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Introduction



L'inflammation est une réaction biologique causée par la perturbation de I'homéostasie
tissulaire, se produisant en réponse a la présence d'un agent biologique, chimique ou physique
dans le corps, Certains de ces agents peuvent étre des agents pathogeénes (bactéries,
champignons et virus), des traumatismes (choc ou brdlures), des composés toxiques
(polluants), ainsi que des réactions du systéme immunitaire (hypersensibilité) (Ambriz-Pérez
et al., 2016).

Les lésions tissulaires induites par ce traumatisme entrainent la libération de mediateurs
inflammatoires dont les cytokines et le facteur de nécrose tumorale (TNF-), l'interleukine-1
(IL-1) a partir des leucocytes, des monocytes et des macrophages; les cytokines déclenchent
en outre la régulation a la hausse d'autres cytokines et chimiokines pro-inflammatoires, les
immunoglobulines, et augmentent I'expression de nombreuses molécules d'adhésion cellulaire
(Iwalewa et al., 2007).

La prise en charge des troubles inflammatoires implique Il'utilisation de différentes classes de
médicaments tels que les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et les corticostéroides
(Elisha et al., 2016 ; Rahmani et al., 2016).

En raison de leur efficacité a reéduire la douleur et I'inflammation, les anti-inflammatoires non
steroidiens (AINS) sont parmi les médicaments les plus couramment utilisés, confirmant leur
position dans la liste modéle des médicaments essentiels de 'OMS (Bindu et al., 2020).
L'utilisation d'AINS a des effets indesirables cardiovasculaires, hépatiques, renales,
cérébrales, pulmonaires et gastro-intestinaux, notamment une irritation de la muqueuse
gastrique, des éructations, des ulcérations gastriques et des saignements (Bindu et al., 2020 ;
Elisha et al., 2016).

Comme alternative au traitement de l'inflammation, il y a I’utilisation de plusieurs plantes et
herbes avec des effets secondaires minimes ou nuls, les composés phénoliques étant l'un de
leurs principaux composants. Les composeés phénoliques sont capables d'inhiber soit la
production soit I'action de médiateurs pro-inflammatoires, ce qui entraine une capacité anti-
inflammatoire (Ambriz-Pérez et al., 2016).

Diverses herbes ont été identifiées comme possédant des propriétés anti-inflammatoires et
antioxydantes, et certaines d'entre elles sont actuellement utilisées pour traiter les troubles
inflammatoires et les troubles causés par les espéces réactives de lI'oxygene (ROS) (Kaplan et
al., 2007).

Plusieurs préparations a base de plantes ont été considérées comme utiles dans le traitement
des troubles inflammatoires induits par les ROS comme : l'ail (Allium Sativum) élimine les

radicaux hydroxyles, inhibe I'activation de NF-B dans les cellules T, inhibe la production de
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NO en supprimant I'ARNmM iNOS et I'expression des protéines et curcuma (Curcuma longa) :
Protege les lipides de la peroxydation et est un puissant piégeur de plusieurs ROS, inhibe
I'expression du géne iNOS induite par le LPS dans les macrophages péritonéaux murins
cultivés ex vivo, éventuellement en diminuant le TNF et I'lL-1 et inhibant I'activation de NF-
B, élimine directement le NO et inhibe la synthése de prostaglandines et de leucotriénes pro-
inflammatoires en inhibant I'absorption d'acide arachidonique par les macrophages (Kaplan
et al., 2007).

Les propriétés anti-inflammatoires de plusieurs phytomédicaments, qui contiennent des
substances comme les phytoestrogenes, les flavonoides et ses dérivés, le phytostérol, le
tocophérol, l'acide ascorbique, la curcumine, la génistéine et d'autres peuvent étre les
inhibiteurs des cibles moléculaires des médiateurs pro-inflammatoires dans les réponses
inflammatoires (Iwalewa et al., 2007). Certains des organismes et facteurs responsables de
I'initiation et de la promotion de I'inflammation pourraient étre éliminés ou neutralisés pour
supprimer l'expression des agents pro-inflammatoires (lwalewa et al., 2007).

L’objectif du présent travail de master est d'évaluer l'effet anti-inflammatoire d’une créme a
base d’huile d’olive, de graines de plantes médicinales et de cire naturelle d’abeille par la
détermination in vitro de la cytotoxicite, ainsi que [I’effet anti-hémolytique et anti-

inflammatoire, afin de pouvoir 1’utiliser comme traitement alternatif de 1’inflammation.
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1- Inflammation

L'inflammation fait partie de la réponse immunitaire non spécifique qui se produit en réaction
a tout type de blessure corporelle (Ferrero-Miliani et al., 2007). Les mots « infection » et «
inflammation » sont souvent utilisés ensemble, mais ils ont des significations trés différentes,
I'infection est I'invasion d'agents pathogenes dans le corps, et I'inflammation est la réponse du
corps pour se protéger contre ’infection (Le personnel de sickkids hospital, 2013).
L'inflammation implique des interactions complexes de médiateurs solubles, de cellules
résidentes ainsi que de cellules infiltrantes et de molécules appartenant a la matrice
extracellulaire. Une réponse inflammatoire réussie et contrélée est un processus utile qui
conduit a I'tlimination des stimuli nuisibles et restaure une physiologie normale qui est
régulée avec précision par une cascade moléculaire complexe (Tasneem et al., 2018).
L'inflammation se caractérise par une rougeur et une chaleur résultant d'une augmentation du
flux sanguin, un gonflement résultant d'une augmentation de la perméabilité capillaire, qui
provoque la fuite de protéines plasmatiques et de médiateurs cellulaires solubles de la
circulation sanguine, et une douleur résultant de l'activation et de la sensation des fibres
nerveuses afférentes primaires. Ces changements dans les tissus enflammes servent a tenter de
réparer les dommages et de limiter la menace pour I'organisme (Elgorashi et McGaw, 2019)
L’inflammation se déroule dans le tissu conjonctif vascularise, les tissus dépourvus de
vaisseaux (cartilage, cornée) sont incapables de développer une réaction inflammatoire
compléte (Rousseletet al., 2005). Les tissus épithéliaux n'ont pas de réle actif dans le
déroulement de la réaction inflammatoire mais ils peuvent étre altérés par l'agression qui
déclenche l'inflammation puis étre réparés au cours de la phase terminale de I’inflammation
(Rousselet et al., 2005).

Indépendamment de la localisation et de la nature de l'agent pathogéne, le processus de
réponse inflammatoire présente des caractéristiques morphologiques géneérales et des
mécanismes communs. Cependant, différentes étapes montrent des changements liés a la
nature du pathogene, a l'organe dans lequel le pathogene se produit et a la topographie
physiologique de I'néte : tous ces facteurs affectent I'intensité, la durée de la réaction

inflammatoire et I'aspect Iésionnel (Rousseletet al., 2005).
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Figure 1 : mécanisme de I’inflammation (Botting et al., 2000)

D’apres le type de stimulus et l'efficacité de la réaction pour éliminer ce stimulus ou les tissus
blessés, I'inflammation peut étre aigué ou chronique (Ambriz-Pérez et al., 2016).
Inflammation aigué, réponse normale de 1’organisme permettant, généralement, une
protection et une réparation (Schwartz K, 2011-2012).

La réaction inflammatoire est caractérisée par les 4 signes cardinaux de Celsius (1* siécle) : «
Rubor et tumor cum calore et dolore » (rougeur et gonflement avec chaleur et douleur).
Quelques siécles plus tard, Galien y ajouta un 5°™ signe : « functio laesa » (perte de fonction)
(Mélina Z, 2010).

L'inflammation aigué commence rapidement (en quelques minutes) et sa durée est de
quelques heures ou quelques jours, se caractérise par l'exsudation de protéines fluides et
plasmatiques et une émigration des leucocytes (principalement des neutrophiles) (Ambriz-
Pérez et al., 2016).
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Figure 2 : appendice d’un enfant de 10 ans (Ed Uthman , 2007)

L'étendue de la réponse inflammatoire est d'une importance critique, car si l'inflammation
aigué ne parvient pas a réguler le stimulus pro-inflammatoire, cela entraine une inflammation
chronique, une auto-immunité et des Iésions tissulaires excessives (Tasneem et al., 2018).
Inflammation chronique est une inflammation qui persiste dans le temps (plusieurs
semaines, mois ou années), ce terme regroupe un ensemble d’aspects morphologiques
différents résultants de stimuli et de mécanismes variés (Guedj et Bedossa, 2015).

Les principales caractéristiques de 1’inflammation chronique sont : la persistance de la 1ésion
tissulaire, la présence d’un infiltrat inflammatoire chronique (lymphocytes, plasmocytes,
monocytes-macrophages, polynucléaires ¢osinophiles, basophiles, mastocytes) et 1’existence
d’une fibrose (Ambriz-Pérez et al., 2016 ; Guedj et Bedossa 2015)

2- Médiateurs de ’inflammation :

Les médiateurs sont les substances libérées sous forme de protéines plasmatiques ou qui
proviennent de cellules telles que les mastocytes, les plaquettes, les neutrophiles et les
monocytes/macrophages. Ils sont déclenchés par des irritations allergiques ou chimiques, des

blessures et des infections (Iwalewa et al., 2007).

les macrophages, favorisent la production de médiateurs pro-inflammatoires. Ces médiateurs
comprennent l'interleukine (IL)-1p, IL-6, I'lL-8, entre autres ; le facteur de nécrose tumorale
(TNF)-a, les espéces réactives de l'oxygene (ROS), l'oxyde nitrique (NO) et les
prostaglandines (PG) (Ambriz-Pérez et al., 2016).

Ces médiateurs, en fonction de la durée de la lésion, déterminent la gravité de I'inflammation

et sont appelés facteurs fondamentaux pro-inflammatoires. Ces substances se lient a des
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récepteurs cibles spécifiques sur les cellules et peuvent augmenter la perméabilité vasculaire,
favoriser la chimiotaxie des neutrophiles, stimuler la contraction des muscles lisses,
augmenter l'activité enzymatique directe, induire la douleur et/ou provoquer des dommages
oxydatifs (Iwalewa et al., 2007).

La surproduction de ces médiateurs dans I'inflammation chronique a été liée a l'apparition de
maladies dégénératives chroniques telles que l'arthrite, I'athérosclérose, l'asthme, la maladie
d'Alzheimer, le cancer, entre autres. Pour cette raison, ralentir le processus inflammatoire est
devenu trés important, a cette fin, des médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS) sont généralement utilisés (Ambriz-Pérez et al., 2016).

Les cytokines pro-inflammatoires (du grec « cyto » : cellules et « kinos » : mouvement) sont
des petites protéines sécrétées par les cellules en réponse a divers stimuli. En termes de
réponse immunitaire, ils permettent la communication entre les cellules immunitaires et

déterminent le sens de la réponse en fonction de la nature du signal détecté (Mayol, 2021).

Autres médiateurs de ’inflammation

- Les médiateurs lipidiques de [’inflammation : leucotrienes, prostaglandines et facteur
d’activation plaquettaire (PAF), ces composés sont chimiotactiques pour les neutrophiles et
les macrophages, et induisent aussi ’augmentation de la dilatation des vaisseaux et leur

perméabilité, facilitant ’arrivée des leucocytes sur le site de ’inflammation (Mayol, 2021).

- Les protéines de la phase aiglie sont produites par les hépatocytes au moment de la phase
aiglie de l’inflammation, les deux pentraxines CRP (C-Reactive Protein) et SAP (Serum
Amyloid-P) sont de puissantes opsonines favorisant la phagocytose des pathogenes par les

macrophages (Mayol, 2021).

- Le systeme des kinines (Bradykinine) est produite par I'activation du facteur Hageman (ou
facteur XII) du systéeme de coagulation lorsqu'il rencontre du collagéne (le collagéne est
expose lorsqu'il entre en contact avec le sang apres désintégration du tissu endothélial
tissulaire) aprés une lésion vasculaire (Mayol, 2021). Ce peptide est un agent vasoactif tres
efficace, qui peut induire une dilatation des veinules, une augmentation de la perméabilité
vasculaire et une contraction locale des muscles lisses, et favoriser le recrutement des
leucocytes (Mayol, 2021).
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3- Mise en place d’une réponse inflammatoire contre un pathogéne

Selon Schwartz (2012), trois séquences d'événements complexes et intriqués composent la
réponse inflammatoire :

1. Une phase d'initiation (phase vasculaire) qui fait suite a un signal de danger exogéne ou
endogeéne et qui met en jeu une premiere série d’acteurs. Cette premiére phase varie en

fonction du type d’agression (endogeéne, exogene) qu’a subit I’organisme ;
2. Une phase d'amplification avec la mobilisation et I'activation d'autres acteurs et
3. Une phase de résolution et de réparation qui tend a restaurer l'intégrité du tissu agressé.

4- Le traitement et pistes thérapeutiques d’inflammation
4- 1- Les anti-inflammatoires :
La thérapie anti-inflammatoire contrdle ’exces de réaction aspécifique des tissus et prévient
la transformation de la phase aigué de I’inflammation en phase chronique, en raison de la
grande variété de stimuli inflammatoires pouvant endommager l'organisme (immunité,
microcristaux, infections, corps étrangers, traumatismes, etc.), les anti-inflammatoires sont
utilisés dans tous les domaines de la pathologie. Ils appartiennent a des classes chimiques
différentes les uns des autres et ont généralement une activité antipyrétique et analgésique
périphérique supplémentaire. Leur mode d'action est purement symptomatique, car ils
n'arrétent généralement pas [I'évolution de la maladie. L'inflammation n'est qu'une
conséquence, et a notre connaissance, traiter sa cause est I'objectif principal des praticiens
(Muster, 2005).
Les glandes surrénales secrétent de 1’hydrocortisol qui participe au retour au calme en fin de
réponse inflammatoire normale. Dans le cas de réaction inflammatoire chronique, on utilise
différents types d’anti-inflammatoires : les corticoides et les anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS) (Schwartz, 2012).
a. Les corticoides : La corticothérapie par voie générale constitue le traitement de premiére
intention de nombreuses maladies inflammatoires, du fait de ses propriétés anti-inflammatoires
puissantes et de son effet immunosuppresseur global. 1l s’agit des traitements prescrits en
premiere ligne pour calmer I’inflammation en cas de crise. Les choix du médicament et de sa
voie d’administration dépendent de I’intensité¢ des symptomes et de leur localisation dans le
systeme digestif (Schwartz, 2012).
b. Les Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) produisent leurs activités thérapeutiques

par l'inhibition de la cyclooxygénase (COX), I'enzyme qui fabrique les prostaglandines (PG). lls
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partagent, & un degré plus ou moins grand, les mémes effets secondaires, y compris la toxicité
gastrique et rénale. Récement la recherche a montré qu'il existe au moins deux COX isoenzymes.
COX-1 est constitutif et fait des PG qui protéger I'estomac et les reins contre les dommages.
COX-2 est induits par des stimuli inflammatoires, tels que les cytokines, et produit des PG qui
contribuent a la douleur et a I'enflure des inflammations. Ainsi, les inhibiteurs sélectifs de la
COX-2 devraient étre anti-inflammatoires sans effets secondaires sur les reins et estomac. Bien
entendu, les inhibiteurs sélectifs de la COX-2 peuvent avoir d'autres effets secondaires et peut-
étre d'autres potentiels thérapeutiques. Pour exemple, la COX-2 (et non la COX-1) serait
impliquée pendant l'ovulation et le travail (figure 03). De plus, le bien connu. L’action
protectrice de l'aspirine sur le cancer du cblon peut étre due a une action sur la COX-2, qui
s'exprime dans cette maladie. De plus, les AINS retardent la progression de la maladie
d’Alzheimer (Vane et Botting, 1998).
4-2 Traitements plus cibles : les Biothérapies
e La connaissance des mécanismes de I'inflammation permet d’envisager de cibler plus
directement des acteurs de la réaction inflammatoire afin de limiter, autant que possible,
les effets secondaires des traitements (Schwartz, 2012).
- Les anti-inflammatoires d’origine végétale
e Le nombre des composés phyto-chimiques trouvé dans le regne végétal est tres vaste, et
leur spectre d’activité est tout aussi grand. Certains de ces composés phyto-chimiques ont
des propriétés anti-inflammatoires, beaucoup sont présumes agir en bloquant les voies de

la cyclo -oxygénase et la lipo-oxygénase (Guemra et Mecherour, 2018).
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Arachidonic acid

NSAID

Nonselective
Inhibition COXIBS

NSAID

Prostaglandin

* Gastric protection Pain
* Haemostasis Inﬂammation

¢ Renal function

Figure 3 : mécanisme d’action de sélectivité et non sélectivité d’anti inflammatoire non
stéroidien (Slim et al., 2016)

L’inflammation par dénaturation des protéines :

La dénaturation des protéines a été déterminée comme la cause de l'inflammation, les
indications sont que lorsque les tissus vivants sont blessés, une inflammation se produit
(Bailey-Shaw et al., 2017). un nombre significatif d’anti inflammatoires sont connus pour

inhiber la dénaturation de protéines (Pungle et al., 2018). La plupart des protéines perdent
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leurs fonctions biologiques lorsqu'elles sont dénaturées (Marliyah et Ananthi, 2015). Dans le
corps, la dénaturation des protéines peut étre l'origine des auto-antigénes dans certaines
maladies arthritiques, telles que la polyarthrite humatoide (Mizushima et Kobayashi, 1968 ;
Chandra et al.,, 2012). De plus, un ensemble complexe d'activation enzymatique, de
libération de médiateurs, de migration cellulaire, de dégradation et de réparation des tissus se
produit, provoquant la perte de la conformation moléculaire et des fonctions de la protéine ou
sa denaturation (Bailey-Shaw et al., 2017).

5- L’hémolyse :
L’hémolyse est le phénomene irréversible par lequel les globules rouges sont détruits, libérant
ainsi I’hémoglobine dans le milieu extérieur (Achab, 2020).
La destruction des érythrocytes est un phénomeéne normal qui a lieu dans la rate lorsque les
globules rouges, en fin de vie, y sont détruits et €liminés. L ’hémolyse anormale du sang peut
avoir différentes causes. Il peut s’agir d’une pathologie qui aboutit a la destruction des
globules rouges dans les vaisseaux sanguins (exemples : certaines anemies, accidents
transfusionnels, paludisme, etc.) (Preynat al., 2010).
En milieu hypotonique, I’hémolyse s'explique par des changements conformationnels ou
associatifs des protéines membranaires aboutissant a la formation des pores et a une hémolyse
ultérieure et a la diffusion de I'némoglobine dans le milieu extracellulaire (Manaargadoo-
Catin et al., 2016).
La membrane érythrocytaire ressemble a la membrane lysosomale en tant que telle, I'effet des
médicaments sur la stabilisation des érythrocytes pourrait étre extrapolé a la stabilisation de la
membrane lysosomale (James et Nnacheta, 2008).
La présence d’hémoglobine libre dans les milieux de suspension des globules rouges comme
le plasma ou les solutions additives est une indication généralement de I'hémolyse des
globules rouges (Sowemimo-Coker, 2002).
Les humains ont commencé la recherche de divers moyens, y compris les plantes, pour
contréler et gérer l'inflammation depuis des temps immémoriaux. De nombreuses especes
végetales ont une activité anti-inflammatoire in vitro (Elgorashi et McGaw., 2019).
Le continent africain abrite environ 74 000 espéces de plantes a fleurs, parmi celles-ci, seules
408 especes végétales, appartenant a 79 familles de plantes, ont été rapportées comme
possédant une activité anti-inflammatoire in vitro, représentant seulement 0,6% de la flore
africaine totale (Elgorashi et McGaw., 2019). Cependant, 56,5% des especes végétales a
activité anti-inflammatoire in vitro appartiennent a seulement huit familles, a savoir les
Xanthorrhoeaceae (14,4%) Légumineuses (7,3%), Asteraceae (6,3%), Malvacées (6,1%),
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Combretaceae (5,8%) , Lamiacees (5,1%), Asparagacées (4,9%) et Rubiacées (3,1%). Cela
n'est pas surprenant car les légumineuses, les astéracées et les rubiacées sont les plus grandes
familles d'Afrique subsaharienne et tropicale. Les genres d'intérét comprennent Aloe
(Xanthorrhoeaceae, 56 especes), Combretum (Combretaceae, 22 espéces), Hermannia
(Malvaceae, 13 espéces) et Eucomis (Asparagaceae, 10 espéces) (Elgorashi et McGaw.,
2019).

Le gingembre (Zingiber officinalis) contient des composés aux propriétés anti-
inflammatoires et antioxydantes comme le gingérol, les paradols et le shogaol. En fait, le
gingembre contient plus de 100 principes actifs, c'est pour cette raison qu'il est
particulierement efficace pour soulager les douleurs causées par larthrite et autres
rhumatismes inflammatoires (Anh et al., 2020). Le gingembre peut réduire les marqueurs de
I'inflammation tels que le TNF-a et l'interleukine 1B (Mozaffari-Khosravi et al., 2016).
L'huile d'olive est l'un des aliments les plus représentatifs du régime méditerranéen
traditionnel et un élément clé associé a ses effets protecteurs pour la santé. Des études
épidemiologiques indiquent une association inverse entre la consommation d'huile d'olive et
la survenue de différents types de cancer, de facteurs de risque cardiovasculaire, de processus
liés a I'age, de troubles inflammatoires chroniques et de maladies inflammatoires de l'intestin
(Di Nunzio et al., 2018). Ces bienfaits pour la santé sont principalement attribués a la classe
phénolique, ou l'oleuropéine, le tyrosol et leurs dérives sont les principaux constituants et
représentent environ 90% de la teneur totale en phénols d'une huile d'olive vierge (Di Nunzio
et al., 2018).

L'huile d'olive extra vierge a montré une activité anti-inflammatoire remarquable due a
l'oléocanthal, un composé présent dans I’huile d’olive extra vierge qui a un profil
remarquablement similaire a I’ibuproféne (un médicament anti-inflammatoire synthétique)
(Guemra et Mecherour, 2018).

Selon Ciceral et al., (2012), la consommation d'huile d'olive extra vierge (EVOO) par les
populations méditerranéennes, et plus particulierement les composés phénoliques
naturellement présents dans 'EVOO. Des études impliquant des humains et des animaux (in
vivo et in vitro) ont démontré que les composés phénoliques de I'huile d'olive ont des effets
biologiques potentiellement bénéfiques résultant de leurs activités antimicrobiennes,

antioxydantes et anti-inflammatoires.

Divers systéemes de dosage in vitro ont été utilisés pour cribler des extraits de plantes et des

constituants de plantes actives pour une activité anti-inflammatoire. L'enzyme COX-1 a été
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largement utilisée comme outil pour étudier les effets anti-inflammatoires d'extraits de plantes
et de produits naturels (Elgorashi et McGaw., 2019).

D'autres systemes d'essais biologiques ciblant dautres médiateurs inflammatoires tels que la
production d'oxyde nitrique, I'oxyde nitrique synthase inductible, le facteur nucléaire kappa-
light-chain-enhancer des cellules B activées (NF-xB) et divers médiateurs pro-inflammatoires
tels que les interleukines (IL), les tumeurs le facteur de nécrose-o. (TNF-a) et l'interféron
(IFN) ont été utilisés, dans une moindre mesure, pour cribler des extraits de plantes pour une

activité anti-inflammatoire (Elgorashi et McGaw., 2019).

La majorite des études consacrées au criblage in vitro d'extraits de plantes pour l'activité anti-
inflammatoire ont suivi des pistes ethnobotaniques. Les plantes traditionnellement utilisées
pour traiter la douleur, la fiévre et I'enflure du corps sont le premier choix d'investigation.
D'autres criteres de sélection tels que la chimiosystematique, la disponibilité ou la sélection

aléatoire ont également été utilises (Elgorashi et McGaw., 2019).
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L’étude expérimentale est réalisée au niveau du laboratoire de la Faculté des Sciences et de la
technologie, Université de Tissemsilt.
1- Préparation des solutions de la créme a base d’huile d’olive, des graines de plante
médicinales et de la cire naturelle de I’abeille domestique:
La créme utilisée dans cette étude provient d’un fabricant local de la région de Tissemsilt.
Elle est faite d’'un mélange d’huile d’olive pure, de la poudre des graines de plantes
médicinales obtenue aprées séchage et broyage et de la cire naturelle de ’abeille domestique.
Le mélange obtenu est homogéne est de texture crémeuse.
Sur la base des observations et le témoignage des personnes ayant essayé la creme comme
anti-inflammatoire, on a choisi cette creme. L’objectif de notre travail est de tester I’effet anti-
inflammatoire de la créme in vitro.
Dans notre étude, on a I’autorisation d’exploiter la créme pour des fins scientifiques sans
dévoiler la composition exacte de la creme dans ce mémoire pour des raisons commerciales.
Nous tenant a préciser que les enseignants encadrant de ce travail ont la composition compléte
de la créeme.
Les solutions de la créeme a différentes concentrations sont préparées. Toutes les solutions ont
été fraichement préparées avant les expériences et utilisées immédiatement. La créme a base
d’huile d’olive, de graines de plantes medicinales et de la cire naturelle a été dissoute dans du
DMSO 0,5 % /d’eau physiologique de sorte que la quantité finale de DMSO était inférieure a
1 %. L’acide gallique et le diclofénac sodique sont dissous dans le méme solvant (DMSO 0,5
% / d’eau physiologique normale).
2- Détermination, in vitro, de I’activité anti-hémolytique, anti-inflammatoire de cette
créme:

a- Préparation de la suspension des globules rouges humains (GRh) :
Dans des tubes héparinés, des échantillons de sang frais (environ 4 ml) ont été récupérés, au
niveau de laboratoire d’analyse médicale, ou la prise de sang a été effectuée, sur des
volontaires (20-30 ans).
Les différents échantillons de sang humain récupérés sont centrifugés a 3000 rpm, pendant 10
min, afin d’¢éliminer le plasma et les cellules polynucléaires.
Ensuite, le culot de GRh est lavé trois fois, avec un volume équitable de solution iso-saline,
par la suite, reconstitution des suspensions de 10% (v/v) (GRh), avec une solution iso-saline

et utilisé immédiatement.
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b- Test de cytotoxicité :
Le principe de ce test est de mettre en contact des hématies avec la creme, a differentes
concentrations, dans une solution isotonique et de suivre le taux d’hémoglobine (Hb) libérée
par les cellules hémolysées, dans le but d’évaluer la cytotoxicité de la créme, vis-a-vis, des

GRh.

- Mode opératoire :

Le protocole utilisé est celui de Bulmus et ses collaborateurs (2003), ot un volume de 1.6 ml
de la solution de la créme a base d’huile d’olive, graines de plante médicinales et de la cire
naturelle ou de l’acide gallique (molécule de référence (polyphénol)) a différentes
concentrations (0.4, 0.3, 0.2, et 0.15 mg/ml) est mélangé avec un volume de 0.4 ml de la
suspension de GRh a (10%).

- Deux contrbles ont été réalisés dans les mémes conditions, en remplacant la solution de
notre creme avec de I’eau physiologique (controle négatif) ou avec de 1’eau distillée (controle

positif correspondant a 100% d’hémolyse).

- Le melange réactionnel a été incubé a 37°C, pendant 30 min, ensuite centrifugé a 3000 rpm
pendant 10 min et ’absorbance de I’Hb libérée a été mesuré a 560 nm.
- Expression des résultats :

Le pourcentage d’hémolyse a été calculé a partir de la formule suivante :

[ %d’hémolyse = (At/Ac) X 100 }

Ou: Ac = Absorbance du contrble ; At = Absorbance du test.

c- Evaluation de I’activité anti-hemolytique :

Le principe de cette méthode est basé sur la capacité de la créme a base d’huile d’olive, de
graines de plantes médicinales et de la cire naturelle a empécher 1’hémolyse des GRh induite
par I’hypotonie et la chaleur et donc prévenir la libération de I’'Hb.

Ce test a été réalisé selon la méthode décrite par (Sadique et al, 1989 ; oyedapo et al, 2010).
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- Mode opératoire :

Le milieu réactionnel contenant 0,5 ml de la solution de notre créme ou du Diclofénac
sodique ou I’acide gallique a différentes concentrations (0.4, 0.3, 0.2, 0.15 et 0.1 mg/ml),
mélangé avec 1,5mL du tampon phosphate (pH=7,4) et 2ml d’une solution hypo-saline
(0,36% NaCl), le tout incubé a 37°C pendant 20 min. Ensuite 0,5 ml de la suspension de GRh
(10%) sont ajoutés a chaque concentration et une deuxiéme incubation est réalisée & 56°C
pendant 1h.

A la fin, les tubes sont refroidis sous I’eau courante et suivis par une centrifugation a 2500
rpm pendant 5min. Les absorbances des surnageants sont mesurées & 560 nm. En paralléle, un
controle est réalisé en remplagant I’extrait avec 0,5 ml du tampon phosphate.

- Expression des résultats :

Le pourcentage de stabilité membranaire est estimé a partir de l'expression suivante :

% de stabilité membranaire = (4c—A4Ac) X100

Ou : Ac = Absorbance du controle. At = Absorbance du test.

Evaluation de I’activité Anti-inflammatoire :

La dénaturation des protéines est parmi les causes de I’inflammation (Williams et al, 2008).
De nombreuses études ont évalu¢ D’effet inhibiteur de différents extraits de plantes sur
’activité anti-inflammatoire in vitro par la méthode de la dénaturation des protéines (Bouhlali
et al, 2016).

L'effet de la créeme sur le test de dénaturation de I'albumine sérique bovine (BSA) induite par
la chaleur a été réalisé en utilisant une méthode décrite par (Anyasor et al, 2019, Sakat et al.,
2010) avec des modifications mineures, la méthode consiste a prépareé :

La solution d’essai (0,5 ml) composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de SBA 1 % et 0,05

ml de la créeme avec des concentrations variables (250 pg/ml, 250 ng/ml et 250 pg/ml).

2. La solution contréle (0,5 ml) composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de BSA 1 % et

0,05 ml d’eau distillé (control).

3. La solution contrdle produit (0,5 ml) composé de 0,45 ml d’eau distillé et 0,05 ml de la

solution de la creme a une concentration de 250 pg/ml (control product).

4. La solution standard test (0,5 ml) composée de 0,45 ml de la solution aqueuse de BSA 1 %
et 0,05 ml de la solution de standard diclofénac sodium (médicament de référence) avec des

concentrations variables (250 pug/ml, 250 ng/ml et 250 pg/ml).
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Toutes les solutions au-dessus ont été ajustées a pH 6,3 par une solution d’HCI (IN).

Les échantillons ont été incubées a 37° C pendant 20 min, ensuit la température était
augmenté pour garder les échantillons a 57° pendant 20 min.

Apres refroidissement des tubes, 2,5ml de la solution tampon phosphate (Ph=6,3) a été ajouté
aux solutions ci-dessus. L’absorbance est mesurée par le spectrophotomeétre UV —visible a
660 nm, et le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines a été calculé comme

suit:

%d’inhibition = 1-(DO solution d’essai - DO control product / DO control) x 100

Le contrle représente 100% des protéines dénaturées; et les résultats sont comparés avec le
diclofénac sodium (médicament de référence).

Etude statistique : toutes les études statistiques ont été réalisées par le programme de
statistique SAS version 0.9 (0.9 V)
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Etude des activités biologiques in vitro de la créme a base d’huile d’olive, des graines de
plantes médicinales et de la cire naturelle:

Pour I’étude des activités biologiques, nous avons fait appel a trois différents tests a savoir
cytotoxicité, hémolyse et dénaturation des protéines

a. Test de cytotoxicité (figure 04, tableau Al.a et Al.b en annexes):

Le test de cytotoxicité in vitro est représenté par le pourcentage d’hémolyse des globules
rouges, il est réalisé en utilisant des globules rouges (GR) d’un donneur en bonne santé.
Différentes concentrations de la créeme a base d’huile d’olive, des graines de plantes
médicinales et de la cire d’abeille naturelle sont testées par comparaison a 1’acide gallique
(polyphénol de référence).

Le pourcentage de I’hémolyse est évalué pour chaque concentration, en mesurant
I’absorbance de ’hémoglobine libérée des globules rouges par hemolyse, en comparaison au
contrble négatif (C négatif (-)), solution de GR dans de I’eau physiologique, ayant un taux
d’hémolyse trés faible, 15%) et au contrdle positif (C positif (+)), solution de GR dans de
I’eau distillée afin de provoquer une hémolyse totale, 100% d’hémolyse).

La comparaison des moyennes par le test de wilcoxon a montré que la différence est tres
hautement significative entre les différents produits (ddl =2 ; valeur de t = 17.0556; p =
0.0002) effectivement la procédure GLM a donne les mémes résultats. Une difference trés
hautement significative a été trouve entre les différents produits (ddl = 2 ; valeur de f = 302.05
; p < 0.0001), entre les différentes concentrations (ddl = 3 ; valeur de f= 44.58 ; p < 0.0001) et
entre les concentrations a I’intéricur des produits (ddl = 6; valeur de f=112.03 ; p < 0.0001).
Il n’y a pas de différence significative entre les répétitions (ddl = 2 ; valeur de f=0.38 ; p =
0.6879) (tableau Al.b en annexes).

Nos résultats montrent que 1’effet hémolytique de 1’acide gallique & une valeur égale a 59% a
la concentration de 0.3 mg/mL, un taux de 68.89% est obtenu a la concentration 0.4 mg/ml
puis augmente a 90 % a la concentration 0.2 mg/mL

L’effet hémolytique de I’acide gallique atteint le maximum a la concentration de 0.15 mg/mL
en comparaison avec le contrdle positif (C+ :100 %) (Figure 4).

La creme a base d’huile d’olive, des graines de plantes médicinales et de la cire naturelle
montre un effet hémolytique des GR qui est de 70.89% a concentrations 0.4 mg/ml comparé
au contréle négatif (15%). Ce taux diminue avec la diminution de la concentration, a la
concentration de 0.3 mg/ml et 0.2 mg/ml, le taux d’hémolyse est de 54.56 % et 37.11%
respectivement. Aux concentrations de 0.15 mg/ml le taux d’hémolyse augmente et atteint
40.48%.

17|Page



Résultat et interprétation

Les résultats montrent que la creme a base d’huile d’olive, des graines de plantes médicinales
et de la cire naturelle d’abeille exerce un effet cytotoxique faible par rapport a I’acide gallique
(molécule de référence) aux concentrations (0.3, 0.2 et 0.15 mg/ml), mais supérieur par

rapport a I’effet hémolytique de I’acide gallique a la concentration 0.4 mg/ml.
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Figure 4 : Pourcentage d’hémolyse des globules rouges par ’acide gallique, la créme a base
de d’huile d’olive, de graines de plantes médicinales et la cire naturelle (Les résultats sont

présentés sous forme de moyenne arithmétique)
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1- b. Test anti-hémolytique (stabilisation membranaire des globules rouges) (figure
5, tableau A2.a et A2.b en annexes):

L’étude de I’activité anti-hémolytique in vitro de la créme a base d’huile d’olive, des graines
de plantes médicinales et de la cire naturelle d’abeille est réalisée en utilisant la méthode de
stabilisation de la membrane des globules rouges (GR). L’évaluation de la stabilisation
membranaire est mesurée par le taux de libération de I’hémoglobine a 560 nm pour chaque
concentration de la créme a base d’huile d’olive et de plante utilisée et en les comparants
adeux molécules de référence, a savoir 1’acide gallique et le Diclofénac qui est un médicament
anti-inflammatoire et anti-hémolytique. ).
La comparaison des moyennes par le test de wilcoxon a montré que la différence est trés
hautement Significative entre les différents produits (ddl = 3 ; valeur de t =41.6303 ; p <
0.0001) effectivement la procédure GLM a donné les mémes résultats. Une différence tres
hautement significative a été trouve entre les différents produits (ddl = 3 ; valeur de f = 435.97
; p < 0.0001), entre les différentes concentrations (ddl = 4 ; valeur de f=41.06 ; p < 0.0001) et
entre les concentrations a I’intérieur des produits (ddl= 12 ; valeur de f= 31.20 ; p < 0.0001).il
n’y a pas de différence significative entre les répétitions (ddl = 2 ; valeur de f =1.09 ; p =
0.3450) (tableau A2.b en annexes).
Nos résultats montrent que I’acide gallique présente un effet anti-hémolytique des GR faible,
allant de 16.09% et 22.53% aux concentrations 0.4 mg/ml et 0.3 mg/ml respectivement, par
la suite, ’effet protecteur augmente et représente 84.76 a 85.69 % pour les concentrations (0.1
et 0.2 mg/ml) respectivement. A la concentration de 0.15 mg/ml, un effet anti-hémolytique,
protecteur et stabilisateur des membranes des GR, important de 90% de protection est

constaté.

Le Diclofénac posséde un effet anti-hémolytique élevé, a la concentration (0.2 mg/ml) on
note un pourcentage de 90% montrant I’effet anti-hémolytique vis a vis des membranes des
GR. a un effet anti-hémolytique important a la concentration 0.4 mg/ml ,0.3 mg/ml et 0.15
mg/ml avec un pourcentage de stabilité des membranes qui est en moyenne de (92% a 95% et
94%) respectivement. L’effet protecteur augmente a la concentration 0.1 mg/ml du Diclofénac
et atteint 96.13%affichant un maximum de protection.

Le pouvoir protecteur de la créme a base d’huile d’olive, des graines de plantes médicinales et
de la cire naturelle d’abeille est faible (29.47%, 23.93%) a concentration (0.4 et 0.3 mg/ml
ug/mL), Ieffet protecteur diminue a 19% a laconcentration 0.2 mg/ml, par contre, a faible

concentration, ’effet anti-hémolytique de la créme a base d’huile d’olive, de graines de plante
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médicinales et de cire d’abeille augmente et atteint 51.16% et 56.76 % avec les concentrations
0.1 mg/ml et 0.15 mg/ml respectivement.

Les données obtenues avec la créme a base d’huile d’olive, de plante et de cire d’abeille
indiquent qu’elle présente une activité faible comparée a celle de I’acide gallique et du
Diclofénac. Cette activité stabilisatrice de la membrane des GR varie avec la concentration.
Les résultats obtenus montrent que la créme a base d’huile d’olive, de graines de plantes
médicinales et de cire d’abeille, aux concentrations (0.3 et 0.4mg/ml) présente un effet anti-
hémolytique supérieur a celui de I’acide gallique.

Aux concentrations (0.2, 0.15 et 0.1mg/ml), I’effet protecteur de cette creme est plus faible
que l’acide gallique.

L’effet du Diclofénac a différentes concentrations, reste supérieur a celui de ’acide gallique
et de la créme a base d’huile d’olive, de graines de plantes médicinales et de cire d’abeille aux

mémes concentrations.
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Figure 5 : I’effet anti-hémolytique (stabilité de la membrane des globules rouge) entre I’acide
gallique, le Diclofénac et la créme a base de d’huile d’olive, de graines de plantes médicinales

et la cire naturelle (Les résultats sont présentés sous forme de moyenne arithmétique)

1- c. Test anti —Inflammatoire (figure 6, tableau A3.a et A3.b en annexes):
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Résultat et interprétation

Le test d’inhibition de la dénaturation protéique est le plus convenable pour I’évaluation de
’activité anti-inflammatoire in vitro de la créme a base d’huile d’olive, de graines de plantes

médicinales et de la cire naturelle.
La protéine utilisée pour ces tests est I’albumine de sérum bovine (BSA).

La comparaison des moyennes par le test de wilcoxon a montré que la différence est
Significative entre les différents produits (ddl = 2; valeur de t=6.0452 ; p=0.0487)
effectivement la procédure GLM a donné les mémes résultats. Une différence tres hautement
significative a été trouvé entre les différents produits (ddl = 2 ; valeur de f =205.73 ; p <
0.0001), entre les différentes concentrations (ddl = 2 ; valeur de f=177.38 ; p < 0.0001) et
entre les concentrations a I’intérieur des produits (ddl =4 ; valeur de f= 176.14 ; p < 0.0001).il
n’y a pas de difference significative entre les repétitions (ddl = 1 ; valeur de f =4.36 ; p =
0.0702) (tableau A3.b en annexes)

Les résultats montrent que le Diclofénac assure une bonne inhibition de la dénaturation
proteique marquant ainsi son effet anti-inflammatoire par un pourcentage de 80.35% a la
concentration de 250ng/ml, et aussi a faible concentration de 250 pg/ml, I’effet protecteur est

de (79%) qui est identique a celui observé a la concentration de a la concentration 250ug/ml.

Les résultats obtenus avec la créme a base d’huile d’olive, de graines de plantes médicinales
et de la cire naturelle indiquent un effet protecteur important contre la dénaturation de BSA.
La créme a base d’huile d’olive, de graines de plantes médicinales et de la cire naturelle
présente une activité inhibitrice de la dénaturation de BSA égale a 79.4% a la concentration
de 250 pg/ml.

L’effet protecteur de la dénaturation de la BSA diminue au fur et a mesure avec la diminution
de la concentration de la créme a base d’huile d’olive, de graines de plantes médicinales et de

la cire naturelle et atteint 79 % a la concentration 250ng/ml.

A faibles concentrations (250 pg/mL), La créme a base d’huile d’olive, de graines de plantes

médicinales et de la cire naturelle présente un effet protecteur considérable (75.9%).
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Figure 6 : Inhibition de la dénaturation protéique par le Diclofénac et la creme a base de
d’huile d’olive, de graines de plantes médicinales et la cire naturelle. (Les résultats sont

présentés sous forme de moyenne arithmétique)
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Discussion

La réponse d'un organisme a des lésions tissulaires initiées par un corps étranger telles qu'une
infection microbienne, une lésion chimique ou une pollution environnementale qui entraine
une lésion cellulaire et la mort est I’inflammation (Elgorashi et McGaw, 2019).

Douleur, chaleur, rougeur et gonflement sont les manifestations classiques du processus
inflammatoire. Les anomalies des articulations de la colonne vertébrale, des muscles associés,
des tendons, des ligaments et des anomalies structurelles osseuses peuvent toutes entrainer des
douleurs (Maroon et al., 2010). En regle générale, les patients n‘auront pas besoin d'une
intervention chirurgicale immédiate et auront donc besoin de traitements pour réduire la
douleur et améliorer la qualité de vie des activités (Maroon et al., 2010).

L'utilisation de médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) est toujours le pilier
de la plupart des cliniciens classiquement enseignés pour les douleurs inflammatoires, malgré
leurs effets secondaires connus (Maroon et al., 2010).

Les mécanismes des AINS se font principalement par interaction avec les cytokines pro-
inflammatoires interleukine (IL)-1a, IL1b, IL-6 et le facteur de nécrose tumorale (TNF-o)
(Maroon et al., 2010). Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) exercent leurs effets
bénéfiques soit en inhibant la libération des enzymes lysosomales, soit en stabilisant les
membranes lysosomales (Anosike et al., 2012).

En raison de leur efficacité a reéduire la douleur et I'inflammation, les anti-inflammatoires non
stéeroidiens (AINS) sont parmi les médicaments les plus couramment utilisés, confirmant leur
position dans la liste modéle des médicaments essentiels de 'OMS. Cependant, les AINS ont
effets des indésirables dans les complications gastro-intestinales, cardiovasculaires,
hépatiques, rénales, cérébrales et pulmonaires (Bindu et al., 2020).

Les plantes médicinales sont considérées comme un cadeau précieux offert par la nature
gratuitement et elles ont été utilisées par les humains depuis I'Antiquité. Depuis les temps
anciens, ils ont été utilisés par les peuples de diverses cultures comme une approche
thérapeutique sdre. Selon I'OMS, environ 80% de la population mondiale, en particulier dans
les pays en développement, dépendent principalement de la médecine traditionnelle a base de
plantes pour leur santé sous forme de thé, de décoction ou d'extraits avec de I'eau, du lait (ou)
de l'alcool et 'OMS a également recommandé d'utiliser les plantes comme médicaments la ou
la médecine conventionnelle n'est pas facilement disponible (Iffath Hina et Caroline Rose,
2018).

Les composés naturels ont longtemps été utilisés a des fins anti-inflammatoires. La
contribution des études phytochimiques et ethnopharmacologiques a joué un rdle clé qui a

conduit a l'identification, l'isolement, la caractérisation et la recherche du mécanisme d'action
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d'une variété de composés actifs naturels. De plus, les manipulations potentielles des effets
anti-inflammatoires utilisant les connaissances de la pharmacologie moléculaire ont amélioré
nos connaissances sur les extraits naturels et rendu leurs utilisations cliniques plus saines
(Tasneem et al., 2019).

L’objectif de notre travail de master est 1’évaluation de I’effet anti-inflammatoire in vitro
d’une créme a base d’huile d’olive, graines de plantes médicinales et de la cire naturelle.

La cire d'abeille est un produit complexe sécrété sous forme liquide par des glandes cireuses
speciales situées dans I'abdomen des jeunes abeilles ouvriéres, elle peut étre utilisée pour
construire des nids d'abeilles, mélanger avec du pollen et la propolis, et méme faire des
bougies. La cire la plus couramment utilisée est produite par Apis mellifere et Apis ceranae
(Fratini et al. ,2016).

Elle se compose en hydrocarbures, mono esters, diester, triesters, hydroxy mono esters,
hydroxy polyesters, acides libres, mono esters acides, polyesters acides et autres. Les
compositions des acides, hydroxy acides, alcools et diols de chaque fraction d'ester ont été
déterminées par chromatographie gaz-liquide (Tulloch, 1971).

Les diols étaient le 1,23-tétracosanediol, le 1,25-hexacosanediol, le 1,27-octacosanediol et le
1,29-triacontanediol. Des quantités mineures de diols a C24-C28 ont egalement €eté détectées.
(Tulloch, 1971).

L’¢évaluation de la cytotoxicité de la créme a base d’huile d’olive, des graines de plantes
médicinales et la cire naturelle est réalisée in vitro par I’utilisation des globules rouges. La
creme de notre étude aux concentrations (0.3, 0.2 et 0.15 mg/ml), mais supérieur par rapport a
I’effet hémolytique de I’acide gallique a la concentration 0.4 mg/ml. La créme ne présentait
pas un effet nocif sur les érythrocytes a de faibles concentrations par rapport a I’acide gallique
qui est utilisé dans notre travail comme un polyphénol de référence.

Concernant nos résultats obtenus avec cette créeme indiquent que I’effet cytotoxique est
concentration dépendant. Par rapport a I’acide gallique qui est utilis¢é dans notre travail
comme un polyphénol de référence, la creme ne présentait pas un effet nocif sur les
érythrocytes a de faibles concentrations.

La plupart des plantes ont des propriétés médicinales, il est important que leurs risques de
toxicité soient évalués. Les érythrocytes sont largement utilisés car il présente une indication
directe de la toxicité des formulations injectables ainsi qu'une indication générale de la
toxicité membranaire, la membrane des érythrocytes peut étre affectée par la consommation
de composés bioactifs provenant d'herbes et de plantes médicinales (Mohammedi et Atik,
2014).
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Les résultats obtenus par Mohammedi et Atik (2014), indiquent que la majorité des extraits
de différentes plantes de leur étude manifestent une faible activité hémolytique mais une
grande attention prendra avec les plus grandes concentrations.

La stabilisation de la membrane lysosomale est importante pour prévenir les processus
inflammatoires (Al-Timimi et Hameed, 2016). Le choix de la lyse des érythrocytes induite
par hypotonie pour prouver l'effet stabilisateur de la membrane parce que la membrane des
globules rouges humains est considérée comme similaire & la membrane lysosomale (Al-
Timimi et Hameed, 2016).

Les résultats obtenus montrent que la creme a base d’huile d’olive de graines de plantes
medicinales et de cire naturelle, aux concentrations (0.3 et 0.4 mg/mL) présente un effet anti-
hémolytique supérieur a celui de P’acide gallique. Aux concentrations (0.2, 0.15 et 0.1
mg/mL), ’effet protecteur des de la créme d’huile d’olive de graines de plantes médicinales et
de cire naturelle est inférieur a celui de I’acide gallique.

L'exposition des globules rouges (GR) a des substances nocives telles que le milieu
hypotonique, la chaleur, le salicylate de méthyle ou la phénylhydrazine entraine la lyse des
membranes, accompagnée d'une hémolyse et d'une oxydation de I'némoglobine (Anosike et
al., 2012).

L'effet hémolytique de la solution hypotonique est lié a une accumulation excessive de liquide
dans la cellule entrainant la rupture de sa membrane. Une Iésion de la membrane
érythrocytaire rendra la cellule plus sensible aux dommages secondaires par peroxydation
lipidique induite par les radicaux libres (Anosike et al., 2012).

La stabilisation de la membrane globules rouges humains a été utilisée car la membrane des
érythrocytes est analogue a la membrane des lysosomes (Kiranmayi, et al., 2018), l'inhibition
de I'hypotonie et de la lyse de la membrane des globules rouges induite par la chaleur a été
considérée comme une mesure du mécanisme de l'activité anti-inflammatoire (Anosike et al.,
2012).

La stabilisation membranaire conduit a la prévention des fuites de protéines sériques et de
fluides dans les tissus pendant une période de perméabilité accrue causée par des médiateurs
inflammatoires (Anosike et al., 2012).

La stabilisation des lysosomes est importante pour limiter la réponse inflammatoire en
empéchant les neutrophiles actifs de libérer des composants des lysosomes tels que des des
protéases lors d'une infection microbienne (Kiranmayi, et al., 2018 ; SreeKumari et al.,
2015).
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La créme de notre étude est un mélange complexe contenant de multiples composés (1’huile
d’olive, graines de plantes médicinales et la cire naturelle d’abeille), qui peuvent interagir et
exercer un effet protecteur des membranes des globules rouges, mais a un faible degré par
comparaison au diclofénac, comme le montre les résultats obtenus, cette créme peut étre un
agent anti hémolytique potentiel.

Les protéinases ont été impliquées dans les réactions arthritiques. Les neutrophiles sont une
riche source de protéinases a sérine, qui sont localisées dans les granules des lysosomes. Les
protéinases leucocytaires sont impliquées dans le développement de Iésions tissulaires lors de
réactions inflammatoires et les inhibiteurs de protéinases offrent une protection substantielle
contre cet effet. 1l a été rapporté que des extraits au méthanol d'O. corniculata avaient une
activité antiprotéinase significative (Naz et al., 2017). Dans I’étude de Naz et al. (2017), des
valeurs élevées de coefficients de corrélation ont été trouvées entre le contenu phénolique
total et l'activité d'inhibition anti-inflammatoire et anti-protéinase des extraits de plantes
sélectionnés.

Il a été rapporté que les flavonoides exercent des effets stabilisants profonds sur les lysosomes
a la fois in vitro et in vivo chez les animaux de laboratoire tandis que le tanin et les saponines
ont la capacité de se lier aux cations et autres biomolécules et sont capables de stabiliser la
membrane érythrocytaire (James et Nnacheta, 2008).

L'activité élevée de stabilisation de la membrane de l'extrait de tige de C. multistriata
observée dans 1’¢tude réalisée par James et Nnacheta, (2008) peut étre due a sa teneur élevee
en flavonoides et en tanin. Des préeparations a base de plantes sont capables de stabiliser la
membrane des globules rouges et d‘exercer une activité anti-inflammatoire (James et
Nnacheta, 2008).

L’inhibition de I'hémolyse des globules rouges dans les milieux hypotoniques offre un
mécanisme supplémentaire d'effet anti-arthritique. L’extrait de plante et les fractions ont
présenté une stabilisation dose-dépendante acceptable de la membrane des globules rouges.
L'attribut de stabilisation membranaire de B.orthobotrys pourrait étre associé a son action
interférente sur la libération du contenu lysosomal des neutrophiles (Alamgeer et al., 2017).
Le test d’inhibition de la dénaturation protéique est le plus convenable pour 1’évaluation de
Iactivité anti-inflammatoire in vitro. Le test Bovine Serum Albumin (BSA) cherche a
éliminer autant que possible lutilisation d'échantillons vivants dans le processus de

développement du médicament (Williams et al., 2008).
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La dénaturation des protéines peut étre due a la production d'auto-antigénes dans certaines
maladies arthritiques. L'altération des liaisons électrostatiques hydrogene, hydrophobe et
disulfure se produit dans le mécanisme de dénaturation (Kiranmayi, et al., 2018).

Dans notre étude, les résultats indiquent clairement que cette créme a base d’huile d’olive, de
graines de plantes médicinales et de cire naturelle a un potentiel anti-inflammatoire, était des
mélanges complexes contenant de multiples composés, qui peuvent interagir avec BSA et
inhiber sa dénaturation.

Dans notre étude, les résultats indiquent clairement que cette créme a base d’huile d’olive, de
graines de plantes médicinales et de cire naturelle a un potentiel anti-inflammatoire. Cette
créme présente une activité inhibitrice de la dénaturation de BSA égale a 79.4% a la
concentration de 250 nug/ml. Les différents constituants de la creme qui font d’elle un mélange
complexe, peuvent interagir avec BSA et inhiber sa dénaturation.

Sur la base des missions de résonance magnétique nucléaire du proton a une et deux
dimensions (1D et 2D 1H RMN) pour BSA, quelques prédictions sont faites sur les sites
d'interaction/liaison possibles de molécules avec anti -action de dénaturation sur lI'albumine de
sérum bovin (Williams et al., 2008). Deux des sites de liaison intéressants se trouvent dans
les régions de résidus de thréonine et de lysine aromatiques riches en tyrosine et aliphatiques
de la BSA (Williams et al., 2008). A partir de ces interactions sur la BSA, certaines des
molécules thérapeutiques intéressantes pourraient activer le récepteur riche en motifs de
tyrosine en double avec la thréonine qui régule les voies biologiques de transduction du signal
pour leur action biologique globale (Williams et al., 2008).

Ces composeés interagissant avec les régions aliphatiques autour du résidu lysine sur la BSA
pourraient étre intéressants en tant qu'antioxydants a activité anticancéreuse tels que les
polyphénols, les phénylpropanoides et les disulfures (par exemple l'acide alpha-lipoigque) et
pourraient également jouer des rbles importants comme anti- composes de glycation
(Williams et al., 2008).

La cristallisation de molécules, par exemple le trisulfure de dibenzyle et Il'eugénol, a
également été réalisée pour des analyses cristallographiques aux rayons X qui, esperent les
auteurs, valideront davantage les sites de liaison des composés dans la BSA (Williams et al.,
2008).

D'aprés le résultat de I’étude de Kiranmayi, et al. (2018), les extraits de feuilles de B.
purpurea sont capables d'en inhiber la dénaturation et son effet a été comparé au médicament
standard diclofénac sodique. Cet effet peut étre di a la présence de stéroides, d'alcaloides et

de flavonoides présents dans diverses fractions. les résultats révélent que l'extrait éthanolique
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de feuilles de B. purpurea est capable de controler la production d'auto-antigénes et inhibe
également la dénaturation des protéines, la dénaturation de l'albumine et la lyse membranaire
dans les maladies rhumatismales (Kiranmayi, et al., 2018).

L'huile d'olive est principalement composée de triacylglycérols (98 a 99 %), dans lesquels
prédominent les acides gras monoinsaturés (AGMI ; 70 a 80 % d'acide oléique), la fraction
insaponifiable contient plus de 200 composants mineurs, notamment des a- et g-tocophérols,
des tocotriénols, du b-caroténe, des phytostérols, des flavonoides et des composés
phénoliques hydrophiles (Fernandes et al., 2020). Parmi les nombreux constituants de I'huile
d'olive, une attention particuliére a été accordée aux composés phénoliques, en grande partie
en raison de leur effet antioxydant mais aussi a son activité anti-inflammatoire (Fernandes et
al., 2020).

Le but de I’étude réalisée par Maalej et al. (2017) était d'evaluer I'effet protecteur de I'extrait
éthanolique d'olive (OFE) et de son compose phenolique, l'oleuropéine (OLE), contre la
toxicité hépato-rénale induite par la deltaméthrine (DEM), un pyréthroide synthétique, chez
des rats Wistar. L’effet toxique a été confirmé par des études histologiques et les niveaux
d'expression des genes inflammatoires (cox-2) et apoptotiques (bcl-2 et p53). Les résultats ont
mis en évidence l'efficacité des composeés phénoliques de l'olive en tant que protecteur
hépatique et rénal dans la toxicité hépato-renale induite par le DEM en améliorant I'état
oxydatif ainsi qu'en supprimant I'inflammation et I'apoptose, par consequent, ils peuvent étre
utilisés comme composes naturels protecteurs contre la toxicité hépato-rénale induite par le
DEM (Maalej et al., 2017).
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conclusion

Un anti-inflammatoire est médicament destiné a traiter une réaction inflammatoire et les
maladies qui en résultent telles que les manifestations rhumatismales, mais il provoque des
effets secondaires.

Les plantes ont un potentiel en tant qu'agents thérapeutiques de I'inflammation.

Notre étude a examiné l'activité anti-inflammatoire d’une créme a base d’huile d’olive, de
graines de plantes médicinales et de cire naturelle d’abeille, a I'aide de trois tests in vitro :
cytotoxicité, inhibition de I'hémolyse et inhibition de la dénaturation des protéines

Un effet cytotoxique faible de 70.89% a une concentration forte de 0.4 mg/ml du créme,
I’inhibition de la dénaturation des protéines et de I’action des protéases qui atteint 79.4% a
une concentration forte de 250 pg/ml, ce qui la rencontre d’autre part une faible stabilisation
des membranes des globules rouges atteint une valeur de 51.16% a 56.76 concernant des
concentrations faibles de 0.1 mg/ml et 0.15 mg/ml de ce produit.

Les résultats ont révélé que la créeme étudiee posséde des propriétes anti-inflammatoires a
différents niveaux, ce qui pourrait &tre di aux différences de composition et de concentration
des composés bioactifs.

Ces études doivent étre focalisées sur la recherche des composés bioactifs dans les extraits de
plantes utilisée ou sur la cire et I’évaluation de I’effet de ces composés sur les cellules
inflammatoires et leurs voies de signalisations, les enzymes impliquées dans la production des
especes oxygenées réactives.

L’ensemble des résultats obtenus dans ce mémoire, consiste une premiere étape dans la
recherche des substances de source naturelle biologiquement active, il serait intéressant
d’étayer ce travail en :

Cependant, d'autres études sont nécessaires, telles que l'isolement de composés bioactifs, la
confirmation des activités in vitro dans des modeéles animaux et la gravité des effets
secondaires ou leur absence doivent étre étudiées plus avant, évaluation de I’activité anti
oxydante.

Les molécules ou extraits démontrant une activité anti-dénaturante aux doses les plus faibles
possibles sont a sélectionner pour des criblages a large spectre en vue du développement d'une

large gamme de médicaments thérapeutiques.
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Tableau Al.a : Pourcentage d’hémolyse des globules rouges par I’acide gallique, la créme a

base de d’huile d’olive, de graines de plantes médicinales et de cire naturelle.

C- 0.15 mg/ml 0.2 mg/ml 0.3 mg/ml 0.4 mg/ml
acide gallique 162,89 90,48 59 68,89
créme +cire 40,48 37,11 54,56 70,89

Tableau Al.b : analyse descriptive de test de cytotoxicicité.

Hiveau de Miveau de @ =0 ====ceccc———— ant ihemo==========
produit concentration Hb Moyenne Ecart-type
Créme naturelle et cire 0.15 3 40, 480000 0.3915354
Créme naturelle et cire 0.2 3 37.110000 2.2200000
Créme naturelle et cire 0.3 3 54 . 556667 8.6650005
Créme naturelle et cire 0.4 3 70.890000 4 _6700000
acide galique 0.15 3 162 . 890000 11.1100000
acide galique 0.2 3 90.483333 1.91423971
acide galique 0.3 3 59. 000000 3.5600000
acide galique 0.4 3 68 . 890000 7.0000000

Tableau A2.a : ’effet anti-hémolytique (stabilité de la membrane des globules rouge) entre
I’acide gallique, le Diclofénac et la créeme a base de d’huile d’olive, de graines de plantes

médicinales et la cire naturelle.

0.1mg/ml | 0.15mg/ml | 0.2mg/ml | 0.3 mg/ml 0.4 mg /ml
diclofénac 96,13 94,36 90,8 95,82 92,49
acide gallique 84,76 90,27 85,69 22,53 16,09
créme-+cire 51,16 56,76 19,2 23,93 29,47

Tableau A2.b : analyse descriptive de test anti-hémolytique

Hiveau de Hiveau de =0 ===—————- ANT IHEMOL YSE========
produit concentration Hb Moyenne Ecart-type
ficide galique 0.1 3 84 . 7566667 1.9353639
ficide galique 0.15 3 90.2700000 0.4000000
ficide galique 0.2 3 85.6866667 0.3370954
ficide galique 0.3 3 22.5300000 1.2000000
ficide galique 0.4 3 16. 0900000 2.6002308
Créme naturelle et cire 0.1 3 51.1566667 £.9351186
Créme naturelle et cire 0.15% 3 56.7566667 £.9351186
Créme naturelle et cire 0.2 3 19.2000000 0.6700000
Créme naturelle et cire 0.3 3 32.9300000 4_8000000
Créme naturelle et cire 0.4 3 29.4666667 5.8650007
déclofénac sodique 100 mg 0.1 3 96.1333333 1.7350024
déclofénac sodique 100 mg 0.15% 3 94 . 3566667 0.735%9574
déclofénac sodique 100 mg 0.2 3 90.8000000 0.9300000
déclofénac sodique 100 mg 0.3 3 95.8233333 0.7311179
déclofénac sodique 100 mg 0.4 3 92 .4866667 0.7359574

Tableau A3.a : Inhibition de la dénaturation protéique par le Diclofénac et la créme a base de

d’huile d’olive, de graines de plantes médicinales et la cire naturelle
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test d’inhibition de la dénaturation de BSA | 250 ug/ml 250ng/ml 250 pg/ml
diclofénac 79,65 80,35 79,8
créeme +cire 79,4 79 75,9
Tableau A3.b : analyse descriptive de test anti-inflammatoire
Hiveau de Hiveau de = = = ====c—ccceaad BEfi===mmmmmnmna-
produit concentration HNb Hovenne Ecart-type
Créme naturelle et cire 1 2 0.01600000 0.00000000
Créme naturelle et cire 2 2 0.02000000 0.00000000
Créme naturelle et cire 3 2 0.05100000 0.00000000
déclofénac sodigue 100 mg 1 2 0.01350000 0.00353553
déclofénac sodique 100 mg 2 2 0.00650000 0.00070711
déclofénac sodique 100 mg 3 2 0.01200000 0.00424264
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Résumé

L’inflammation ou réaction inflammatoire est un mécanisme naturel qui va se mettre en place quand
I'organisme subit une agression : chimique, toxique, microbienne, traumatique. Les anti-inflammatoires (
les médicaments chimiquement synthétisés) ont des effets secondaires. L'objectif de notre étude est
concentrée sur |'utilisation des plantes médicinales comme agents anti-inflammatoires nous avons
utilisés une creme a base de la cire et I'huile d’olive et graines de quelques plantes médicinales a
différentes concentration pour étudier les activités anti-inflammatoires in vitro en termes d'effet de
I'némolyse induite par une solution hypotonique sur la stabilisation de la membrane des globules
rouges, |'effet d'inhibition de I'activité de dénaturation des protéines et I'effet de réduire la Cytotoxicité.
L’évaluation de la Cytotoxicité de la créme a base d’huile d’olive, des graines de plantes médicinales et la
cire naturelle est réalisée in vitro par I'utilisation des globules rouges. La creme de notre étude aux
concentrations (0.3, 0.2 et 0.15 mg/ml), mais supérieur par rapport a I'effet hémolytique de I'acide
gallique a la concentration 0.4 mg/ml. La créme ne présentait pas un effet nocif sur les érythrocytes a de
faibles concentrations par rapport a I'acide gallique qui est utilisé dans notre travail comme un poly
phénol de référence.

Mots clés : inflammation, anti-inflammatoires, I’huile d’olive, plantes médicinales

Abstract

Inflammation or inflammatory reaction is a natural mechanism that will take place when the body is
attacked: chemical, toxic, microbial, traumatic. Anti-inflammatory drugs (chemically synthesized
drugs) have side effects. The objective of our study is focused on the use of medicinal plants as anti-
inflammatory agents we used a cream based on wax and olive oil and seeds of some medicinal
plants at different concentration to study the activities anti-inflammatory drugs in vitro in terms of
the effect of hemolysis induced by hypotonic solution on the stabilization of the membrane of red
blood cells, the effect of inhibiting the denaturing activity of proteins and the effect of reducing the
Cytotoxicity. The evaluation of the cytotoxicity of the cream based on olive oil, the seeds of
medicinal plants and the natural wax is carried out in vitro by the use of red blood cells. The cream in
our study at concentrations (0.3, 0.2 and 0.15 mg / ml), but superior to the hemolytic effect of gallic
acid at the concentration of 0.4 mg / ml. The cream did not exhibit an adverse effect on erythrocytes
at low concentrations compared to gallic acid which is used in our work as a benchmark polyphenol.

Tags: inflammation, anti-inflammatories, olive oil, herbal remedies
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