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Introduction

En consultant l'histoire de I'humanité a travers de nos ancétres, I’Homme, s’est servi des
plantes pour se nourrir, se réchauffer, ou pour se soigner. Broyées, cuites, ou méme infusées
dans I'eau, les feuilles, les racines, les graines ou méme parfois la plante entiére sont utilisées
depuis I’antiquité dans le traitement de diverses maladies, c’est ce qu’on appelle aujourd’hui la
médecine traditionnelle. Ce qui a donné une grande importance aux plantes dans la vie
quotidienne de I'étre humain, le laissons cultivé des champs et s'intéresser a I’alimentation saine,
comme a dit Hippocrate il y a pres de 2 500 ans « Que ton aliment soit ton médicament et ton

médicament ton aliment » (Wildman, 2002).

Les premieres utilisations traditionnelles des plantes remontent a 8 000 ans avant J.-C. La
médecine égyptienne, chinoise, romaine et méme islamique les utilisent comme un remede de
toutes les maladies. Actuellement, des nombreuses recherches sont menées dons le but de
déterminer le mode d’action de ces plantes en tant que traitement des maladies et pour identifier

¢galement les principes actifs responsable de leurs propriétés thérapeutiques.

Nigella sativa, en anglaise black cumin, en arabe Habbet-el baraka, en francais cumin
noir, est l'une des plantes médicinales qui appartient a la famille des Renonculacées. Elle est
fréquemment incorporée dans la médecine traditionnelle dans toutes les civilisations anciennes
commencgant par 1'égyptienne qui I’a utilis€ comme un remeéde contre un large spectre des
pathologies. En effet, les études pharmacologiques actuelles ont montré que ses graines révelent

des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et immunomodulatrices (Ahmad et al., 2013).

La réaction inflammatoire, ou I’inflammation, est une réponse immunitaire non
spécifique immédiate et temporaire, qui se manifeste par une série de réactions cellulaires et
moléculaires, locales et périphériques, déclenchées a partir d'un point de départ a une agression,

a une infection ou un traumatisme (Raymondjean, 2007).

L’inflammation peut étre classée en deux formes, inflammation aigué et inflammation
chronique. La différence entre eux est que l'inflammation aigué est la réponse initiale du
systtme immunitaire qui dure une courte période et l'inflammation chronique est une

inflammation qui persiste d'une longue durée (Kumar et al., 2015).

In vivo, plusieurs modeles d'inflammation ont été utilisés afin d’évaluer I’activité anti
inflammatoire d’une substance a tester, parmi lesquels on peut citer le modéle de poche d'air ou
méme le modéle d’cedéme de la patte, qui sont souvent appliqué sur des rats et des souris,

induites par les carraghénanes (Winter et al., 1962).



Introduction

La présente étude vise a approfondir les connaissances sur 1’effets anti-inflammatoires
des huiles volatiles de Nigella sativa, en évaluant leur efficacité sur des modeles d'inflammation
aigu€ induite chez des rats et des souris par des produit irritant, afin de vérifier leur potentiel

thérapeutique.
Le manuscrit de notre étude a été divisé en deux parties

Une partie bibliographique représente une généralité sur Nigella sativa et ses effets
thérapeutiques dans un premier chapitre et sur I’inflammation et les modeles d’inflammation

dans un deuxieme chapitre.

Une partie expérimentale contient le matériel utilis€é et mettant en point de toutes les
procédures réalisées dans le présent travail, suivi de la partie résultats et discussion et on termine

par une conclusion générale offrant quelques perspectives.



Premiere partie
Syntheése bibliographique



Chapitre 1
Nigella sativa



Chapitre 1 Nigella sativa

I.1. Historique

La premiére utilisation de la plante Nigella sativa a été détectée chez la civilisation
Egyptienne ou elle a été considérée comme un médicament pour faciliter la digestion ou méme
contre le rhume, elle a été trouvée dans la tombe du pharaon Toutankhamon pour l'aider dans
la vie apres la mort (Schleicher & Saleh, 2000). Elle est également considérée dans 1'Inde
comme un médicament pour les troubles du systéme nerveux et les troubles gynécologiques
(Igbal, 2022). Nigella sativa est également connus dans la religion islamique car d'aprés Abu
Huraira : J'ai entendu le prophéte Mohamed () dire : « Le cumin noir guérit toutes les maladies

sauf la mort. » (Ismaél, 1890).

Cette plante est cultivée en Afrique du Nord, en Asie et en Europe du Sud-Est. Les
principaux pays producteurs sont I'Egypte, I'Inde, le Pakistan, I'Iran, I'Irak et la Turquie. Le
climat chaud et sec offre des conditions idéales pour la croissance et le développement de cette
espéce. En effet, plus le climat est parfait plus les graines sont bonnes. Le cumin noir d'Egypte
est de meilleure qualité car il présente nombreuses propriétés médicinales prouvées (Kooti et
al., 2016). D'autres especes comme le cumin noir de Turquie (Nigella damascena) a révélé un
faible intérét médicinal. Cependant, I’espece Nigella garidella semble étre une plante toxique
(Schleicher & Saleh, 2000). Aujourd’hui en trouve le cumin noir beaucoup plus dans la

préparation du pain ou dans des compléments alimentaires.
I.2. Description botanique

Nigella sativa (Figure 1) est une petite plante herbacée annuelle rampante. Sa longueur
est d'environ 30 a 60 cm. Ses feuilles sont divisées en deux segments linéaires et peuvent étre
mesurées jusqu'a 3 cm de longueur. Elles sont placées deux par deux de chaque coté de la tige
comme elles sont séparées. Les feuilles inférieures sont petites et pétiolées, tandis que les
feuilles supérieures sont plus longues. Les fleurs sont de couleur bleu pale et portées sur des
pédoncules séparés. Généralement, la plante pousse de manicre terminale sur ses branches. .
sativa se reproduit de fagon autonome et forme a maturité une capsule composée de nombreuses
graines blanches triangulaires. Le fruit s'ouvre automatiquement et les graines a l'intérieur sont
exposées a l'air et deviennent noires ; on les appelle alors les graines noires. Les graines sont
triangulaires, noires et ont une odeur piquante (poivrée). Elles contiennent une quantité

considérable d'huile (Varghese, 1996; Chevallier, 1996; Ghedira, 20006).



Chapitre 1 Nigella sativa

Figure 1 Photographie des fleurs de la plante Nigella sativa (Thakur et al., 2021)

1.3. Composition chimique des huiles volatiles de N. sativa

Une survole des travaux publiés les dernier 20 ans concernant la composition chimique
de I’huile volatile de Nigella sativa montre I’existence de différents composants dont la
thymoquinone et le ,-cymene représentent les deux composés majeurs. Leur pourcentage varié
d’un travail a un autre influencé par la méthode d’extraction, les solvants utilisés et les régions
de culture, néanmoins aprés compilation nous avons calculé une moyenne aux ’alentour de

20% (tableau 1). Le détail des composants et leur pourcentage est dans 1’annexe (tableau 1).

Tableau 1 Compilation des donnés sur les composants de Nigella sativa

Composé Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne
Chimique 2003 2008 2011 2014 2017 2019 2023 Globale

Thymoquinone 16,8 % 2,4 % 12,8 % 40,0 % 5,5% 10,6 % 526% ~20,6%

p-Cymene 28,5 % 58,2 % 46,8 % 22,8 % 24,6 % 22,4 % 8,7% ~269%
a-Thujene 10,0 % 11,2 % 7,6 % 6,0 % 6,9 % 6,3 % 0,1 % ~6,5%
a-Pinene 2,6 % 2,9 % 1,5% 0,6 % 4,0 % 3,0% 0,5% ~1,8%
B-Pinene 2,9% 4,1% 1,8 % 3,5% 1,4 % 2,4% 0,7 % ~3,0%
Sabinene 1,2 % 1,4 % 0,7% 1,1% 4,4 % 0,7 % 0,0 % ~1,4%
Limonéne 3,3% 2,1% 1,5% 1,0 % / 1,1% 2,6 % ~1,6%
y-Terpinene 0,8 % / 4,2 % 0,3% 3,9% 2,3% 3,7% ~4,1%
Carvacrol 0,8 % 0,7% 2,7% 5,9 % 1,0 % 1,2% 3,7% ~31%



Chapitre 1 Nigella sativa

1.4. Effets thérapeutiques de Nigella sativa

Au cours de ces dernieres années plusieurs recherches ont été fait pour mieux comprendre

les effets de Nigella sativa sur les étres humains.
1.4.1. Effets antioxydants

Différentes études rapportent que les extraits et les huiles essentielles de Nigella sativa
présentent une puissante activité antioxydante (Ashraf et al, 2011; Sultan et al, 2012). La
thymoquinone, I'un des composés volatils identifiés dans la composition chimique de ces huiles
(tableau 1) est le principal composé actif qui interfere avec I’activité des principales enzymes
antioxydantes telles que la glutathion peroxydase, la glutathion-S-transférase et la catalase et il
agit comme un piégeur des radicaux libres et anions superoxydes (Mansour et al., 2002; Awad

et al., 2011).
1.4.2. Immunité et inflammation

Les graines de cette plante se caractérisent par leurs propriétés anti-inflammatoires et
immunomodulatrices (Tekeoglu et al, 2007). L’étude menée par (El-Kadi & Kandil, 1986) et
d’écrite par (Haq et al, 1995) a relevé que I’administration de 1 g de graines de cumin noir
deux fois par jour améliorait les fonctions immunitaires des sujets sains volontaires sur tout
I’équilibre entre les lymphocytes T CD4+/CD8+, leur administration augmentait non seulement
la proportion de cellules tueuses mais favorisait la sécrétion de I’interleukine 3 (IL-3) et d’IL-
1B par les lymphocytes, tout en améliorant la réponse macrophagique. Plusieurs autres travaux
ont également montré qu’elles protégent les cellules LT humaines a travers un effet antioxydant
cyto-protecteur (EI Tahir et al., 1993; El-Kadi et al., 1995). La thymoquinone, semble étre tres
active lorsque elle a été administrée a 2.5-5 mg/kg, ou elle peut inhiber 1’arthrite induite par
I’adjuvant de Freund et réduire la production de leucotrienes (Mansour & Tornhamre, 2004;

Tekeoglu et al., 2006).

De plus, ’huile essentielle extraite de Nigella sativa a démontré des propriétés
analgésiques et anti-inflammatoires remarquables (Hajhashemi et a/,, 2004; Ghannadi et al.,
2005). Elle posseéde également des effets neuroprotecteurs notamment en diminuant le stress
oxydatif au niveau du tissu cérébral dans le contexte de l'encéphalomyélite auto-immune
(Ozugurlu et al., 2005). Par ailleurs, un extrait de mélanine issu de N. sativa pourrait exercer
une action stimulante sur la production de cytokines, ce qui suggere une application potentielle

dans le domaine des thérapies immunomodulatrices et anticancéreuses (E1-Obeid et al., 2006).

5



Chapitre 1 Nigella sativa

1.4.3. Traitement des troubles respiratoires

Nigella sativa produit des actions bronchodilatatrices par le biais de divers mécanismes
pharmacologiques comprenant des propriétés anticholinergiques une inhibition des récepteurs
d’histamine H1, une stimulation des récepteurs P-adrénergiques et l’activation de canaux
potassiques (Boskabady & Shirmohammadi, 2001; Boskabady et al., 2004). La plante agit aussi
sur le systéme nerveux non adrénergique non cholinergique (NANC) en tant qu’a la fois un
stimulateur et un inhibiteur (Linden et al, 1993). L’huile essentielle extraite de N. sativa a
inhibé I’¢lastase neutrophile humaine (HNE) via le carvacrol, ce qui pourrait suggérer un
potentiel d’application dans les pathologies pulmonaires obstructives (Kacem & Meraihi,
2006). La thymoquinone, I’un des principes actifs, a exhibé une amélioration de 1’oxygénation
tissulaire et a protégé le parenchyme pulmonaire contre les lésions dues a 1’aspiration du suc
pulmonaire qui pourrait constituer un traitement du syndrome de détresse respiratoire aigué
(Isik et al., 2005). Chez les souris, N. sativa a montré une capacité a réduire significativement
I’infiltration des éosinophiles, le taux d’IgG, I’expression des cytokines pro-inflammatoires et
le recrutement des cellules inflammatoires dans le tissu pulmonaire confirmant ainsi son
potentiel thérapeutique anti-inflammatoire dans I’asthme allergique et d’autres affections

respiratoires (Abbas et al., 2005).
1.4.4. Effet Hypo-glycémiant

Nigella sativa, est reconnue pour ses effets hypoglycémiants et constitue une piste
intéressante pour le traitement du diabéte, pathologie classée au 7¢éme rang des causes de
mortalité aux Etats-Unis (Zakir et a/., 2008). L'administration de HV du N. sativa & une dose
de 400 mg/kg ou de sa principale molécule active la thymoquinone (a 50 mg/kg) permet de
contrdler I’hyperglycémie chez des animaux diabétiques (Kanter, 2008). Dans le modele du
diabete de type I chez les rats, N. sativa protege les cellules béta des ilots pancréatiques en

réduisant le stress oxydant li¢ a I’hyperglycémie (Kanter et al., 2004).
1.4.5. Effet anticancer

Les propriétés antitumorales de Nigella sativa ont été d’abord décrites par El-Kadi et
Kandil (1986) qui avaient noté une hausse de 200 a 300 % de ’activité des cellules naturelles
tueuses (Natural Killer, NK) chez des patients atteints de cancers avancés ayant subi un
protocole d’immunothérapie comportant N. sativa (Randhawa & Al-Ghamdi, 2002). De plus,
différentes études in vitro et in vivo ont montré I’efficacité de la thymoquinone sur un certain

nombre de modéles de cancer comme le cancer du colon et le cancer du sein. La thymoquinone
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serait capable d’induire 1’apoptose au niveau des cellules cancéreuses et d’inhiber 1’activation
du facteur de transcription NF-kB (Sayed, 2008). Il a également été rapporté que 1’huile
essentielle de N. sativa peut inhiber la carcinogenése colique en entravant la prolifération

cellulaire (Salim & and Fukushima, 2003).
1.4.6. Effets contre la dyslipidémie

L’espéce Nigella sativa représente une voie thérapeutique complémentaire potentielle du
traitement de la dyslipidémie, facteur de risque majeur des maladies cardiovasculaires. Riche
en acides gras essentiels notamment en acide linoléique 1’huile de N. sativa pourrait en effet
avoir des effets bénéfiques sur le profil lipidique sérique. En effet, elle diminué les taux de
cholestérol total et de lipoprotéines de basse densité (LDL) et de triglycérides tout en
augmentant les concentrations de lipoprotéines de haute densité (HDL) (El-Dakhakhny et al.,
2000; Atta, 2003; Cheikh-Rouhou et al., 2007). D’autre part, les composés bioactifs de cette
plante tels que la thymoquinone ou ses phytostérols inhibe 1’absorption intestinale du

cholestérol (Moghadasian & Frohlich, 1999; Atta, 2003).
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1I.1. Inflammation

L’inflammation, du latin inflammare (le feu), est une réponse de I’organisme contre toute
sorte d’agression physique, chimique, ou biologique afin de maintenir son intégrité (Medzhitov,
2010; Tedgui, 2011). Mise en évidence pour la premicre fois par le Romain Celse dans le Ier
siecle apres J.-C. qui la définie par la présence de quatre signes locaux qui sont des symptomes
cliniques observés ou ressenties telles que la rougeur, I’cedéme, la chaleur et la douleur (Fauve
& Hevin, 1998). La définition a ensuite ét¢ modifiée au Ille siecle apres J.-C. par Galien qui la
présenté comme une réponse bénéfique a la blessure. Au XIXe siecle, et avec le découvert de
microscope Virchow a défini I'inflammation comme une maladie pathogene, ce qui a favorisé
la découverte des cellules dites inflammatoires comme les macrophages et les neutrophiles mais
aussi de cytokines et de chimiokines qui travaillent en synergie pour éliminer les pathogénes

(Scott et al., 2004).
II.1.1. Inflammation aigiie

L’inflammation aigué peut étre définie comme la réponse immunitaire immédiate et
protectrice de I’organisme face a une agression qu’elle soit d’origine infectieuse, traumatique
ou chimique. Elle se concrétise par un ensemble de mécanismes vasculaires et cellulaires qui
se mettent en ceuvre rapidement a la suite de 1’agression initiale. En effet, cette réponse mobilise
une multitude de médiateurs chimiques (cytokines, chimiokines...etc.) et de cellules
immunitaires (neutrophiles, macrophages...etc.) visant a ¢liminer 1’agent causal de
I’inflammation et a inaugurer les processus de réparation tissulaire (Lafon et al., 2013; Lambert

& Gressier, 2019).

Les mécanismes vasculaires impliquent une vasodilatation et une augmentation de la
perméabilité vasculaire, entrainant la formation d’un cedéme local (I’exsudat) et favorisant
I’acces aisé des protéines plasmatiques et des leucocytes au site inflammatoire. Cela se traduit
par P’apparition des signes cliniques habituels : la chaleur, la rougeur, la tuméfaction et la

douleur (Kaimba et al., 2015).

L'inflammation aigué est caractérisée par des phénomenes vasculo-exsudatifs intenses,
notamment l'exudation plasmatique et l'infiltration leucocytaire. L'exudation plasmatique,
responsable de l'cedéme, est souvent médiée par des cytokines pro-inflammatoires qui
augmentent la perméabilité vasculaire (Bruno et al, 2010). En paralléle, l'infiltration
leucocytaire implique la migration de différents types de leucocytes, notamment les

neutrophiles et les macrophages, qui sont essentiels pour la réponse inflammatoire (Soehnlein
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& Lindbom, 2010). Cela souligne l'interaction dynamique entre lI'exudation et l'infiltration
leucocytaire, qui inclut des mécanismes complexes de régulation de I'inflammation, impliquant

divers médiateurs et voies régulatrices (Cooper et al., 2012).
I1.1.2. Inflammation chronique

L'inflammation chronique survient lorsque les réactions inflammatoires aigués
deviennent répétitives ou persistantes (Kosala et al., 2018). Ce processus se caractérise par une
destruction tissulaire et des tentatives de réparation qui se produisent simultanément
(Khaleghparast, 2015). Connue également comme une inflammation lente ou a long terme, elle
peut durer de plusieurs mois a plusieurs années. Généralement, l'ampleur et les conséquences
de I'inflammation chronique sont variables, car elles dépendent de la cause de la Iésion initiale

et de la capacité du corps a réparer et surmonter les dommages (Pahwa et al,, 2022).
I1.2. Modéles expérimentaux in vivo de l'inflammation

Pour tester des nouvelles thérapies anti-inflammatoires probablement applicables a
I'Homme, il est important d'utiliser souvent des modeles expérimentaux inflammatoires sur les

rongeurs en vue de la ressemblance de systéme immunitaire chez les mammiferes.
I1.2.1. Inflammation aigue
I1.2.1.1. Modé¢le de poche d'air

Le mode¢le de poche d’air sous-cutanée est une méthode in vivo reconnue pour I’étude de
I’inflammation aigue et chronique. Cette méthode, initialement décrite par (Selye, 1953),
permet de créer par injection d’air stérile dans la région interscapulaire dorsale du rat ou de la
souris, une cavité¢ dans laquelle il est possible d’introduire différents agents irritants dont la
réponse inflammatoire peut étre déclenchée. Cette poche est de structure membraneuse
cellulaire ayant des similitudes avec la membrane synoviale, observée pour la premiére fois par
(Edwards et al., 1981),et formée surtout par des macrophages et des fibroblastes. L’instillation
d’une solution de carraghénane au sein de cette poche va provoquer une inflammation,
caractérisée par une infiltration leucocytaire massive, une augmentation du volume de
I’exsudat, et la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires tels que les prostaglandines, les
leucotrienes et les cytokines (Sedgwick et al, 1983). La mesure de taux de ces différents
parametres permet d’évaluer I’intensité de I’inflammation, son évolution vers un phénomeéne
résolutif ou la pertinence de substances anti-inflammatoires (Edwards et al., 1981; Sedgwick et

al., 1981).
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11.2.1.2. Modéle d’cedéme de la patte

Le modéle de ’cedéme de la patte provoqué par la carraghénane constitue 1’une des
approches pharmacologiques procédées afin de tester I’activité anti-inflammatoire des
substances a évaluer (Winter et al., 1962). Sensible et reproductible, ce test permet de repérer
les effets des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et est un modéle généralement
appliqué pour rechercher des molécules a potentiel anti-inflammatoire (Willoughby & DiRosa,
1972). L’inflammation résultant de I’injection de carraghénane est intéressante pour le repérage
des agent anti-inflammatoires par voie orale et a un bon pouvoir prédictif pour les composés
modulateurs des médiateurs de I’inflammation aigué (Vinegar et al., 1969). 'injection de
carraghénane au site cible entraine une réponse inflammatoire aigu€ locale étalée sur deux
phases : une premicre phase précoce (0-1h), ou sont surtout impliqués les médiateurs pro-
inflammatoires, en particulier I’histamine, la sérotonine et la bradykinine, suivie d’une seconde
phase au cours de laquelle interviendront les prostaglandines et de diverses cytokines telles que
les interleukines (IL-1B, IL-6, IL-10) et le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a)
(Crunkhorn & Meacock, 1971).

11.2.1.3. Modéle de la pleurésie

La pleurésie est une inflammation des membranes pleurales, condition qui se manifeste
par un ¢épanchement liquidien pleural et une infiltration des tissus par des cellules
essentiellement inflammatoires, notamment les neutrophiles et les monocytes (Wang et al.,
2012). Ce processus est sous la médiation d’'une gamme de médiateurs biochimiques pro-
inflammatoires, les leucotriénes, prostaglandines, et thromboxane (Heiman et al., 1989;

Mezalek et al., 2017).

L’induction de la pleurésie par carraghénane chez les rats est un modéle expérimental
largement utilisé comme systéme de référence pour étudier les mécanismes de 1’inflammation
aigué et dans le but d’évaluer I’efficacité des substances ayant un potentiel anti-inflammatoire
(Cuzzocrea et al., 2000). L’administration intra-pleurale de carraghénane induit une exsudation
liquidienne accompagnée d’un recrutement massif des neutrophiles et d’une production des
cytokines pro-inflammatoires, dont le TNF-a et IL-1B, qui sont les principaux médiateurs
régulateurs de la réponse inflammatoire, notamment au niveau du recrutement cellulaire (Frode

et al., 2001; Cailhier et al., 2006).
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11.2.1.4. Mod¢le d'oedéme de I'oreille

Le modele d’cedéme auriculaire chez les souris ou les rats est une méthode
d’expérimentation trés couramment appliquée non seulement pour poursuivre les réponses
inflammatoires cutanées aigués, mais aussi pour définir 1’efficacité de nouvelles substances
anti-inflammatoires a tester. Ce protocole repose sur I’application topique d’agents irritants
(huile de croton, 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate, TPA) sur la surface de I’oreille chez
les souris ou les rats ou injectable comme la carraghénane. Une réaction inflammatoire s’ensuit
associant la vasodilatation, la formation de I’cedéme, I'infiltration leucocytaire et la production
de médiateurs pro-inflammatoires (Richard et al, 1985). L’intensit¢ de cette réponse
inflammatoire est normalement indexée sur 1’augmentation du poids ou I’épaisseur du pavillon
auriculaire. Ce modele est ainsi devenu un outil a la fois rapide, sensible et fiable pour le
criblage précoce d’attribut anti-inflammatoire de nouvelles molécules administrées par voie

topique et systémique (Gabor, 2002).
11.2.2. Inflammation chronique
I1.2.2.1. Arthrite induite par le collagéne chez les rats ou souris

L’arthrite induite par le collagéne chez les souris est le modéle expérimental le plus choisi
pour I’étude de la polyarthrite rhumatoide (PR) auto-immune. Ce modéle restitue plusieurs
caractéristiques anatomo-pathologiques du PR humaine. Au fait, le collagéne de type II (CII)
est le principal constituant protéique du cartilage, le tissu cible dans la PR. Dans ce modg¢le,
I’inflammation est induite par une immunisation contre le CII, préparé dans une émulsion
comprenant I’adjuvant complet de Freund. L’un des avantages de ce mode¢le est son délai de
latence relativement court entre I’immunisation et le développement des petits signes cliniques
de la maladie comparativement aux modeles d’arthrite induite par des antigénes issus du

cartilage (Brand et al., 2007).
11.2.2.2. Colite induite par le sulfate de dextrane sodique chez la souris

Parmi les modeles expérimentaux d'inflammation intestinale, 1'induction de la colite est
classiquement réalisée via 1'administration orale de sulfate de dextrane sodique (DSS), dissous
dans l'eau de boisson des sujets animaux. Les résultats obtenus par ce modele, ont largement
été documentés et validés, permettant I'établissement d'une pathologie inflammatoire chronique

(Okayasu et al., 1990).

Le mécanisme d’action du DSS n’est pas totalement connu, mais il semble étre un agent

chimique qui n’entraine pas directement une réponse inflammatoire au niveau de I’intestin. Il

11
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pourrait plutot étre un facteur de toxicité de 1’épithélium intestinal qui soit le responsable de sa
destruction. En effet, la destruction de I'intégrité de la barriére intestinale permet alors le
passage de la flore bactérienne et ces produit antigénique dans la lamina propria puis la sous-
mugqueuse, ce qui provoque la réaction inflammatoire (Kitajima et al., 1999; Wirtz & Neurath,

2007; Low et al., 2013).
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IIL.1. Matériel
II1I.1.1. Animaux et conditions délavage

Des rats Wistar Albinos males (pesant entre 130 et 220 g) et des souris Swiss Albinos
males (poids entre 25 et 40 g) ont été procurés du laboratoire des animaux de 1'institut Pasteur
(Alger-Algérie). Les animaux sont logés dans des cages en plastique contenant de la litiére en
sciure de bois, renouvelée chaque deux jours. Avec un acces libre a I’eau et a I’aliment standard,
hébergés dans des conditions favorables. La température est maintenue constante entre 20 et
25°C, sous éclairage naturel. Cette étude a été réalisée au niveau du département des Sciences
de la Nature et de la Vie, faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et sciences de la terre de

I’univers, Université de Mohamed Kheider Biskra.
I11.1.2. Produits et appareillage

Dans cette expérience, nous avons testé 1’effet antiinflammatoire de l'huile volatile de
Nigella sativa et de ses deux composé€s majeurs (p-cymene ; Thymoquinone). L’huile a été
extraite par nous collégues en 2018 a partir des graines de la plante cultivée dans la région de
Zribet-hamed, Biskra (figure 2), en utilisant la méthode indirecte : extraction des I’huile totale
par I’hexane puis séparation de I’huile volatile du non volatile (fixe) par entrainement avec la

vapeur d’eau.

Figure 2 Nigella sativa
A : graine de Nigella sativa, B : huile volatile
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Différents composés chimiques ont été utilisé : Méthanol ; Carraghénane ; Eau distillé ;
gomme arabique ; p-cymene ; Thymoquinone (figure 3). La majorité de ces produits sont

originaire de la Société Sigma-Aldrich.

Figure 3 Deux composantes majeures utilisées de I’huile volatile de NS

Différents appareils et d'accessoires ont été aussi utilisés : Balance précise ; Balance ;
Etuve de dessiccation ; vortex ; Bain-marie ; Pied a coulisse a pression constante ; Poingon

cutané ; micropipettes.

II1.2. Méthodes utilisées dans I’évaluation de ’activité anti-inflammatoire des HV et des

deux composantes majeures sur I’inflammation aigue
I11.2.1. Choix du modéle d’inflammation aigue

La recherche bibliographique a montrer que I’inflammation aigue chez les rats et les
souris peut étre induite par différant produits : carraghénane, xyléne, zymosan (Kou et al,
2005), huile de croton (Garbacki et al., 2000). On a effectué des tests avec trois de ces produits
pour savoir quel produit est le plus efficace et quelle dose et la meilleure pour choisir le modéle

idéal pour notre étude.

Nous avons réalisé en premiers un test avec la carraghénane sur I’cedéme de patte chez
les souris et les rats en suivant la méthode de Winter et ces collaborateurs (1962). 4 heures
aprés I’injection respectif sous anesthésie (8ml/kg hydrate chloral 4 %) de 50l d’une solution
de la carraghénane a 1% (dans ’'NaCl 0.9%) dans la patte gauche des souris et de 100ul dans

la patte gauche des rats (figure 4A), les animaux ont été euthanasiés par hydrate chloral 4 %
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(20 ml/kg), et le volume des pattes a été mesuré par un pied a coulisse a pression constante
(figure 4B). Les pattes droites des animaux ont regu 50ul (souris) ou 100ul (rats) de I’'NaCl

0.9% comme ligne de base.

Figure 4 (Edéme de patte chez les souris et les rats induit par la carraghénane
(A) Injection, (B) mesure de I’épaisseur
Concernant I’cedéme de ’oreille, nous avons injecté sous anesthésie 25ul d’une solution
de la carraghénane a 1% (dans I’NaCl 0.9%) dans ’oreille gauche des souris et de 50ul dans
I’oreille gauche des rats (figure 5A), les animaux ont été euthanasiés apres 4H par Hydrate
chloral 4 %, et le volume d'oreille a été mesuré par un pied a coulisse a pression constante
(figure 5D). Les oreilles droites des animaux ont regu 25ul (souris) ou 50ul (rats) de I’'NaCl

0.9% comme ligne de base.

Ensuite, on a réalis¢ un test avec plusieurs concentrations de I’huile de croton : 0.3% et
1% (Towbin et al., 1995) et 5% (Glenn et al., 1978) sur I’cedéme de I’oreille chez les rats et les
souris. Nous avons appliqué les différentes concentrations de la solution d’huile de croton dans
I’acétone sur la surface interne de I’oreille gauche des rats (40ul) et des souris (20ul) (figure
5B), l'oreille droite ont recus le méme volume en acétone. 4 heures aprés I’application, les
animaux ont été euthanasiés par Hydrate chloral 4 %, 1’épaisseur est mesurée avec le pied a

coulisse a pression constante.

En fin, un test de ’cedéme de ’oreille induit par le xyléne chez les rats et les souris a été
réalis¢ selon la méthode de Kou et ces collaborateurs (2005), on applique sur la surface de

I’oreille droite 30l (souris) ou 60ul (rats) d’eau physiologique et les méme volumes de xyléne
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sur la surface de I’oreille gauche (figure 5SC), aprés 1 heures les rats et les souris sont euthanasiés

par Hydrate chloral 4 % est I’épaisseur est mesuré avec le pied a coulisse a pression constante.

Figure 5 (Edéme de I’oreille chez les rats et souris.
A, injection de la carraghénane ; B. application de I'huile de croton, C. application du xyléne ; D, mesure de
I’cedéme.

I11.2.2. Effet sur I’cedéme de patte et I’oreille induit par la carraghénane chez les rats

Nous avons évalu¢ les propriétés anti-inflammatoires de 1’huile volatile de N. sativa et
ses deux composants majeurs (thymoquinone et p-cymene) sur le modele de I’cedéme de la patte
et ’oreille induit par la carraghénane chez les rats selon la méthode décrite par Winter et ces

collaborateurs (1962).

Pour réaliser le travail on a suivi le protocole de Gébor, (2003) et Morris, (2003) avec
modification. Des doses tres faibles par rapport aux DL50 (Tableau 2) des composants et des
HV ont été administrées par voie orale. Huile volatile (400mg/kg), Thymoquinone et p-cymene
(100mg/kg) ce qui représente selon la bibliographie la teneur de ces deux composantes dans la

dose utilisée de I’huile volatile (Tableau 1).

Tableau 2 DL 50 des majeurs composants des huiles essentielles de N. sativa

Composant DL50 Orale Référence

P-cymene 4750mg/kg Noor, (2024)
Thymoquinone 794,3mg/kg Al-Ali et al., (2008)
Huile volatile 1853mg/Kg Mashayekhi et al., (2020)

I11.2.2.1. Répartition des groupes thérapeutiques

Des rats males (150-220g) ont été divisés en six groupes de 6 animaux avec un poids

homogene. La premicre étape est le gavage (figure 6A et 6B). Une heure avant I’injection de la
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carraghénane 1’huile volatile de Nigella sativa, et ces deux composants majeurs ont été

administrés par gavage en utilisant la gomme arabique (2%) comme véhicule (Tableau 3).

Figure 6 Administration de traitement par voie orale

Tableau 3 Groupes et leur traitement

Groupe Description Traitement
1 Témoin non Injection de 1’NaCl 0,9%, gavage par la gomme arabique
Malade 2% (3ml/Kg)
2 Témoin malade Injection de la carraghénane, gavage par la gomme
Non traité arabique 2% (3ml/Kg)
3 Groupe Injection de la carraghénane, gavage par I’indométacine
indométacine (5mg/Kg) dans le la gomme arabique 2% (3ml/Kg)
4 Groupe HV Injection de la carraghénane, gavage par le HV
(400mg/Kg) dans le la gomme arabique 2% (3ml/Kg)
5 Groupe Injection de la carraghénane, gavage par la thymoquinone
thymoquinone (100mg/Kg) dans le la gomme arabique 2% (3ml/Kg)
6 Groupe p-cyméne Injection de la carraghénane, gavage par le ,-cymene
(100mg/Kg) dans le la gomme arabique 2% (3ml/Kg)

I11.2.2.2. Protocole expérimental

Apres anesthésiés des rats avec hydrate chloral 4 % (8 ml/kg). La patte gauche a recu une
injection de 1001 de carraghénane (1%) dissout dans 1’eau salée (0,9%), et la patte droite 100ul
d’eau salée. L’oreille gauche a regu 50ul de carraghénane (1%), l'oreille droite 50ul d’eau salée.
Pour le groupe témoin non malade, I’eau salée est injectée dans les deux pattes et les deux

oreilles.
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Apres 4h de I’injection de carraghénane, les rats ont été euthanasiés par hydrate chloral 4
% (20ml/’kg). L épaisseur des pattes et oreilles a été mesurée par un pied a coulisse a pression
constante et le volume d’cedéme est obtenu en calculant la différence entre la patte gauche et la

patte droite, et la différence entre 1’oreille gauche et I’oreille droite.
I11.2.3. Effets sur la pleurésie induite par la carraghénane chez les rats

L’cedéme de patte et de D'oreille peut montrer I’effet des huiles sur 1’exsudation
plasmatique qui engendre 1’cedéme mais ne montre pas 1’effet sur I’infiltration leucocytaire.
Pour cette raison nous avons appliqué les mémes groupes thérapeutiques sur le modele de
pleurésie induite par la carraghénane qui permet, en plus de I’évaluation de I’cedéme, le

comptage de cellule recruté au foyer inflammatoire (Heiman et al., 1989).
I11.2.3.1. Protocole expérimental

Selon le protocole de Spector et Willoughby, (1957), I'inflammation pleurale a été initi¢e
une heure aprés 'administration du traitement. La procédure commence par I'anesthésie des rats
avec Hydrate chloral 4 %. Chaque animal a été positionné sur son flanc droit, ou une petite
incision a été pratiquée pour exposer les muscles intercostaux (figure 7A). Par la suite, 200ul
d'une solution de carraghénane a 1% dans NaCl 0,9% ont été injectés dans la cavité pleurale,

entre la quatrieme et cinquieme cote en partant de I'abdomen (figure 7B).

18



Chapitre 3 Matériel et Méthodes

Figure 7 Préparation de I’animale
A, incision appliquée, B, injection dans la cavité de 'abdomen
Quatre heures apres l'injection, les animaux ont été euthanasiés par hydrate chloral 4 %
et placés sur une planche a dissection (figure 8A). La cavité thoracique a €té exposée en incisant
la musculature de 1'abdomen supérieur et du thorax (figure 8B). Le sternum a été rabattu pour
révéler la cavité, qui a ensuite été lavée avec 500 pnl de NaCl 0,9% contenant 50 pl d'EDTA 5%
(figure 8C). L'exsudat résultant a été recueilli (figure 8D) dans des Eppendorf préalablement

pesés.

Figure 8 Etapes de la récolte de l'exsudat
A : dissection de la peau, B : incisant de I'abdomen. C : lavage, D : la récolte.
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Le volume de I'eedéme a été déterminé par une méthode gravimétrique, en appliquant la
formule suivante : Volume de I'eedéme = Poids final — (Poids a vide + Poids de 500 pl de NaCl

0,9%) en considérant que 1g est égale a 1ml.

Le comptage des globules blancs a été effectué a I'aide d'une cellule de Malassez apres
une dilution 1/20éme de 1'exsudat dans une solution Turk (4 ml d'acide acétique, 4 gouttes de

bleu de méthyléne a 1 % et 96 ml d'eau distillée).

Ensuite, 30 pl du mélange dilué ont été déposés sur la cellule de Malassez recouverte
d'une lamelle. Aprés une période de sédimentation de 10 minutes, les globules blancs ont été
comptés au microscope avec un objectif 10X. Le nombre final de globules blancs par millilitre
d'exsudat a été calculé en utilisant I'équation (Nombre de GB/ml = (nombre de cellules dans

cinq bandes horizontales) x 40).

Pour but d’une meilleure représentation de I’effet antiinflammatoire, 1’effet sur I’cedéme
a été combiné avec I’effet sur I'infiltration leucocytaire par la formule suivante : nombre total

des cellules recrutés = nombre de cellules/ml X volume d’cedeme (ml).

Figure 9 Comptage des cellules
A : dilution, B : la cellule de Malassez, C : microscope, D : comptage

I11.2.4. Analyse statistique

Les résultats sont présentés en moyenne + I’écart moyenne (SEM). L’étude statistique a
été réalisée en utilisant le logiciel GraphPad Prism 5. Le test t de Student est utilisé pour évaluer
la signification dans le test préliminaire, ’ANOVA a un parametre a été utilisée dans les tests

suivants, la différence est considérée statistiquement significative au risque de 5% (p < 0.05).
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Chapitre 4 Résultats et Discussion

Nigella sativa est connu pour différentes activités biologiques : effets antioxydants, effets
anti-inflammatoire, effets hépato-protectrices, activit¢ anticancéreuse (Randhawa & Al
Ghamdi, 2002; Salem, 2005; Gholamnezhad et al., 2016). Ces derniéres ont été attribuées dans
la plupart des travaux aux huiles volatiles (Salim & Fukushima, 2003) et essentiellement a un
des composants majeurs, la thymoquinone (Woo et al., 2012). L’objectif de notre travail est
d’évaluer I’effet antiinflammatoire des huiles volatiles sur I’inflammation aigue et de connaitre
le composant responsable de cet effet. Nous avons choisi de tester deux composants identifiés
dans la recherche bibliographique comme étant les plus abondants dans I’huile volatile de cette

plante, la thymoquinone et le p-cymene (partie bibliographique, tableau 1).
IV.1. Tests préliminaires

La recherche bibliographique a montré I’existence de différents modeles animaux pour
I’inflammation aigue : cedéme de la patte, cedéme de 'oreille. Pour connaitre le modele le plus
adapté aux animaux disponibles, nous avons procédé a des tests préliminaires sur
I’inflammation induite par le xylene, la carraghénane et I’huile de croton chez les rats et les

souris.
IV.1.1. (Edéme de la patte induit par la carraghénane

Les résultats préliminaires montrent que l'induction d'un cedéme par la carraghénane a
1% provoque une inflammation significative (p=0,01) au niveau de la patte chez les rats
environnant 28,6% de gonflement (Figure 10A). En revanche, chez la souris, l'eedeme de la

patte observe était significatif (p=0,05) mais avec 4.3% seulement de gonflements (Figure 10B).
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Figure 10 Effet de la carraghénane sur I'cedéme de patte
A :les Rats, B : chez les souris
Carr : carraghénane D : Droite, G : Gauche.
*significative (p=0,05), **significative (p=0,01), ***significative (p=0,01), NS : non significative
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Morris (2003) a décrit en détails ce modéle de I’inflammation et a obtenu un gonflement
avoisinant 80%. Cette nette différence du volume d’cedéme obtenu avec nos résultats peut étre
causée par la méthode utilisée pour la mesure de 1’épaisseur de la patte. Nous avons utilisé un
pied a coulisse (figure 11A) qui compresse te tissu mou de la patte conduisant a la perte de
d’épaisseur contrairement au plethysmometre utilisé par 1’auteur qui mesure par déplacement
de ’eau sans pression sur la patte permettant une meilleure évaluation de 1I’cedéme (figue 11B).
La faible différence de 1’épaisseur entre droite et gauche nous laisse une faible marge pour
I’évaluation des effets des substances anti-inflammatoire en prenant en considération la grande
variabilité de la réponse entre individus, caractéristique souvent observée dans ce type de

modele expérimental (Morris, 2003).

Figure 11 Technique de mesure de la patte
A : pied a coulisse, B : plethysmométre (Dragan et al., 2020) fléche rouge : compression

IV.1.2. (Edéme de l'oreille

Concernent 1’cedéme de 1'oreille, nous avons réalisé trois tests chez les rats et les souris

avec trois produit (carraghénane, xyléne, I’huile de croton).

L’injection de la carraghénane a 1% chez les rats provoque un gonflement significatif
(p=0,05) de 62.5% (figure 12). Chez les souris l'injection intra-auriculaire n'a pas pu étre
réalisée en raison de I’épaisseur de la seringue (0.32mm-30G) qui est plus grand que I’épaisseur
moyenne de l'organe (0.18mm), alors que chez les rats I’épaisseur moyenne est plus grande

(0.43 mm) ce qui constitue une contrainte technique majeure.
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Figure 12 Effet de carraghénane sur ’cedéme de I’oreille chez les rats

Carr : carraghénane
D : Droite, G : Gauche.
*significative (p=0,05), **significative (p=0,01), ***significative (p=0,01), NS : non significative

L’inflammation induit par le xyléne aprés lheur a donné chez les rats un cedeme
significatif (figurel3A) (p=0,05) de 16.2% et chez les souris un cedéme de 37.8% non
significatif (figure13B) a cause de I’écart entre souris. Le xylene a donné donc un cedéme moins

intéressant que celui obtenu chez les rats par la carraghénane.
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Figure 13 Effet de I’xyléne sur I’cedéme de I’oreille
A :les Rats, B : chez les souris
D : Droite, G : Gauche.
*significative (p=0,05), **significative (p=0,01), ***significative (p=0,01), NS : non significative
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La provocation d’un cedéme en utilisant I’huile de croton chez les souris avec les trois
concentrations utilisées (0.3%, 1% et 5%) a donné des cedémes significatif (p=0,05) de 133.7%,
140%, et 87.3%, respectivement (figure 14). On peut conclure que la concentration de 1% avec
140% de gonflement et la meilleure par rapport au 0.3% et 5%. L’obtention d’un cedéme
avoisinant 150% du volume initial de I’oreille nous donne un large intervalle pour tester 1’effet

anti-inflammatoire des substances actives.
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Figure 14 Effet de I’huile de croton sur I’cedéme de ’oreille chez les souris
HC : huile de croton
D : Droite, G : Gauche.
*significative (p=0,05), **significative (p=0,01), ***significative (p=0,01), NS : non significative
Malheureusement chez les rats les trois concentrations de 1’huile de croton (0.3%, 1%

et 5%) n’ont pas donnes de résulta concluante car les pourcentages de gonflement étaient de
9.8%, 13.8%, et 3.8%, respectivement ce qui ne représente pas une réponse inflammatoire
significative (figure 15) contrairement aux résultats rapportés par Soliman et ces collaborateurs
(1983). Nous émettons 1'hypothese que cette discordance est principalement due a la souche de
rats employée. En effet, nos travaux ont été¢ menés sur des rats Wistar albinos, tandis que I’étude
de référence a utilisé des rats Sprague-Dawley qui peuvent avoir une sensibilité élevée a

I’irritation par 1’huile de croton.

24



Chapitre 4 Résultats et Discussion

NS NS NS
=067 ~ R ™ N
E -
E
=
‘o 0.44
S
[2H]
=]
= 0.21
@
.
(=19
“ p.0- T

5&0 o dc&c o 5&0 o
‘.:;:U qu:l {gﬁ
v R ] o
CAFCNC AR G

Figure 15 Effet de I’huile de croton sur I’cedéme de I’oreille chez les Rats
HC : huile de croton
D : Droite, G : Gauche
*significative (p=0,05), **significative (p=0,01), ***significative (p=0,01), NS : non significative

Bien que le mod¢le d'inflammation auriculaire induit par I'huile de croton a toutes les
concentrations testées se soit avére valide chez la souris, des contraintes logistiques, notamment
un nombre limité d'animaux, n'ont pas permis sa mise en ceuvre pour I'évaluation des substances
a testées. Par conséquent, le protocole expérimental a été réorienté vers le modele d'cedéme
induit par la carraghénane chez le rat, appliqué a la fois a la patte et a l'oreille, malgré que ce

dernier n’ait donné qu’un cedéme de 28 et 62 % respectivement.

IV.2. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire sur I’cedéme de la patte et de I'oreille chez

le rat induit par la carraghénane

En se basant sur les tests préliminaires, nous avons choisi le modele de ’cedéme de la
patte et de l'oreille chez le rat males induit par la carraghénane pour évaluer I’activité anti-
inflammatoire de I’huile volatile de Nigella sativa et ses deux composants majeurs. Le faible
volume d’cedéme obtenu pour ce modele en plus de la variabilité de la réponse entre individus
ont rendu les résultats obtenus non significatives statistiquement. Ces derniers seront donc

discutés sans prendre compte de leur signification statistique.

Dans ce test nous avons évalué les propriétés anti-inflammatoires des huiles volatiles et
les deux composants majeurs qui ont une grande possibilité de présenter un potentiel anti-
inflammatoire en se basant sur les travaux précédents. Ainsi, I’effet obtenu par une dose de 400
mg/kg des HV est comparé a celui d’un anti-inflammatoire de référence, I’indométacine
(5mg/kg). Dans le méme test, une dose de 100 mg/kg de thymoquinone et 100 mg/kg de ,-
cymene, qui correspond a leur teneur dans la dose utilisée des HV, a été choisie pour évaluer la
participation de ces composants a I’effet des huiles. Les résultats obtenus sont représentés par

I’épaisseur d’cedéme, dans la Figure 16.
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L’injection de la carraghénane dans la patte a provoqué un cedéme significatif (p=0,001)
chez le groupe malade non traité par rapport au groupe non malade qui a recu seulement le
NaCl 0,9%. L’indométacine a réduit ’cedéme de 33%. En revanche, I’huile volatile ainsi que

les deux composants utilisés ont montré qu’une légere inhibition de ~ 16% (Figurel6).
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Figure 16 Effet de HV de la nigelle et leurs composantes sur 1’cedéme de patte
NM(non malade) ; MNT(malade non traité¢) ; IND(traité par idométacin) ; TQ(traité par thymoquinone) : PC (traité

par p-cymene)
*significative (p=0,05), **significative (p=0,01), ***significative (p=0,01), NS : non significative

Nous résultats contraste avec les résultats rapportés par Parveen et ces collaborateurs
(2011). Dans leur étude, un extrait éthanolique de Nigella sativa administré par voie orale a
produit une inhibition significative de l'cedéme de la patte. Plus précisément, des doses de 250
mg/kg et 500 mg/kg ont réduit I'eedéme de 28,75 % et 43,79 % respectivement, une heure
seulement aprés l'injection de carraghénane ce qui est un peu étrange car la carraghénane

nécessite entre (4 a 5 heures) pour donner un cedéme maximal (Morris, 2003) (figure 17).
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Figure 17 Temps de la Réponse inflammatoire aprés injection de carraghénane (Morris, 2003)
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Alya et Samiha (1997) ont étudié I’effet des de I’huile volatile et de la thymoquinone sur
I’cedéme de patte par administration intrapéritonéale et ont obtenu une réduction de 64 et 96%
avec I’huile volatile (0,66 et 1,55 ml/Kg, respectivement) et 38, 50 et 100% avec la
thymoquinone (0.5, 1 et 5 mg/Kg). Ces résultats sont trés élevés par rapport a ce que nous avons
obtenus par voie orale. La différence de la voie d’administration peut étre la cause, en

influengant 1’absorption des substances dans le tractus gastro-intestinal (Ahmad et al., 2015).

De maniere intéressante, les résultats du test de I'eedeme de 1'oreille présentent une image
différente. L'huile volatile (HV) a montré une efficacit¢ quasi équivalente a celle de
I'indométacine (32 et 29,14 %, respectivement), et supérieure a celle de ses propres composants
(TQ et PC) qui pris isolément n’ont réduit que modérément 1’inflammation (6,09 et 19,14%).
Cette observation suggere fortement un effet synergique entre les différents composés présents
dans l'huile volatile. Il est possible que I'action combinée de la TQ, du PC et d'autres molécules
minoritaires dans l'huile produise un effet anti-inflammatoire plus complet et plus puissant que

l'action de chaque molécule seule (Silveira et al., 2017).
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Figure 18 Effet de HV de la nigelle et leurs composantes sur I’cedéme de 1’oreille
NM(non malade) ; MNT(malade non traité¢) ; IND(traité par idométacin) ; TQ(traité par
thymoquinone) : PC (traité par ,-cymeéne)

*significative (p=0,05), **significative (p=0,01), ***significative (p=0,01), NS : non significative

IV.3. Evaluation de ’activité anti-inflammatoire sur le modéle de pleurésie induite par

carraghénane chez les rats

Dans ce test, nous avons évalué les propriétés anti-inflammatoires des huiles volatiles et
les deux composants majeurs sur deux parameétres : le volume d’cedéme et D'infiltration
leucocytaire, les résultats de ces deux paramétres ont été combinés dans une seule courbe ou
figure le nombre total des leucocytes recruté (figure 20). Afin de caractériser plus le mécanisme

anti-inflammatoire de nos substances, la simple mesure du volume de l'exsudat pleural, qui
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refléte la perméabilité vasculaire, s'avere insuffisante. Il est donc essentiel de quantifier
¢galement la réponse cellulaire. Le comptage des leucocytes nous permet d'évaluer directement
l'inhibition de la migration de ces cellules immunitaires vers le site de I'inflammation. Nous
avons testé les mémes substances comme pour I’cedéme de la patte et I’oreille et avec les mémes

doses.
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Figure 19 Effet de HV de la nigelle et leurs composantes sur 1’infiltration leucocytaire dans la
pleurésie
NM(non malade) ; MNT(malade non traité) ; IND(traité par idométacin) ; TQ(traité par thymoquinone) : PC (traité par
p-cymene)

*significative (p=0,05), **significative (p=0,01), ***significative (p=0,01), NS : non significative

L’injection de la carraghénane dans la cavité pleurale a provoqué une inflammation,
augmentant significativement le volume de l'exsudat chez les rats par rapport au groupe témoin
non malade. L’indométacine, I’'HV, TQ et le PC ont tous montré une inhibition du volume de

l'exsudat de 54, 39, 61,9 et 26,8% respectivement.

Ces résultats sont en parfaite adéquation avec ceux de Boudiaf et ces collaborateurs
(2016), qui ont également démontré que la TQ diminue significativement l'accumulation de
neutrophiles dans la cavité pleurale dans le méme mod¢le expérimental. Ce travail nous fournit
un mécanisme d'action précis pour expliquer ces observations : la TQ agit directement sur les
neutrophiles pour inhiber leurs fonctions pro-inflammatoires. Il a été prouvé que la TQ empéche
la production d'anions superoxydes en bloquant la phosphorylation de la sous-unité p47PHOX
de l'enzyme NADPH oxydase. De plus, elle inhibe la dégranulation, c'est-a-dire la libération
d'enzymes et de protéines pro-inflammatoires, en agissant sur les voies de signalisation en

amont comme les PKC et les MAPK. En inhibant ainsi l'activation des neutrophiles, la TQ
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empéche l'amplification de la réponse inflammatoire, ce qui explique la réduction de 1'cedéme

et de l'infiltration cellulaire observée dans notre étude.

L'activité anti-inflammatoire que nous avons observée pour le p-cyméne est en parfait
accord avec les travaux de Bonjardim et ces collaborateurs (2012). Dans une étude utilisant
¢galement la carraghénane pour induire une inflammation intrapéritonéale chez la souris, ces
auteurs ont rapporté que le ,-cyméne a une dose identique a la nétre (100 mg/kg) produisait une
réaction anti-inflammatoire significative. Fait important, ils ont attribué cet effet a une réduction

marquée de la migration des leucocytes vers le site de I'inflammation.

L'é¢tude de Wu et ces collaborateurs (2020) sur les macrophages murins rapportent que le
p-cymene possede de puissantes propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes. Ils ont
démontré que le ,-cymene réduit de maniere significative la production de médiateurs pro-
inflammatoires, tels que le monoxyde d'azote (NO), le TNF-a et I'L-6, dans des macrophages
stimulés par le LPS. De plus, ils ont observé une diminution du stress oxydatif. Ces résultats

suggerent que, au niveau cellulaire, le ,-cymene a un effet protecteur et anti-inflammatoire clair.
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Nigella sativa, est l'une des plantes médicinales qui appartient a la famille des
Renonculacées. Elle est fréquemment incorporée dans la médecine traditionnelle a travers de le
monde. Nous avons réalisé ce travail pour I’évaluation du potentiel anti-inflammatoire de
I’huile volatile de Nigella sativa et de ses deux principaux composants majeurs, la

thymoquinone et le p-cymene, dans des modeles d’inflammation aigue in vivo.

Un test préliminaire a montré que I’cedéme de I’oreille induit par 1’huile de croton est le
plus adapté a cette étude suivie par I’cedeéme de patte et de I'oreille induit par la carraghénane.
Les résultats de notre travail sur ce dernier ont confirmé la capacité de I’huile volatile a réduire

I’cedéme inflammatoire.

Les résultats du travail sur la pleurésie ont aussi confirmé 1’efficacité de I’huile volatile
en plus de la thymoquinone et le p-cymene dans I’inhibition de Iinfiltration leucocytaire aux

cours de I’inflammation.

Des études dans le futur doivent continuer 1’évaluation de I’effet antiinflammatoire sur
d’autres modeles notamment induits par ’huile de croton chez les souris. Ainsi que la recherche
des composants responsable des effets bénéfiques et leurs mécanismes d’actions pour le but de
découvrir de nouvelles thérapies pour I'inflammation qui est un des désordres du systéme

immunitaire les plus communs.
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Annexes

Tableaul : Pourcentage de différente composition d’huile volatile de Nigella sativa.

Paye Iran Iran Poland Italy Morocco | Algérien Algérie Algérien
n
Chercheur HASANZA | NICKAVA STOYANOVAetal D’ANTUO | | RaCH | BENKAC | B Malika BENKACI- ALl et al
D etal NO etal | I- etal
EH et al D et al ALlet al
Année 2000 2003 2003 2007 2004 2006 2011 2013
Méthode HD% HD% HD% SD% Hexane Micro HD% Mic Evaporatio Hexan Isopropanole
d’extraction nDistiIIatio - onde ro- nd’eau % zxtr actio extraction %
% % ond n%
e%
Rendement / / 0 .42 0.41 0.20 3,9 0,26 0,38-0,50 / 13 0,3
a-thyjene 8,2 24 17.3 4.9 7.3 3,27 6,0 11,91 / 0,1 0,1
a- Pinene 2 12 4.1 14 18 0,70 13 2,29 0,3 / /
B- Pinene 29 13 4.4 17 2.0 1,2 1,6 1,96 / / /
Sabonene 13 14 19 0.7 0.9 0,53 0,6 2,79 / 0,2 0,1
Limonéne 3 43 3.7 13 17 1,13 14 1,88 Tr / /
,-terpinene 12,8 0,5 0.6 0.2 0.1 2,40 0,8 1,43 11,20 0,7 0,5
p-cymene 41,7 14,8 56.4 30.1 33.9 33,75 49,0 53,83 0,49 19,9 15 4
Terpinolene / / / / / / / 0,14 / 0,7 /
Terpinen-4-ol 19 / 0.5 0.6 0.6 / 0,3 / 0,7 1,1 1,1
Thymoquinon 2 0,6 2.8 48.2 424 3,80 20,6 17,04 / 43,1 17 .9
Thymole / / 0.1 0.2 0.1 26,78 / 0,01 / 0,1 0,2
Carvacrol 2,2 1,6 Tr Tr Tr / 3,8 0,68 0,9 8,0 0,7
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Résumes
Cette étude a validé scientifiquement les propriétés anti-inflammatoires de I'huile volatile
(HV) de Nigella sativa (cumin noir). L'objectif était d'évaluer son activité et celle de ses

composés majeurs, la thymoquinone (TQ) et le p-cyméne (PC), sur des rats avec une

inflammation aigué.

Des modeles d'inflammation induite par la carraghénane (cedéme, pleurésie) ont été
utilisés. L'HV, la TQ et le PC ont été¢ administrés oralement. Les mesures incluaient le volume

de l'eedéme et le nombre de leucocytes.

Les résultats ont montré que 1'HV réduisait significativement l'eedéme de l'oreille,
comparable a lI'indométacine. L'HV, la TQ et le PC ont tous inhibé l'exsudat et l'infiltration
leucocytaire en cas de pleurésie, la TQ étant particulierement efficace. Cette recherche confirme
que la TQ et le PC contribuent activement a l'effet anti-inflammatoire, notamment en inhibant
la migration des leucocytes et la formation de I'eedéme. La synergie des composants de 1'huile

ouvre de nouvelles perspectives thérapeutiques.

Mots-clés : Nigella sativa, huile volatile, anti-inflammatoire, thymoquinone, p-cymeéne, inflammation

aigué, rats, synergie, leucocytes, exsudat.



Summaries

This study scientifically validated the anti-inflammatory properties of Nigella sativa
(black cumin) volatile oil (VO). The objective was to evaluate its activity and that of its major

compounds, thymoquinone (TQ) and p-cymene (PC), in rats with acute inflammation.

Carrageenan-induced inflammation models (edema, pleurisy) were used. VO, TQ, and

PC were administered orally. Measurements included edema volume and leukocyte count.

The results showed that VO significantly reduced ear edema, comparable to
indomethacin. VO, TQ, and PC all inhibited exudate and leukocyte infiltration in pleurisy, with
TQ being particularly effective. This research confirms that TQ and PC actively contribute to
the anti-inflammatory effect, particularly by inhibiting leukocyte migration and edema

formation. The synergy of the oil's components opens up new therapeutic perspectives.

Keywords : Nigella sativa, volatile oil, anti-inflammatory, thymoquinone, p-cymene, acute inflammation,

rats, synergy, leukocytes, exudate.
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