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Résumé

Les clous de girofle (Syzygium aromaticum L.) sont largement utilisés dans la médecine
traditionnelle grace a leurs propriétés thérapeutiques reconnues. L'objectif de cette étude était
d'évaluer les effets anti-inflammatoires et analgésiques in vivo de I'extrait des clous de girofle, afin
de confirmer son usage traditionnel par voie orale. Pour ce faire, deux modéles d'inflammation
aigué ont ¢été employés. Le test de I'cedéme de l'oreille induit par le xyléne a montré que I'extrait de
clous de girofle induisait une réduction tres significative (p<0.01) de I'cedéme, comparable a 1'effet
de l'aspirine qui est un anti-inflammatoire de référence. De plus, dans le modéle de péritonite
induite par l'injection intrapéritonéale de A-carrageenane, I'administration orale de I'extrait de clous
de girofle a entrainé une diminution de prés de 75,36% du recrutement des neutrophiles dans la
cavité péritonéale, un résultat proche a celui obtenu avec Il'aspirine 83,32%. Par ailleurs, le test
d'immersion de la queue des rats a révélé un effet analgésique tres significatif (p<0,01) de I'extrait
de clous de girofle surtout aprés 60 min avec une inhibition de 93,17 %, supérieur a celui de
I'aspirine. Ces résultats confirment les propriétés anti-inflammatoires et analgésiques des clous de
girofle (Syzygium aromaticum L.) et justifient ainsi son utilisation traditionnelle. lls suggeérent
également le potentiel thérapeutique de cette plante médicinale dans la gestion des processus
inflammatoires et douloureux.

Mots clés: Syzygium aromaticum L., Clous de girofle, Anti-inflammatoires, Analgésique,

Inflammation, Utilisation traditionnelle.



Summary

Cloves (Syzygium aromaticum L.) are widely used in traditional medicine thanks to their
recognized therapeutic properties. The objective of this study was to evaluate the in vivo anti-
inflammatory and analgesic effects of the clove extract, in order to confirm its traditional oral use.
To do this, two models of acute inflammation were used. The Xxylene-induced ear edema test
showed that clove extract induced a very significant reduction (p<0.01) in edema, comparable to the
effect of aspirin, which is a reference anti-inflammatory. In addition, in the peritonitis model
induced by intraperitoneal injection of A-carrageenane, oral administration of clove extract resulted
in a decrease of nearly 75.36% of neutrophil recruitment in the peritoneal cavity, a result close to
that obtained with aspirin 83.32%. In addition, the immersion test of the tail of rats revealed a very
significant analgesic effect (p<0.01) of clove extract especially after 60 min with an inhibition of
93,17%, superior to that of aspirin. These results confirm the anti-inflammatory and analgesic
properties of cloves (Syzygium aromaticum L.) and thus justify its traditional use. They also
suggest the therapeutic potential of this medicinal plant in the management of inflammatory and
painful processes.

Keywords : Syzygium aromaticum L., Cloves, Anti-inflammatories, Analgesic, Inflammation,

Traditional use.
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Introduction

|. Introduction

L'inflammation est la somme des défenses ou des réponses immunitaires défensives que
I'organisme met en ceuvre pour faire face a l'infection par divers corps étrangers et microbes. Il
s’agit d’un processus vital important qui stimule les cellules du systéme immunitaire a atteindre le
site de I’infection et a activer les suppléments immunitaires. Cela provoque l'apparition des signes
tels que rougeur, chaleur, douleur et gonflement. Elle se divise en deux types : aigué, ce qui signifie
que les stimuli nocifs sont éliminés. Cependant, si l'infection persiste, elle se transforme en

inflammation chronique base pathologiques de différentes maladies inflammatoires.

Les maladies inflammatoires sont traitées avec différentes molécules thérapeutiques
comprenant des anti-inflammatoires stéroidiens et non stéroidiens qui traitent les symptémes de la
pathologie inflammatoire. Cependant, en raison des effets secondaires néfastes que ces molécules
provoquent et de leur effet limité, la recherche actuelle s’est orientée vers la découverte de
molécules alternatives moins dangereuses et plus efficaces, notamment celles d’origine naturelle
comme les plantes médicinales riches en composés phénoliques qui ont un effet anti-inflammatoire

puissant et trés important.

Les clous de girofle sont issus d’une plante aromatique aux usages multiples, notamment
dans le domaine médical. Il s’agit d’un reméde traditionnel pour soulager les maux de dents et les
douleurs. En effet, ils sont riches en différents composeés actifs, tels que I'eugénol qui leur confére
leurs propriétés antimicrobiennes, antiseptiques, anti-inflammatoires et antioxydants, analgésiques
et anesthésiques locales. Ces propriétés font des clous de girofle une ressource intéressante en
phytothérapie et en médecine traditionnelle, avec de nombreuses applications potentielles dans le
traitement de diverses affections.

Nous avons mené une étude pour évaluer leurs propriétés anti-inflammatoire en appliquant
divers modéles in vivo, a savoir I’cedéme de I’oreille induit chez le rat par le xyléne et la péritonite
induite par la A-carraghennane ainsi que le test d’immersion de la queue du rat pour déterminer le

pouvoir analgésique de I'extrait hydrométhanolique des clous de girofle.
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Chapitre 1 : Inflammation

1. Réponse inflammatoire

L'inflammation est une composante essentielle de I’'immunité innée, se déroule au niveau des
tissus vivants et vascularisés. Considérée comme une réaction de défense de I’organisme contre les
agressions pathogenes ou les différents traumatismes (Weill et Batteux, 2004).

Sur le plan clinique, I’inflammation se caractérise par des signes comme la rougeur, la
chaleur, la douleur et le gonflement, la perte de fonction, les quatre premiers de ces signes ont été
nommeés par Celse dans la Rome antique (30-38 av. J.-C.) et le dernier par Galien (130-200 apres J.-
C) (Punchard et al., 2004).

2. Types de ’inflammation

L'inflammation fait partie du mécanisme de défense de I'organisme et peut étre classée en
deux catégories selon la durée et la cinétique du processus inflammatoire : Inflammation aigue et
inflammation chronique (Chenal et Trumel, 2022).

2.1. Inflammation aigué

Les lésions tissulaires dues a un traumatisme, a une invasion microbienne ou a des composés
nocifs peuvent entrainer une inflammation aigué. Elle commence rapidement, s'aggrave en peu de
temps et les symptdmes peuvent durer quelques jours, par exemple une cellulite (infection
bactérienne aigué de la peau) ou une pneumonie aigué (infection aigué des poumons) (Pahwa et al.,
2003). Elle se déroule en 3 phases successives étroitement intriqués dans le temps.

2.1.1. Phase vasculaire (initiation)

Elle se caractérise par des modifications importantes de la microcirculation locale (Genet,
1997), par dilation et augmentation de I’espace intercellulaire (Raymondjean, 2007) (figure 1). Elle
comporte trois phénomenes :

e Une congestion active : déclenchée par un mécanisme nerveux et l'action de médiateurs
chimiques (figure 01) (Rousselet et al., 2005).

e Un edéme inflammatoire (I'exsudat) : résulte d'une augmentation de la pression hydro statique
et de la perméabilité de la paroi des petits vaisseaux sous 1’effet de médiateurs chimiques
(figure 01) (Rousselet et al., 2005).

e Une diapédése leucocytaire : par migration des leucocytes en dehors de la microcirculation et

leur accumulation dans le foyer lésionnel (figure 01) (Rousselet et al., 2005).
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Figure 1 : Modifications vasculaires (Kumar et al., 2013)

2.1.2. Phase cellulaire (amplification)

La phase cellulaire est caractérisée par un afflux extravasculaire interstitiel de leucocytes : les
polynucléaires neutrophiles dans un premier temps puis les monocytes. L’accumulation des
neutrophiles atteint un maximum a la 4°™ heure et décline rapidement, alors que le nombre de
monocytes augmente aprés la 4°™ heure et atteint son maximum entre 18 et 24 heures (Russo-
Marie, 1998). Les polynucléaires circulants sont attirés vers le foyer inflammatoire par des facteurs
chimiotactiques. Les polynucléaires neutrophiles circulants se marginalisent et adherent aux cellules
endothéliales (figure 2). Cette adhérence résulte de I’interaction entre les sélectines de la surface des
cellules endothéliales et certains polysaccharides de la surface des polynucléaires. Cette adhérence
est faible, laissant les polynucléaires rouler a la surface de 1’endothélium. L’adhérence devient
ensuite forte et étroite, résultat de la réaction entre les récepteurs des cellules endothéliales VCAM-
1, ELAM-1, ICAM-1 et les intégrines présentes a la surface des polynucléaires (Russo-Marie,
1998).

La deuxiéme vague cellulaire est constituée de monocytes qui gagnent le foyer inflammatoire
attirés par les facteurs chimiotactiques sécrétés par les neutrophiles ou ils se transforment en
macrophages. Ces derniéres assurent le nettoyage du foyer inflammatoire en cas d’inflammation
aigué et participent a la poursuite du processus inflammatoire en cas d’inflammation chronique par

la production de nombreux médiateurs inflammatoires (lwelawa et al.,2007).
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Figure 2 : Migration trans-endothéliale des leucocytes (Weill et batteux, 2003)

2.1.3. Phase de résolution (réparation)

Le réle principal d’une réaction inflammatoire est d’éliminer 1’infection ou de réparer les
lésions causées et retourner de ce fait au stade d’homéostasie (Barton, 2008). La phase de
résolution, dépend du degré des lésions tissulaires. En effet, dans les conditions les plus favorables,
les agents agresseurs sont éliminés par les polynucléaires neutrophiles, et les produits de
dégradation ainsi que les debris cellulaires sont phagocytés par les macrophages. Les macrophages
vont alors sécréter des cytokines et des médiateurs qui vont induire la phase de cicatrisation et de
régénération tissulaires, Le retour a un état physiologique consiste dans un premier temps en la
réparation de 1’endothélium par les cellules endothéliales elles-mémes, ces cellules pouvant
produire et remodeler les élements de leur stroma (collagéne de type | et 111) ou de leur lame basale
(collagéne de type 1V et V, laminine) (Weill et Batteux, 2003).

2.2. Inflammation chronique

Elle se caractérise par une inflammation lente et prolongée qui dure de longues périodes
allant de plusieurs mois a plusieurs années. L'étendue et les effets de I'inflammation chronique
varient en fonction de la cause de la blessure et de la capacité du corps a réparer et a surmonter les
dommages (Pahwa at al., 2003) (Figure 3).

Entre ces deux types d'inflammation il existe une période qui peut durer de deux a six

semaines connus sous le nom de l'inflammation subaigué (Pahwa et al., 2003).
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Figure 3 : Schéma récapitulatif de I’inflammation chronique (Sharma et al., 2016)
3. Cellules immunitaires présentes dans la réaction inflammatoire

La réponse inflammatoire implique un réseau hautement coordonné de nombreux types de
cellules. Les macrophages activés, les monocytes et d'autres cellules médiatisent les réponses
locales aux lésions tissulaires et aux infections. Au niveau des lésions tissulaires, les cellules
épithéliales et endothéliales endommageées libérent des facteurs qui déclenchent la cascade
inflammatoire, ainsi que des chimiokines et des facteurs de croissance, qui attirent les neutrophiles
et les monocytes. Les premieres cellules attirées vers un site de Iésion sont les neutrophiles, suivis
des monocytes, des lymphocytes (cellules tueuses naturelles [NK], lymphocytes T et lymphocytes
B) et des mastocytes (Chen et al., 2018).

Les monocytes peuvent se différencier en macrophages et en cellules dendritiques et sont
recrutés par chimiotactisme dans les tissus endommageés. Les altérations des cellules immunitaires
médiées par l'inflammation sont associées a de nombreuses maladies, notamment I'asthme, le
cancer, les maladies inflammatoires chroniques, I'athérosclérose, le diabéte, les maladies auto-
immunes et dégénératives (Chen et al., 2018).

Les neutrophiles, qui ciblent les micro-organismes dans le corps, peuvent également
endommager les cellules et les tissus de I'h6te (Nathan, 2006). Les neutrophiles sont des médiateurs
clés de la réponse inflammatoire et programment les cellules présentatrices de I'antigéne pour
activer les lymphocytes T et libérer des facteurs locaux pour attirer les monocytes et les cellules
dendritiques (Jabbour at al., 2009).

Les macrophages sont des composants importants du systeme des phagocytes mononucléaires et
sont essentiels pour l'initiation, le maintien et la résolution de l'inflammation (Fujiwara et al., 2005).

Pendant l'inflammation, les macrophages présentent des antigenes, effectuent la phagocytose et
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modulent la réponse immunitaire en produisant des cytokines et des facteurs de croissance. Les
mastocytes, qui résident dans les matrices de tissu conjonctif et sur les surfaces épithéliales, sont
des cellules effectrices qui initient les réponses inflammatoires. Les mastocytes activés libérent une

variété de médiateurs inflammatoires (Huang et al., 1998).

4. Les médiateurs de ’inflammation

La réponse inflammatoire provoque la libération de divers médiateurs inflammatoires. Ces
médiateurs affectent le développement et la résolution de I’inflammation en agissant sur les
différentes cellules impliguées dans la réaction inflammatoire (Rankin, 2004).

Le tableau 1 résume I’origine et les effets les plus importants des médiateurs de 1’inflammation.

Tableau 1 : Origines cellulaires et effets des principaux médiateurs impliqués dans le

développement de la réaction inflammatoire (Rankin, 2004).

Médiateurs Origine cellulaire Effets
Histamine Mastocytes, basophiles, Assure la vasodilatation, augmente la
éosinophiles et plaquette. perméabilité vasculaire, induit

I’expression des molécules d’adhésion
sur I’endothélium vasculaire.

Facteur activateur | Plaquette, neutrophile, Assure la vasodilatation, augmente
des monocytes et cellules I’adhésivité de la paroi vasculaire,
plaquettes(PAF) endothéliales. stimule la  broncho  construction,

I’agrégation des plaquettes et la
libération des médiateurs qu’elles
renferment, induit la production des
EOR et la libération des enzymes
lysosomiales par les neutrophiles, les
éosinophiles et les macrophages.

Prostaglandine Essentiellement par les Provoque la vasodilatation, renforce
E2 Leucocytes ’action de I’histamine, de la bradykinine
et des leucotriénes, augmente la
sensitivitt' des neurones et est
responsable de la douleur.

Bradykinine Présente dans le plasma Accroit la vasodilatation, la
sous forme de kininogénes. perméabilité vasculaire et stimule la
contraction des muscles lisses.

IL-8 Monocytes, macrophages, Active le chimiotactisme des
plaquettes et lymphocyte. neutrophiles, des monocytes et des
macrophages. Induit la libération des
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enzymes lysosomiales et la production
des EOR. Intervient dans la préparation

tissulaire.
C3a Fraction C3 du Provoque la  dégranulation  des
complément inactif. mastocytes.
Cb5a Fraction C5 du Provoque la  dégranulation  des
complément inactif. mastocytes et des neutrophiles, exerce

un effet chimiotactique en vers les
phagocytes et stimule la contraction du
muscle lisse

5. Meédicaments Anti-inflammatoire

Les anti-inflammatoires sont des meédicaments symptomatiques, qui n'agissent pas sur la
cause de l'inflammation. Ils sont indiqués quand I'inflammation devient génante, notamment a cause
de la douleur gu'elle provoque (Thomas, 2017). Il existe deux catégories de médicaments anti-
inflammatoires les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et les anti-inflammatoires
stéroidiens (AlS).

a.  Anti-inflammatoire non stéroidien AINS

Les AINS sont une des classes thérapeutiques les plus utilisées dans le monde, que ce soit
dans le contexte de la prescription médicale ou de I'automédication, connus pour leurs propriétés
antalgiques, anti-inflammatoires et antipyrétiques (Blain et al., 2000).

Le mécanisme d’action des AINS a été précisé par les travaux de Vane en 1971, et repose en
grande partie sur I’inhibition compétitive, réversible ou non, de la cyclo-oxygénase (COX), une
enzyme qui permet la production de prostaglandines, a partir de I’acide arachidonique. La
production de prostaglandines participe a I’inflammation (vasodilatation, augmentation de la
perméabilité capillaire), a la douleur (sensibilisation des nocicepteurs) mais contribue également, en
dehors de toutes situations pathologiques, a la production basale au niveau de la muqueuse
gastrique, de mucus et de bicarbonates intervenant dans le maintien de I’hémodynamique rénale et
I’homéostasie tissulaire (Nicolas et al., 2001).

b. Anti-inflammatoire stéroidien ANS

Les anti-inflammatoires stéroidiens ou les glucocorticoides sont des dérivés synthétiques de la
cortisone, naturellement sécrétée par les glandes surrenales. 1ls sont de puissants anti-
inflammatoires doués également de propriétés immuno-modulatrices et antiallergiques (Heymonet,
2013).
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Les ANS agissent en se liant a des récepteurs spécifiques et en induisant la synthese
protéique, comme la licoportine qui inhibe la phospholipase A2 (Dejean et Richard, 2013).

Les anti-inflammatoires stéroidiens inhibent également 1’expression de nombreuses protéines
pro-inflammatoires telles que les cytokines et les chimiokines, les molécules d’adhésion, le COX-2
et le NO-synthase (Devillier, 2005). Ils inhibent la maturation des monocytes en macrophages et la
migration des polynucléaires éosinophiles (Dussauze et al., 2007).
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1. Plante d’étude : Syzygium aromaticum L.

Notre étude a porté sur les fruits du giroflier (Syzygium aromaticum L.) qui est un grand
arbre originaire des petites iles des Moluques, ¢élancé, d’une hauteur moyenne de 10 a 12 métres,
qui peut atteindre jusqu’a 20 métres de haut, a port pyramidal, et au tronc gris clair ridé (figure 4,
A). Ses feuilles, de 8 a 10 cm de long, sont coriaces, persistantes, opposées, pétiolées, ovales, au
limbe lancéole, a la face supérieure vert rougeatre et a la face inférieure vert sombre, l1égérement
ponctuée. Elles sont aromatiques et dégageant une forte odeur de clou de girofle au froissement. Le
fruit appelé « Antholfe », est une drupe ellipsoide brun violacé, contenant une seule graine
d’environ 1,5 cm de long. Les boutons floraux trés caractéristiques sont en forme de clou, brun
rouge. L’odeur est aromatique caractéristique, la saveur est brilante. Le clou comporte une partie
quadrangulaire, I’hypanthe, longue de 10 a 12 mm pour un diamétre de 2-3 mm (correspondant a
I’ovaire infére) et une « téte » renflée, globuleuse (4-6 mm de diametre), entouré par les 4 lobes
divergents des sépales et constitués des 4 pétales imbriqués qui renferment de nombreuses étamines
recourbées (figure 4, B) (Paul et Kamel, 2012).

P N i : ey "
A ‘Bf o g e =Y
Figure 4 : Giroflier: A. Allure du giroflier, B. Boutons floraux et fleurs de giroflier (Sophie, 2015)

2. Compositions chimiques

Les clous de girofle représentent I'une des principales sources végétales de composés
phénoliques tels que les flavonoides, les acides hidroxibenzoiques, les acides hidroxicinamiques
et les hidroxiphényl propénes (Cortés-Rojas, 2014). L'eugénol est le principal composé bioactif
du clou de girofle, que I'on trouve a des concentrations allant de 9 381,70 a 14 650,00 mg pour
100 g de matiére végétale fraiche (Neveu et al.,, 2010). En ce qui concerne les acides

phénoliques, l'acide gallique est le composé présent en concentration la plus élevée (783,50
9
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hydrolysables, sont présents a des concentrations plus élevées (2 375,8 mg/100 g) (Shan et al.,
2005). Les autres acides phénoliques présents dans le clou de girofle sont les acides caféique,
férulique, élagique et salicylique. Les flavonoides comme le kaempférol, la quercétine et ses
deérivés (glycosilés) se trouvent également dans les clous de girofle en concentrations plus faibles
(Cortés-Rojas, 2014). Des concentrations allant jusqu'a 18 % d'huile essentielle peuvent étre
trouvées dans les boutons floraux du clou de girofle. En gros, 89 % de I'huile essentielle de clou
de girofle est de I'eugénol et 5 a 15 % sont de l'acétate d'eugénol et du B-cariofileno (Jirovetz et
al., 2006). Un autre composé important présent dans 1’huile essentielle de clou de girofle a des
concentrations allant jusqu’a 2,1 % est I’a-humuléne. D'autres composés volatils présents en
concentrations plus faibles dans I'huile essentielle des clous de girofle sont le B-pinéne, le
limonéne, le farnésol, le benzaldéhyde, la 2-heptanone et I'hexanoate d'éthyle (Cortés-Rojas,
2014).

3. Activités biologiques

Plusieurs travaux scientifiques ont rapporté des activités biologiques trés importantes des
extraits des clous de girofle et de 1’eugénol. En effet, il a ét¢ montré que I’eugénol inhibe et réduit
trés efficacement les inflammations expérimentales induites par la carrageenane ainsi que la douleur
tels qu’il a été montré par des test nociceptifs (Daniel et al., 2009). De plus, Des études in vitro ont
attriué aux polyphénols extraits des clous de girofles de puissants effets anti-oxydants (Shan et al.,
2005).

Par ailleurs, les activité anti-bactériennes ont été attribué aux extraitrs des clous de grifoles,
notemment inhibitrice de la croissance de Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Bacillus
cereus (Sofia et al.,, 2007). Outre ’effet antibactérien, les extraits des clous de girofles ont
également exhibé des effets antifongiques (Rana et al., 2011) et anti-virales (Kurokawa et al., 1998)
tres importants.

Des travaux ont méme mis en évidence I’effet anti-prolifératif et anti-métastatique de
I’eugénol. En effet, il a été montré que 1’eugénol provoque la suppression de la croissance du

mélanome par 1’inhibition de 1’activité transcriptionnelle de E2F1 (Ghosh et al., 2005).
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I11. Matériel et méthodes
3.1. Matériel

3.1.1. Animaux d’études

Les différents tests appliqués dans cette étude sont réalisés sur des rats Albinos Wistar
males, pesant entre 200 et 250 g, fournies par I'Institut Pasteur d'Alger. Les animaux sont utilises
apres une peériode d'adaptation de 15 j, placés dans des cages avec acces libre a I’eau et a
I’alimentaire.
3.1.2. Solutions de travail

Les solutions de travail utilisées dans cette étude sont préparées comme sulit :
- Solution de xyléne pure.
- Solution de lavage péritonéal : Na Cl 0.9% stérile.
- Solution turc, ImL de violet de gentiane avec 1mL d’acide acétique, le volume est complété
a 100mL avec de I’eau distillée.

- La A-carrageenane (1%) préparé avec Na Cl 0.9% stérile.
3.2. Méthode
3.2.1. Préparation du ’extrait d’étude

L'extrait des clous de girofle a été préparé en faisant macérer 100 g de poudre dans 500 ml
de solution hydrométhanolique composée de 70% de méthanol et 30% d’eau distillée a tempeérature
ambiante pendant 72 h, avec une agitation occasionnelle (figure 5, A). Apres avoir été filtré a
travers un papier filtre Wattman, le filtrat obtenu a ensuite été soumis a une évaporation sous vide a
l'aide de 1’évaporateur rotatif a 60°C/190 tpm (figure 5, B), I'extrait obtenu est placé dans des boites

de Pétri et mis a sécher dans les étuves a 40°C jusqu’a obtention d'un résidu solide.

Figure 5 : Préparation de I’extrait : A. Macération B. Evaporateur rotatif (photos originales,2024)
11
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3.2.2. Evaluation de I’effet anti-inflammatoire de I’extrait des clous de girofle
L’extrait des clous de girofles obtenu a été testé pour son effet anti-inflammatoire et ce, en

utilisant trois modeles d’inflammation expérimentales a savoir I’oedéme de 1’oreille induit par le

xyléne, la péritonite induite par la A-carrageenane et le test de 1’activité analgésique.

a. Etude de ’effet de I’extrait Syzygium aromaticum L. sur ’eedéme de D’oreille

induit chez le rat par le xylene

Pour évaluer l'activité anti inflammatoire des clous de girofle, nous avons appliqué le test de
I'eedéme de l'oreille qui est induit par application topique du xyléne publié par Al Amir et ses
collaborateurs (2012) tout en intégrant certaines modifications, ce test est considéré comme une
teste expérimental pour I'inflammation aigue. Pour cela I'extrait a été administré au groupe test des
rats par voie orale (200mg/kg) une heure avant I'application de 60 pL de xylene sur les surfaces
extérieur et intérieur de l'oreille gauche de chaque rat, I'épaisseur des deux oreilles est mesurée a
I’aide d’un pied a coulisse digitale avant 1’application du xylene (t0) et chaque heure aprés
I'indication du xyléne pendant 3h (i1, t2, et t3).

Dans cette étude, 3 groupes de 6 rats ont été formés comme suit :

o Groupe contrble (+) : Rats ont recu 60pl de xyléne et ne sont traités par aucune substance.

o Groupe test : Rats ont recu 200mg/kg de I’extrait des clous de girofle par voie orale, une
heure avant I’application de xyléne.

. Groupe référence : Rats ont recu de 200mg/kg d’aspirine (anti-inflammatoire de référence)

par voie orale, une heure avant I’application du xyléne.

Figure 6 : Test de I’cedéme de I’oreille : A. Gavage du rat, B. Mesure de I’épaisseur de
I’oreille. (Photos originales, 2024)
12
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b. Test de activité analgésique

Le test d'immersion de la queue des rats permet d'évaluer la capacité de I'extrait des clous de
girofle a induire une analgésie, c'est-a-dire a diminuer la perception de la douleur chez les rats,
selon le protocole décrit par Arselan et ses collaborateurs (2015). Ce test consiste a immerger
environ 2 cm du bout de la queue du rat dans de I'eau maintenue a 55°C, et a mesurer le temps ou le
rat réagit en retirant la queue chaque 30 min pour 2h, 1h aprés I'administration orale par les
substances.

Trois groupes de six rats sont formés comme indiqué ci-dessous :

o Groupe témoins : Le temps de réagir est mesuré avec des rats n’ayant subi aucun traitement.
o Groupe test : Administration orale de 200mg/kg de la solution des clous du girofle une heure
avant I’immersion.

o Groupe référence : Administration orale de D’aspirine (200mg/kg) une heure avant

I’immersion.

Figure 7 : Protocol du test analgééique (Photo originale, 2024).

c. Effet de P’extrait d’étude sur la péritonite induite chez le rat par la A-

carrageenane

Le pouvoir anti-inflammatoire du clou de girofle étudié est également évalué par le test de la
péritonite induite par la A-carrageenane chez les rats selon la méthode décrite par Prekar et ses
collaborateurs (2015) a laquelle certaines modifications ont été introduites. La péritonite est induite
par injection de0.2ml de solution de A-carrageenane (1%) dans la cavité peritonéale des rats qui ont

recu ou non un traitement adequat. Des groupes de 6 rats sont formés comme indiqué :

] Groupe controle négatif : Les rats regoivent I’injection intra-péritonéale de NaCl 0.9%
stérile et aucun autre traitement.

13
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o Groupe contrble positif : Les rats regoivent I’injection de A-carrageenane et aucun autre
traitement.
o Groupe test : Administration par voie orale (200mg/kg) de la solution des clous de girofle

une heure avant I’induction de la péritonite.

o Groupe réference : Administration de 1ml de 1’ Acide salicilique (200mg/kg) par voie orale 1

heure avant I’induction de la péritonite.

Quatre heures apres 1’injection de la A-carrageenane, les rats sont sacrifiés par asphyxie au
chloroforme, suivi immédiatement par 1’ouverture de la cavité péritonéale qui sera lavée par 2 ml de
I’eau physiologique. La solution de lavage péritonéal est récupérée par aspiration a 1’aide d’une
micropipette I’exsudat qui s’y est formé et soumis & un comptage sur une lame de Malassez apres
coloration a la solution Turk avec un microscope de 1’objectif x10, pour déterminer le nombre de
neutrophiles présents.

Le nombre des cellules est calculé selon la formule suivante :
Nbr =N*F*1000*V
NDbr : nombre total des cellules.
N : nombre de cellules par champs de lecture.
V : volume du liquide aspiré depuis la cavité péritonéale.

F : Facteur de dilution.

A

Figure 8 : Processus du test de la péritonite : A. injection de la A-carrageenane, B. récupération de

I’eau physiologique (photos originales, 2024)

14
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3.3. Etude statistique

Les résultats in vivo sont présentés sous forme de moyenne arithmétique (M) des n valeurs
obtenues + I'écart moyen (SEM) [M + SEM] n=6. Le test T de Student est utilisé pour évaluer la

signification des effets des différentes substances testées in vivo et les différences sont considérées
significatives pour p < 0,05(*), p < 0,01(**).
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V. Résultats et discussions
4.1. Résultats

Notre étude visait a évaluer les effets anti-inflammatoires et antalgiques de I'extrait des clous

de girofle, afin de valider son utilisation traditionnelle par voie orale. On teste cet extrait sur deux
modeles d'inflammation aigué chez le rat a savoir la péritonite induite par injection de la A-
carrageenane et I’cedéme de 1’oreille induit par le xyléne ainsi que sur un modele d'évaluation de la

douleur en appliquant le test de I’immersion de la queue.
4.1.1. Effet de I’extrait Syzygium aromaticum L. sur ’cedéme de I’oreille induit

chez le rat par le xyléne

Le mode¢le d'cedéme de 1'oreille induit par le xyléne chez le rat, une méthode reconnue pour
quantifier I'inflammation cutané de maniéere objective par la mesure de 1'cedéme de l'oreille a l'aide
d’un pied a coulisse digital pour évaluer les propriétés anti-inflammatoires de I'extrait teste.
L’application du xyléne sur I’oreille induit une accumulation de liquide conduisant a la formation
d’un cedéme qui est caractéristique de 1’inflammation aigué (Okoli et al., 2007).

Les résultats obtenus montrent des différences significatives entre les groupes de traitement.
Pour le groupe contréle ayant recu une application topique de xyléne, on observe une augmentation
de I'épaisseur de I'oreille gauche durant la premiéere heure, atteignant 0,65 mm + 0,08, méme dans la
deuxiéme heure 0,68 mm £ 0,06 cm, puis une diminution progressive jusqu'a 0,63mm + 0,08 a la
troisiéme heure (figure 9).

En revanche, chez les rats traités oralement par l'extrait, I'épaisseur de l'oreille gauche a
connu une augmentation plus importante durant la premiére heure, atteignant 0,77 mm + 0,06, elle a
diminué progressivement, passant a 0,53 mm + 0,04 a la deuxiéme heure, pour atteindre 0,43 mm +
0,04 a la troisieme heure (figure 9), cette réduction de I'épaisseur dans les deux derniéres heures
était statistiqguement trés significative (p<0,01) par rapport au groupe controle.

Chez les rats traités a I'aspirine, on observe une réduction significativement plus importante
(p<0,01) de I'cedéeme de l'oreille par rapport au groupe de contréle. Apres une heure, I'épaisseur
n'était que de 0,47 mm + 0,04, et elle a continué de diminuer pour atteindre 0,37 mm + 0,04 a la

troisieme heure (figure 9).
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Figure 9 : Evaluation de I’épaisseur de l'oreille suite a l'apparition de I'cedéme induit par le xylene
traité par l'administration orale de I’extrait Syzygium aromaticum L. et I’aspirine et non traité en
fonction du temps, les résultats sont présentés en moyenne = SEM pour n=6, p < 0,05(*), p <
0,01(**) par rapport au contréle positif.

4.1.2. Effet de I’extrait Syzygium aromaticum L. sur la péritonite induite chez le

rat par la A-carrageenane

Dans cette étude, nous avons évalué les effets de 1’extrait de Syzygium aromaticum L. et de
I'aspirine sur un modeéle de péritonite induite par le A-carrageenane chez le rat.

Dans le groupe témoin ayant recu une injection de Na Cl 0,9%, le nombre de neutrophiles
récupérés dans la cavité péritonéale était faible, ne dépassant pas 4,16 x 10° neutrophiles + 1,17
(figure 10).

En revanche, le groupe contrdle positif ayant regu une injection de 2 ml de A-carrageenane
présentait une cavité péritonéale riche en neutrophiles, avec 79,16 x 10° neutrophiles + 19,44
(figure 10).

L'administration de I'extrait de clous de girofle aux rats du groupe test a induit une réduction
trés significative (p<0,01) du développement de la péritonite, avec 19,5 x 10° neutrophiles + 4,5
(figure 10), soit une inhibition de I'inflammation de 75,36%.

De maniere encore plus marquée, I'administration d'aspirine a engendré une tres importante
réduction (p<0,01) du développement de la péritonite chez les rats, avec seulement 13,2 x 10°
neutrophiles + 1,84 (figure 11), correspondant a une inhibition de I'inflammation de 83,32%.

Ces résultats démontrent que l'extrait de clous de girofle présent des propriétés anti-
inflammatoires significatives comparables a celle de 1’aspirine dans ce modele expérimental de
péritonite induite par le A-carrageenane chez le rat.
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Figure 10 : Evaluation de nombre de neutrophiles recrutés au niveau de la cavité péritonéale des
rats apres l'injection de 0.2ml de A-carrageenane 1% en fonction de différents tests ( Contréle positif
: D’injection de A-carrageenane avec aucun traitement, contrble négatif : Les rats recoivent
I’injection intra-péritonéale de NaCl 0.9% stérile seulement, administration orale de I'extrait
(200mg/kg) et administration orale de l'aspirine (200mg/kg) ). L’histogramme représente la
moyenne +SEM pour n=6, p<0,05(*), p<0,01(**) par rapport au contrdle positif.

4.1.3. Evaluation de l'activité analgésique de I’extrait Syzygium aromaticum L.

Dans cette partie de notre étude, nous avons évalué I'effet analgésique de I'extrait de
Syzygium aromaticum L. Pour ce faire, le temps de réaction des rats lorsque leur queue était
immergée dans de I'eau a 55°C est mesuré, générant ainsi une réaction de retrait rapide. Chez les
rats témoins non traités, ce temps de réaction était court, aux alentours de 3 secondes + 0,5 pour la
premiére immersion, diminuant jusqu'a 2 secondes + O apres 60 minutes, puis remontant a 3
secondes + 1,5 en fin d'expérience (figurell), Cela peut étre d0 au fait que les rats s'habituent a la
température.

Chez les rats ayant recu un traitement a l'extrait de clous de girofle, une augmentation trées
significative (p<0,01) du temps de réaction par rapport au groupe contrdle observé dans le premier
temps, atteignant 4,17 secondes + 0,56 donne une inhibition de presque 39 %, puis, 3,99 secondes +
0,68 aprés 30 min qui marque une bonne inhibition de 77,11 %, & la 60°™ minute 3,86 secondes +
0,81 qui traduis a un effet d’inhibition maximal de 93.17%, cet effet analgésique significatif
(p<0,05) était encore présent a 90 minutes de 4,22 secondes + 0,77 avec un pourcentage de 40,67%
(figurell).

De maniéere encore plus marquée, I'administration d'aspirine a entrainé une résistance
significative (p<0,05) dans la premiére réaction par rapport au groupe contréle allant jusqu'a 3,91
secondes + 0,6, puis une augmentation tres significative (p<0,01) par rapport au groupe contrdle

allant jusqu'a 5,03 secondes + 0,7 apres 30 minutes et 4,2 secondes *+ 0,45 apres 60 minutes
18
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(figurell). Cependant, un fléchissement de I'effet analgesique a été note au-dela de 60 minutes avec

I'aspirine.

m controle +
O Extrait

2 O Aspirine

Temps de réacation (S)

0 L T T T 1
0 30 60 90

Temps (min)

Figure 11 : Evaluation du temps de réaction des rats lorsque leur queue était immergée dans de
I'eau chaude et ne subit aucun traitement (contrdle), aprés I'administration orale de I'extrait (test) et
administration orale de l'aspirine. Les résultats sont présentés en moyenne = SEM pour n=6, p <
0,05(*), p < 0,01(**) par rapport au contréle positif.
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4.2. Discussion

La présente étude a été consacrée a 1’évaluation des activités anti-inflammatoires et
analgesique de l'extrait du clou de girofle utilisée en médecine traditionnelle. Pour ce faire, nous
avons eu recours a des modeles d’inflammation expérimentales in vivo (test de I’cedéme de 1’oreille
induit par le xyléne, la péritonite induite par la carrageennane et le test d’immersion de la queue de
rat) les résultats obtenus révélé que cet extrait est possédé des effets anti-inflammatoire et

analgésique tres important.
4.2.1. Effet de I’extrait Syzygium aromaticum L. sur ’cedéme de I’oreille induit

chez le rat par le xyléne

L'application locale du xyléne induit une réaction inflammatoire aigie caractérisee par des
signes classiques comme la rougeur, la chaleur, la douleur et le gonflement, cette méthode est
permet d’évaluer le processus inflammatoire. Des études montrent que dans le processus
d'inflammation, la phospholipase A2 (PLA2) catalyse le clivage des acides gras liés a I'ester sn-2
des phospholipides, étant I'enzyme responsable de la libération d'acide arachidonique (AA) par les
cellules pour la biosynthése des prostaglandines. La mobilisation des AA par la PLA2 et la synthése
ultérieure des prostaglandines sont considérées comme un événement crucial dans l'inflammation
(Barbosa et al., 2004). L'administration de 1’extrait du clou de girofle par voie orale présente une
activité anti-inflammatoire importante, ce qui pourrait étre dd I'eugénol, huile essentielle principale
des clous de girofle qui posséde des propriétés anti-inflammatoires (Ulanowska et Olas, 2021), ainsi
que sa richesse en d'autres composées phénoliques comme les flavonoides, les dérivés de 1’acide
gallique comme les tanins hydrosolubles qui sont présents a des concentrations plus élevées. Ces
composes phénoliques sont capables de prévenir et ou atténuer les manifestations du processus
inflammatoire par I'inhibition de la PLA2, la COX (cyclooxygénase) et LOX (lipooxygénase) qui
entraine la réduction de la prostaglandine (PG), et leucotriéne (LT) (Yahfoufi et al., 2018). De plus
il a été montré que I’acide gallique réduit 1’expression des genes pro inflammatoire (Chong-Hyeon
etal., 2013).

4.2.2 Effet de I’extrait Syzygium aromaticum L. sur la péritonite induite chez le

rat par la A-carrageenane

Dans cette étude nous avons évalué I'activité anti-inflammatoire de I'extrait de clous de
girofle par la péritonite induit par I'injection de la A-carrageenane dans la cavité péritonéale des rats.
En effet, la A-carrageenane provoque une reponse inflammatoire aigue et locale, cette inflammation
se déroule en trois phases distinctes : une phase précoce médiée par I'histamine et la sérotonine
(jusqu'a 2 h), une phase intermédiaire impliquant I'activité de la bradykinine et la phase ultérieure
qui survient 3 & 5 h aprés I'administration de I'irritant. Cette phase ultérieure est induite par la
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bradykinine protéase, avec synthese de prostanoides par I'enzyme cyclooxygénase (COX) (Dzoyem,

etal., 2017). L’analyse de nos résultats révele que I’extrait méthanolique de Syzygium aromaticum
L. posséde une activité anti-inflammatoire qui dure pendant tout la période du test (4h). Ceci
pourrait étre di la présence de 1’eugénol qui exerce des effets anti-inflammatoires en diminuant
I’expression et la production de cytokines pro-inflammatoires et en inhibant 1’activit¢ de la
cycloxygénase-2 (COX-2) et de la 5-lipoxygénase (Kim et al., 2003). De plus il contient l'a-
humuléne et le B-caryophyléne, des études montrent que le traitement oral avec 1'a-humuléne et le
B-caryophylene produisait des effets anti-inflammatoires car I'a-humulene empéche la génération de
TNFa. Tandis que le B-caryophylene ne fait que diminuer la libération du TNFa, en plus, ils
réduisent la production de prostaglandine E 2, I'expression inductible de I'oxyde nitrique synthase et
de la cyclooxygénase (Haro-Gonzalez et al., 2021), il contient également des flavonoides comme:
La quercétine qui inhibe la production des médiateur inflammatoire (Endale et al., 2013) et Sa
richesse en composés phénoliques qui agissent comme des agoniste a l'inflammation car ils
réduisent la production des prostaglandine et les leucotriéne par l'inhibition de la PLA2, COX et
LOX (Yahfoufi et al., 2018).

Donc, la combinaison de ces différents mécanismes d'action, impliquant a la fois des
molécules comme 1'eugénol, 'a-humulene, le B-caryophyléne et les flavonoides, permet d'expliquer
I'activité anti-inflammatoire globale observée avec I'extrait méthanolique de clous de girofle.
4.2.3 Effet analgésique de I’extrait Syzygium aromaticum L.

Dans cette étude nous avons évalué l'activité analgésique de I'extrait des clous de girofle par
le test de I'immersion de la queue des rats dans I'eau chaude a 55°. L'administration orale des clous
de girofle montre la présence d'un effet analgésique grace a la présence de ’eugénol, I’effet
analgésique et anesthésique de 1’eugénol peuvent étre modulé par son effet inhibiteur sur les canaux
voltage-dépendant (Na+ et Ca++) et I'activation de récepteurs potentiels transitoires vanilloides 1
(TRPV 1), cette réponse est médié par les systémes opioidergique et cholinergique, de plus
I'eugénol est probablement lié a la modulation des récepteurs de I'acide gamma-aminobutyrique
(GABA), car I'administration d'eugénol inhibe les courants des récepteurs GABA dans les neurones
du ganglion trijumeau et inhibe le GABA a 1 B 2y2 exprimé dans ces neurones (Haro-Gonzélez et
al, 2021). Cela peut expliquer pourquoi les rats tolerent que leur queue soit immergée plus
longtemps dans I'eau chaude.

Ainsi, les multiples mécanismes d'action de I'eugénol, impliquant a la fois les canaux
ioniques, les récepteurs sensoriels, les systémes de neurotransmission et les récepteurs inhibiteurs,

permettraient d'expliquer son efficacité analgésique observée dans cette étude chez les rats.
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V. Conclusion

Nous avons evalué dans cette étude les propriétés anti-inflammatoires de 1’extrait
méthanolique des clous de girofle en utilisant trois tests in vivo a I’issue desquels nous avons
démontré le potentiel anti-inflammatoire et analgésique de I’extrait de clous de girofle.

A partir des résultats obtenus, le teste de 1’cedéme de l'oreille provoqué par le xyléne montre
que l'administration orale de I'extrait induit une réponse anti-inflammatoire significatif qui
apparaissant aprés environs 1h, De plus le teste de péritonite induit par I'injection de A-carragennane
dans la cavité péritonéale des rats montre que I'administration orale de I’extrait induit une réduction
significative du recrutement des neutrophiles au niveau de la cavité péritonéale des rats. Quant au
test d’immersion de la queue, I’administration orale de solution de clou de girofle a augmenté
I’endurance des rats en immergeant la queue dans I’eau chaude, et le résultat était bon et proche des
résultats de référence (aspirine).

Cette activité anti-inflammatoire et analgésique semble attribuable a la présence des
composés phénolique comme 1’eugénol, ainsi que d’autres comme les flavonoides, I’acide gallique
et ces dériveés.

Au vu de ces résultats les clous de girofle a un effet anti-inflammatoire et analgésique trés
fort et efficace, tout comme les anti-inflammatoires de référence (aspirine par exemple). Ces
résultats sont dus a sa composition chimique particulier qui contient des composes responsables a
ces propriétés obtenues. Il est donc bon de faire attention a ses principes actifs et de bien connaitre

son mécanisme d'action pour le développement de nouvelles approches thérapeutique.
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