par les huiles

essentielle de Cupressus sempervirenset Cedrus atlantica a la dose de 2 g/kg.

Le rein et le foie sont les deux organes intervenant dans la détoxification des substances

toxiques, ils sont généralement les plus susceptibles d’étre altérés (Silbernagl et

Despopoulos, 2001). Aucun de ces deux organes n’a présenté chez les souris traitées,

d’hypotrophie, ni d’hypertrophie comparés a ceux du groupe témoin, cela confirme davantage

la non toxicité des huiles essentielles de Cupressus sempervirens et de Cedrus atlantica aux

doses administrées

L’ensemble des paramétres €tudiés montre que les doses testées d’huiles essentielles de

Cupressus sempervirens et de Cedrus atlantica sont dépourvues de toxicité aiglie avec une
DL50 supérieure a 2000 mg/Kg.
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111.2.2. Activité anti-inflammatoire

L’étude de l'activité anti-inflammatoire des huiles essentielles des cdnes de Cupressus
sempervierns et des écorces de Cedrus atlantica a porté sur la réduction de I’une des
manifestations accompagnant la réaction inflammatoire qui est la formation de I'eedéme dans
les tissus enflammés. Par conséquent, nous avons choisi le mod¢le de l'cedéme aigiie de la
patte de souris induit par 1’injection de carragénine.Cette méthode est largement utilisée pour
évaluer I’activité anti-inflammatoire des substances (Winter et al.,1962).Cette technique a été
retenue en raison de sa simplicité d'exécution, de sa rapidité d’induction des symptomes
caractéristiques de I’inflammation (développement de I’cedéme dans 1’heure qui suit
I’injection, avec un effet maximal au bout de 6 heures) et également en raison de sa

reproductibilité.

La carragénine est un agent phlogogene qui implique la migration cellulaire et I'exsudation du
plasma. La réaction inflammatoire induite est caractérisée par une réponse biphasique avec la
formation d'un cedéme marqué, qui implique une réaction graduelle et complexe (Winter et
al., 1962). La premiére phase qui se produit lors de la 1°® heure d'injection, est en partie due
au traumatisme de I’injection et également aux médiateurs inflammatoires tels que
I'histamine, lasérotonine et la bradykinine (Crunkhorn et Meacock, 1971).
Les prostaglandines (PGs) jouent un rdle majeur dans le développement de la deuxiéme phase
de la réaction et leur action est évaluée environ a la 3° heure (Di Rosa, 1972). L’inflammation
est maintenue également par la libération d’oxyde nitrique (deuxiéme phase) produit par
I'oxyde nitrique synthase inductible (iNOS). Tandis que le systeme du complément fonctionne
tout au long du processus (Di Rosa et al., 1971). Les médicaments anti-inflammatoires non
stéroidiens et les extraits végétaux inhibent 'eedéme induit par la carragénine en bloquant la

production des médiateurs lors de la premiére et de la deuxieme phase.

Le Diclofénac, utilisé comme produit de référence est un anti-inflammatoire non stéroidien, il
réduit l'inflammation, en empéchant la synthese des prostaglandines par inhibition des
cyclooxygénases (COX1 et COX2) (Chiolero et al., 2000). Les pourcentages élevés
d’inhibition par le Diclofénac de I’cedéme inflammatoire constatés apres la 3° heure,

confirment cet effet.

L’évaluation du taux d’augmentation et du taux d’inhibition de I’cedéme a été réalisée grace a

deux méthodes :

78



Partie expérimentale Résultats &Discussion

a) Methode 1 : Mesure du diamétre de la patte

Le diametre de la patte a été mesuré, a I’aide d’un micrométre digital 1h avant et 1h, 3h et 6h

apres I’induction de I’cedéme.

Le tableau ci-dessous, présente les pourcentages moyens d’augmentation et d’inhibition de

I’cedéme obtenus pour les différents lots de Cupressus sempervirens et de Cedrus atlantica

ainsi que ceux du lot contr6le et du lot Diclofénac en fonction du temps.

Tableau 5 : Taux d’augmentation et d’inhibition (%) de 1’cedéme inflammatoire des

différents lots en fonction du temps (mesure du diametre de la patte)

Taux d’augmentation (%)

Taux d’inhibition (%)

Lots

1h

3h

6h

1h

3h

6h

Lot
1 :Contréle

26,30+7 ,01°

55,2043,71°

51,99+3,32°

Lot2:
Diclofénac
(50mg/kg)

23,33£3,13°

34,31+1,66°

20,57+1,48°

11,26+3,02°

37,84+3,52°

60,43+3,61¢

Lot3:
CP
(50mg/kg)

24,29+0,53°

39,76+0,65"

23,71+1,22°

7,63+2,01°

27,96+1,17°

54,39+2,49°

Lot4:
CP
(100mg/kQ)

23,83+0,89°

34,31+1,33°

20,96+1,19°

9,36+3,38"

37,83+2,41°

59,68+2,30°

Lot5:
CP
(200mg/kQ)

23,44+0,41°

32,06+4,18°

20,62+3,47°

10,85+1,57°

41,92+7,57°

60,32+6,68°

Lot 6:
CD(50
mg/kg)

24,38+0,44°

40,49+1,44°

24,93+0,77°

7,28+1,69°

26,65+2,62°

52,05+1,48°

Lot 7:
CD
(100mg/kQ)

24,09+0,52°

37,68+3,10°

23,61+2,03°

8,40+1,99°

31,74+5,63"¢

54,59+3,92¢

Lot 8:
CD
(200mg/kQ)

23,67+0,55°

34,32+0,95"

20,99+1,17°

9,97+2,12°

37,83+1,72°¢

59,61+2,25°

Chaque valeur représente la moyenne + SEM, n=5,

CP : Cupressus sempervirens (cones), CD : Cedrus atlantica (écorce).

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents
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Taux d'augmentation
(%) —o— Témoin

60

—#— Diclofénac (50 mg/kg)

—a— CP (50 mg/kg)

—>— CP (100 mg/kg)

—¥— CP (200 mg/kg)
—&— CD (50 mg/kg)

CD (100 mg/kg)

CD (200 mg/kg)

10

Temps (heures)

Figure 16 : Evolution de 1’cedéme inflammatoire en fonction du tempschez

les différents groupes (mesure du diamétre de la patte)

L’analyse des résultats obtenus montre que toutes les souris traitées par la carragénine ont
développé un cedéme inflammatoire au niveau de la patte (figure 16), visible des la premiere

heure avec des taux d’augmentation similaires chez les différents lots (p>0,05).

L’augmentation de I’cedéme a atteint un pic a la 3° heure pour 1’ensemble des lots étudiés,

puis a diminué sans pour autant disparaitre complétement & la 6°™ heure.

Cette augmentation était significativement plus élevée a la 3° heure chez le groupe contrdle,
avec un maximum de 55,20 * 3,71 % comparativement aux autres groupes traités (p<0.05).

Les pourcentages d’augmentation de I’cedéme des groupes traités par les huiles essentielles
de Cupressus sempervirens aux doses de 50, 100 et 200 mg/kg étaient respectivement
de 39,76 + 0,65%, 34,31 + 1,33%, 32,06 + 4,18%, celles des groupes traités aux huiles
essentielles de Cedrus atlantica aux doses de 50, 100 et 200 mg/kg étaient similaires, avec des
valeurs respectives de 40,49 + 1,44%, 37,68 + 3,10%, 34,32 £ 0,95%. Les résultats obtenus
étaient statistiguement comparables a ceux obtenus dans le lot traité par le Diclofénac avec un
taux de 34,31 £ 1,66% (p>0.05) (figure 16).
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Le pourcentage d’augmentation de 1’cedéme de la patte de la souris a la 6° heure s’est révélé
étre significativement plus important (p<0.05) chez le lot témoin comparé aux autres lots
traités avec un taux de 51,99+3,32%.

L’analyse statistique des résultats obtenus montre qu’il n’y a pas de différence significative

entre les taux d’augmentation des différents lots traités et celui du lot Diclofénac (p>0,05).

L’analyse statistique des résultats de D’activité anti-inflammatoire a montré que les
pourcentages d’inhibition de 1’cedéme inflammatoire induit par les trois doses de I’huile
essentielle de Cupressus sempervirens et de Cedrus atlantica, variaient en fonction du temps

de fagon significative (p<0.05) (tableau 5).

Les résultats obtenus montrent que ’administration du Diclofénac et des deux huiles
essentielles aux doses de 100 mg/kg et de 200 mg/kg, une heure avant I’injection de la
carragénine, réduisait ’cedéme a partir de la 3° heure du traitement. Cette réduction était

significativement plus importante que celle induite par les doses de 50 mg/kg (p<0.05).

A la 6° heure, le pourcentage de réduction de D’cedéme par le Diclofénac était
de 60,43 + 3,61 % et une efficacité tout aussi marquée a été rapportée chez tous les autres lots
traités. L’analyse de variance réalisée, a révélé qu’il n’y avait pas de différence significative

(p>0,05) entre les différents lots traités et le lot ayant recu I’anti-inflammatoire de référence.

Les résultats obtenus démontrent que les huiles essentielles de Cupressus sempervirens et de
Cedrus atlantica réduisent de fagon appréciable 1’cedéme induit par la carragénine, avec une

efficacité comparable a celle du Diclofénac, anti-inflammatoire de référence.

b) Méthode 2 : Mesure du poids de la patte

Afin d’évaluer I’activité anti-inflammatoire des deux huiles essentielles, la pesée des pattes
droites et gauches des différents lots a été effectuée a 1’aide d’une balance analytique aprés

avoir procede a la coupe des pattes a hauteur de 1’articulation.

Le tableau ci-dessous, reprend les pourcentages moyens du taux d’augmentation et
d’inhibition de I’cedéme inflammatoire obtenus chez les différents lots suite a la pesée des

pattes des souris au bout de 6 heures de temps.
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Tableau 6: Taux d’augmentation et d’inhibition de 1’cedéme inflammatoire aprés 6 heures.

Résultats &Discussion

Lots Taux d’augmentation de Taux d’inhibition del’cedéme
I’eedéme (%) (%)
Lot 1 : Contréle 50,68+2,02% -
Lot 2 : Diclofénac (50mg/kg) 16,45+2,14° 67,19+4,22°
Lot 3 : CP (50mg/kg) 17,82+2,12° 62,87+3,61°
Lot 4 : CP (100mg/kg) 17,33+0,91° 65,30+1,80°
Lot 5 : CP (200mg /kg) 16,37+1,25" 67,68+2,47°
Lot 6: CD (50 mg/kg) 20,87+1,60° 59,11+3,16°
Lot 7: CD (100mg/kg) 19,78+1,42" 61,12+2,81°
Lot 8 : CD (200mg/kg) 17,99+1,30° 64,37+2,56°

Chaque valeur représente la moyenne + SEM, n=5

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents

Le pourcentage d’augmentation de 1’cedéme de la patte de la souris 6 heures apres

I’administration des différents traitements s’est révélé étre significativement plus important

chez le lot témoin (tableau 6) comparé aux autres lots traités avec un taux de 50,68+2,02%.

L’analyse statistique des résultats obtenus montre qu’il n’y a pas de différence significative

entre les taux d’augmentation des différents lots traités et celui du lot Diclofénac (p>0,05).

La figure ci-dessous, présente les pourcentages moyens des taux d’inhibition de I’cedéme

inflammatoire obtenus chez les différents lots a la 6° heure post traitement.
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70
68
66
64
62
60
58
56
54
52

Taux d'inhibition %

_?_ H Diclofénac
m 50 mg/kg
100 mg/kg
M 200 mg/kg
Diclofénac Cupressus Cedrus atlantica

sempervirens

Chaque valeur représente la moyenne + SEM, n=5.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

Figure 17 : Taux d’inhibition de I’cedéme inflammatoire des différents lots a la 6° heure.

Les résultats obtenus par les deux essais anti-inflammatoires montrent que les huiles

essentielles de Cupressus sempervirens et de Cedrus atlantica, réduisent de fagcon appréciable

'eedéme induit par la carragénine et ce de maniere dose dépendante. L'inhibition de I'eedéme

induite par ces huiles était statistiquement comparable a celle obtenue avec le Diclofénac.

c) Comparaison des deux méthodes d’évaluation de I’activité anti-inflammatoire

Une analyse statistique par le test de Student a permis de vérifier la concordance des résultats

obtenus a la 6° heure, lors des essais anti-inflammatoires mis en ceuvre par mesure du

diameétre des pattes et celui de leur pesée (p>0,05) (Tableau 7).
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Tableau 7: Taux d’inhibition de 1’cedéme inflammatoire des différents lots a la 6° heure.

Résultats &Discussion

Taux d’inhibition de I’cedéme(%)
Lots Diameétre des pattes Pesee des pattes
Lot 2 : Diclofénac (50mg/kg) 60,43+3,61° 67,19+4,22°
Lot 3 : CP (50mg/kg) 54,39+2,49° 62,87+3,61°
Lot 4 : CP (100mg/kg) 59,68+2,30° 65,30+1,80°
Lot 5 : CP (200mg /kg) 60,32+6,68° 67,68+2,47°
Lot 6: CD (50 mg/kg) 52,05+1,48° 59,11+3,16°
Lot 7: CD (100mg/kg) 54,59+3,92° 61,12+2,81°
Lot 8 : CD (200mg/kg) 59,61+2,25° 64,37+2,56

Chaque valeur représente la moyenne + SEM, n=5.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

L’analyse statistique a révélé qu’il n’y avait pas de différence significative (p>0.05) entre les

résultats des deux méthodes d’évaluation de 1’activité anti-inflammatoire.

L’administration des huiles essentielles des cones de Cupressus sempervirens et des écorces
de Cedrus atlantica aux doses de 50, 100 et 200 mg /kg, a permis de réduire de maniére

significative I’cedéme induit par la carragénine dés la 3°heure.

La plus forte inhibition de 1’cedéme a été observée au cours des phases tardives de
I’inflammation (6° heure) pour les deux huiles et a toutes les doses. L'activité inhibitrice
exercée par les huiles essentielles de Cupressus sempervirens et Cedrus atlantica était
similaire a celle observée chez le groupe traité par le Diclofénac (50 mg/kg).Cela suggeére que
I’action inhibitrice de ces deux huiles s’exercerait d’avantage dans les phases tardives de
I’inflammation, en agissant sur les cyclo-oxygénases (COX-1 et COX-2) conduisant a

I’inhibition de la synthése des prostaglandines (essentiellement celle de la PGE2).

Cette action pourrait étre médiée par le béta-himachaléne aux propriétés anti-inflammatoires
rapportées par Lenfeld et al (1986). Ce sesquiterpéne a été retrouvé de maniére relativement

importante dans I’huile essentielle de bois de ceédre d’Algérie (13,6 %) ainsi que la (E)-o-
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atlantone (10,8 %) (Dahoun et al., 1993). Ce dernier, doué de propriétés anti-inflammatoires
est également retrouvé dans I’huile essentielle de Cedrus atlantica, en association avec le a-,
B- et y-atlantone (Saab et al, 2005).

Cette propriété anti-inflammatoire a également était décrite pour I’himachalol ainsi que
d'autres sesquiterpénes retrouvés dans I’huile essentielle de Cedrus deodora. L’activité anti-
inflammatoire était également obtenue aux doses de 50 et 100 mg/kg sur le modéle de
I'cedéme aiglie de la patte de souris induit par I’injection de la carragénine avec
respectivement des taux de 57,67% et 64,02% a la 3° heure (Shinde et al., 1999). Ce méme
auteur rapporte également lors d’une autre étude, une activité immuno-modulatrice par

inhibition des réponses immunitaires humorale et a médiation cellulaire (Shinde et al., 1998).

Selon Baylac (2003), I’huile essenticlle de Cedrus atlantica exercerait également son activité

anti-inflammatoire, en inhibant la 5-lipoxygénase.

L'huile essentielle extraite a partir des cdnes de Cupressus sempervirens, est réputée efficace
contre l'inflammation (Dhanabal et al, 1999). Elle est composée majoritairement pour
I’essence de la région de Bainem d’a pinéne (20,3%) (Zouaghi et al, 2015), qui serait
responsable de I’activité anti-inflammatoire observée lors de la présente étude (Martin et al,
1993 ; Zhou et al, 2004 ; Bae et al, 2012.

d) Résultats de I’étude histopathologique

La lecture microscopique des coupes histologiques des pattes des souris (figure 18) du groupe
témoin rapporte un infiltrat inflammatoire intense polymorphe avec présence de

polynucléaires neutrophiles et de lymphocytes associé a de I’cedeme.

Chez les souris traitée par le Diclofénac, un infiltrat inflammatoire persistant est noté mais

d’intensité moindre par rapport au témoin.

De méme, I’examen anatomopathologique des pattes des souris traitées par les huiles
essentielles de Cupressus sempervirens et de Cedrus atlantica aux doses de 50 et 100 mg/kg,
a révélé un infiltrat inflammatoire léger a modéré avec persistance de I’cedéme mais de
moindre intensité. A la dose de 200 mg/kg, I’infiltrat inflammatoire est moins intense avec
une population inflammatoire moins dense, accompagné d’une résorption importante de

I’cedéme comparé au lot témoin.
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A : Témoin, B : Standard, C : Cyprés 50mg/kg, D : Cypres 100mg/kg, E : Cypres 200mg/kg, F :Cédre 50 mg/kg,
G : Cedre 100mg/kg, H :Cédre 200mg/kg., RC : revétement cutané, VC : vaisseau congestif, L : lymphocytes,
PN : polynucléaires, TG : tissu graisseux, APS : annexes pilosébacés.

Figure 18 : Coupes histologiques des pattes de souris des différents lots (essai carragéning).
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L’¢étude histopathologique confirme que I’injection de la carragénine induit une réaction
inflammatoire aiguie qui se traduit microscopiquement par une dilatation des petits vaisseaux
leur engorgement d'hématies, bordés d'un endothélium turgescent. L’cedéme inflammatoire se
traduit par un aspect pale, peu colorable et distendu du tissu conjonctif. Cet effet est plus
important chez les souris non traitées (groupe contréle). La lecture histologique a mis en
évidence un infiltrat inflammatoire persistant mais moins important chez les différents lots
traités avec I’huile essentielle de Cupressus sempervirens ainsi que celle de Cedrus atlantica
avec les trois doses (50,100 et 200 mg/kg) avec une résorption de 1’cedéme plus marquée a la

dose de 200 mg/kg pour les deux huiles essentielles.
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IV. Conclusion & Perspectives

Les anti-inflammatoires non stéroidiens sont largement prescrits en raison de leur efficacité
dans la prise en charge de la douleur, de la fievre, de I’inflammation et des troubles

rhumatismaux.

Cependant, leur utilisation thérapeutique a long cours est souvent associéee a des effets
indésirables tels que les ulceres gastro-intestinaux et 1’insuffisance rénale. Dans ce contexte,
le recours aux ressources naturelles et plus particulierement aux plantes médicinales, devient
une importante voie alternative a explorer afin de découvrir des médicaments efficaces a

moindre effets secondaires.

Les substances naturelles occupent de plus en plus une place de choix en thérapeutique. En
effet, les plantes médicinales constituent une réserve immense de molécules aux vertus

potentiellement thérapeutiques.

Cette étude a été menée afin de contribuer au développement de molécules anti-
inflammatoires issues de la flore Algérienne et la vérification des activités pharmacologiques
de deux substances naturelles: Cupressus sempervirens et Cedrus atlantica, utilisées en

médecine traditionnelle comme reméde contre 1’inflammation.

Les résultats obtenus sur le modele de I',edéme aigu de la patte de souris induit par injection
de carragenine ont montré que les pourcentages d’inhibition de 1’cedéme inflammatoire
exercés par les différentes doses des huiles essentielles de Cupressus sempervirens et de
Cedrus atlantica, variaient en fonction du temps et de la dose testée d’une fagon significative
(p<0,05). L'activité inhibitrice présentée par les huiles essentielles de Cupressus sempervirens
et Cedrus atlantica était similaire a celle présentée par le groupe traité avec le Diclofénac
(50mg/kg) et ceci a partir de la 3°™ heure avec un effet maximal a la 6°™ heure pour toutes

les doses testées.

Ces résultats preliminaires confirment la pertinence de l'utilisation de ces plantes comme
remédes anti-inflammatoires dans la médecine traditionnelle et sont en faveur de I’intégration

de leurs huiles essentielles dans des préparations pharmaceutiques anti-inflammatoires.

Des travaux ultérieurs devraient permettre de déterminer avec précision les métabolites

responsables de 1’effet anti-inflammatoire des huiles essentielles des cénes de Cupressus
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sempervirens et des écorces de Cedrus atlantica, démontré sur mod¢le de I’cedéme aigii de la
patte de la souris induit par la carragénine, et de mieux comprendre leurs mécanismes

d’action.
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Annexes

Annexel : Instruments, consommables et réactifs

Appareillage et matériel Réactifs
Balance analytique de précision Ether
Balance pour animaux Formol

Conteneurs pour piéces chirurgicales ou
anatomiques

Sonde de gavage pour souris
Becher

Seringues a insuline
Seringues 5 ml
Seringues 2.5 ml
Aiguilles
Ciseaux

Bistouri
Gants chirurgicaux

Coton et compresses
Pied a coulisse digital

Cassette d’inclusion
Cloche a éther

Trousse chirurgicale de base
Embouts jaunes
Micropipettes
Lame microtome
Lames et lamelles

Marteau
Clevenger

Ballons
Eprouvettes graduées

Entonnoirs en verre
Microscope optique
Cassettes anneaux et moules d’inclusion
Cages transparentes
Appareil photos numérique

Huiles essentielles de Cedrus atlantica
Manetti et de Cupressus sempervirens

Carragénine 1%
Eau physiologique 0.9%
Diclofénac (50mg/ kg)
Huile neutre
Eosine
Ethanol
Toluéne
Paraffine
Hématoxyline
Résine EU KITT
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Résumé

Cedrus atlantica Manetti est largement utilisé en médecine traditionnelle séculaire Auressienne, dans le
traitement de plusieurs pathologies dont les maladies a composante inflammatoire tout comme Cupressus
sempervirens. Trés peu d’études ont été menées sur ces plantes, et aucune n’a concerné 1’étude des propriétés
anti-inflammatoires de leurs huiles essentielles.

Cette étude a eu pour objectif ’évaluation des propriétés anti-inflammatoires des huiles essentielles de
Cupressus sempervirens et de Cedrus atlantica,récoltés dans la région de Chréa, aux doses de 50, 100
et 200 mg/kg de poids corporel, sur le modele de I'cedéme aigii de la patte de souris induit par la carragénine.
Préalablement, leur toxicité orale a été étudiée a la dose de 2 g/kg de poids corporel.Les résultats de notre étude
ont montré que nos huiles essentielles ne présentaient aucune toxicité a cette dose. L’étude de I’activité anti-
inflammatoire a révélé que les différentes doses des huiles essentielles de Cupressus sempervirens et de Cedrus
atlantica, ont inhibé ’cedéme inflammatoire d’une fagon significative (p<0.05) par rapport au témoin, et que
cette activité inhibitrice était similaire a celle présentée par le groupe traité avec le Diclofénac (50 mg/kg) et ceci
a partir de la 3° heure avec un effet maximal a la 6° heure.

Mots clés: Anti-inflammatoire ; Carragénine ; Cupressus sempervirens ; Cedrus atlantica ; Huiles essentielles
Toxicité aigue.

Abstract

Cedrus atlantica is widely used in traditional Auressian traditional medicine, in the treatment of several
pathologies including diseases with an inflammatory component as well as Cupressus sempervirens. Very few
studies have been carried out on these plants, and none has concerned the study of the anti-inflammatory
properties of their essential oils.

The objective of this study was to evaluate the anti-inflammatory properties of Cupressus sempervirens and
Cedrus atlantica essential oils harvested in the Chréa region at doses of 50, 100 and 200 mg / kg body weight on
the model Of the acute edema of the carrageenan-induced mouse paw. Previously, their oral toxicity was studied
at the dose of 2 g / kg of body weight. The results of our study showed that our essential oils showed no toxicity
at this dose. The study of the anti-inflammatory activity revealed that the different doses of the essential oils of
Cupressus sempervirens and Cedrus atlantica inhibited the inflammatory edema significantly (p<0.05)
compared to the control and that This inhibitory activity was similar to that presented by the group treated with
Diclofenac (50 mg / kg) and this from the 3rd hour with a maximum effect at the 6th hour.

Keywords:Anti-inflammatory;Carrageenan; Cupressus sempervirens; Cedrus atlantica; Essential oils; Acute
toxicity.

gila

Jia) s LS AlgilV) Gial a1 @y ilay (ial 3a¥1 (e dpaall 3o 8 sl ) oW1 (ol Cadall 3 sl 5 (3l e sl 55N axiig
Al g3 505 e 0 LD 8alias (ailiad Al )y Ailaie Cuad 5 il sda e las AL il o Gy jalaly Jass siall 5 yudl I

day i) dihaia & Cinan ) ol Y1 5 Ja giall 5 peall Apulud) gy 3 (e I 5aliae (ailiad ani ) A jall 038 Cargls
Bl el 8 Gl e i) IS Bale 4 31 sl 35l 3 a8 o ansall 55 (10 paS / pale 200 5100 550 (0 4o sa e
ie Apan gl ek Al Ll a1 < g 30 O Al ) o3 il o jeal 385 anall (35 (pa paS / al s 2 Ao ya adll (53 yhaie Lgtirans Al 40
8 Lt ¢ a1 551 5 Jans giall g puall (ge Al gy 3 (e Adlisall e ) o) gD sliaall LaLiill Al o CidiS Ao jall o2
e 50) @i SIS0 Balay Ciad se ) Ae ganall 4tadd o3 GUIA Jilaw L) 138 IS 5 ¢ 2L e 45 )lia (P <0.05) L sine duled) 4ad )

Adld) Ao bl (3 ) il 2N Ao L) ya ol 138 5 (&S /

Balall Lyl 2y shaall < gy 30 cpriad IS addal 5 o giall 5y, LI 3aliaal) ;4palidal) cilalt)



