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Introduction

Vivre implique forcément d'étre malade un jour. Depuis des temps immémoriaux 'homme s'efforce
de soigner des affections avec ce dont il dispose. Ainsi l'utilisation de plantes remonte a la
préhistoire (1). Une étude récente s'est intéressée a l'analyse microscopique et a I'étude par
spectrométrie du tartre fossilis¢ d'hommes préhistoriques. L'hygiéne bucco-dentaire étant absente,
de fines particules s'y emprisonnent et se fossilisent, ce qui apporte de nombreuses informations
concernant les habitudes alimentaires du groupe étudié. Ce groupe est composé de 13
néandertaliens fossilisés, provenant du site d'El Sidron, au nord de I'Espagne. Dans le tartre de ces
ancétres de I’homo sapiens, agés de 50 000 ans environs, a été retrouvé des traces d'Achillea

millefolium et de camomille, des plantes médicinales, ce qui suggere leur utilisation et en ferait le



plus ancien soin par les plantes connu a ce jour (2). Apres des siecles d'utilisation d'extraits de
plantes, la pharmacologie moderne s'est tournée vers les molécules synthétiques qui semblaient
avoir une efficacité accrue de part leur spécificité et I'apparente infinité de molécules pouvant étre
synthétisées en laboratoire. La pratique du soin par les plantes a donc lentement diminué¢ dans les
pays occidentaux pour devenir presque inexistante aujourd'hui (Tyagi et Delanty, 2003). Néanmoins
nous assistons actuellement & une augmentation du nombre d'études concernant les extraits
végétaux et ce pour plusieurs raisons: la recherche de nouvelles molécules synthétiques est lente et
trés onéreuse, leur utilisation présente des risques d'empoisonnement pour les hommes et les
animaux et ces molécules sont parfois responsables de pollutions environnementales associées. Le
fait que les extraits végétaux puissent étre obtenus a partir de ressources renouvelables associé au
développement lent des résistances di a la présence de plusieurs agents actifs et leur dégradation
rapide, amoindrissant leur risque pour l'environnement, sont des aspects en faveur de l'utilisation de
ces composés (3). Ce document s'intéresse au spilanthol, un N-alkylamide provenant de Spilanthes
acmella (Ramsewak et al. 1999). Plusieurs études seront rapportées afin de réfléchir a de possibles

applications en odontologie.

Partie I: Généralités sur la plante, botanique et toxicité

Le spilanthol peut étre obtenu par extraction selon différents procédés a partir de Spilanthes
acmella. Afin d'évaluer l'intérét du spilanthol en odontologie il convient tout d'abord de s'intéresser
aux plantes dont il peut provenir puis d'en évaluer la toxicité.

1. Généralités et botanique (5-6-7-8-9-10)

1.1 Généralités sur la plante : Spilanthes acmella

Figure 1 : Photo de Spilanthes acmella




Spilanthes acmella est une plante d'origine amazonienne que 1'on retrouve dans la plupart des zones
tropicales et subtropicales de la plancte (Afrique, Amérique du sud, Bornéo, Inde, Sri Lanka et
Asie) (Ramsewak et al. 1999, Sahu et al., 2011). Elle est cultivée tout au long de 1'année comme
plante ornementale, médicinale et alimentaire. Elle est annuelle ou brievement pérenne, mesure de
40 a 60 centimetres et pousse dans les régions humides (Sahu et al., 2011- Wongsawatkul et al.
2011). Ses fleurs et ses feuilles ont un golit piquant ce qui explique pourquoi elles sont utilisées
comme ¢épices dans certains pays comme Madagascar, qui en ont fait une spécialité nationale, le
«romazavay, ou au Japon (Leng et al., 2011). Une fois machée le golt piquant est accompagné de

fourmillements et d'un engourdissement de la muqueuse buccale (Wongsawatkul et al. 2008).

1.2 Utilisations en médecine traditionnelle

Cette plante est utilisée en médecine traditionnelle depuis des siécles comme traitement des
stomatites, infections herpétiques (Prachayasittikul et al. 2013), douleurs dentaires (Ramsewak et al.
1999) en plus d'étre utilisée comme analgésique et anesthésique local. En effet plusieurs études ont
montré son caractére anesthésique, antalgique, sialogogue (Rios, 2012), anti-inflammatoire, anti-
bactérien (Ratnasooriya et al. 2004, Prasad et Seenaya 2000) et antifongique (Sharma et al. 2012).
Cette plante, a la culture facile et au rendement élevé, est également une arme de choix dans la lutte
contre le paludisme en Afrique, le spilanthol ayant montré son efficacité sur la prolifération du
plasmodium falciparum. Voila pourquoi il entre dans la composition du malarial 5 (4), un anti-

paludéen trés utilisé en Afrique du fait de son faible cotit de production.
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Les différentes propriétés rapportées

par plusieurs études ont été regroupées dans le tableau

suivant :
Health care Treatment Plant References
extract
Medical Rheumatism, fever leaves, Bunyapraphatsara and Chokechareunpomn,
Diuretics flowers 1998; Famsworth and Bunyapraphatsara, 1992
Flu, cough, rabies diseases, Yadav and Singh, 2010
Tuberculosis, antimalarials, Haw and Keng, 2003
Antibacterials
Antifungals, skin diseases leaves Tiwari et al., 2011
Immunomodulatory Sahu et al., 2011
Anfiscorbutic Leng et al., 2011; Sahu et al., 2011
Local anesthetics Tiwari et al, 2011
Digestive Leng et al., 2011; Sahu et al., 2011
Obesity control flowers Yuliana et al., 2011
(lipase inhibitor)
Snake bite whole plant Tiwari et al., 2011
Dental Toothache leaves, Haw and Keng, 2003; Tiwari et al., 2011
flower
Toothpaste leaves Savadi et al., 2010
Periodontal disease flower Abascal and Yamell, 2001; Sahu et al., 2011;
heads, roots  Shimada and Gomi, 1995
Recurrent aphthous stomati-  leaves Abascal and Yamell, 2010
tis
Beauty care Fast acting muscle relaxant whole plant Belfer, 2007
cosmetics Anti wrinkle Demarne and Passaro, 2009; Schubnel, 2007

Tableau 1 : Utilisation traditionnelle de Spilanthes acmella

1.3 Botanique

Avant le XVII eéme siecle il n'existait pas de reégle universelle pour nommer et classer les plantes,
les descriptions étaient purement utilitaires (comestible, médicinale, etc), souvent
incompletes et parfois fantaisistes avec peu d'ouvrages. A partir du XVIIéme siécle,
plusieurs scientifiques tentent de mettre en place une classification et une nomenclature

universelle. En 1753, Charles Linné, un botaniste suédois, publie Species Plantarum qui

marque le début de la nomenclature botanique spécifique.

Avant Linné, les plantes étaient nommées par polyndmes, additionnant les différentes

[

caractéristiques de la plante étudiée, ce qui en faisait une addition de noms complexes difficiles

Qo

utiliser et non universels. Linné a introduit la nomenclature binomiale : une plante est nommée
l'aide de 2 noms, le premier pour I'espéce avec premiére lettre en majuscule et le second pour le

genre en minuscules avec parfois une initiale pour terminer (nom du découvreur) et tout en italique :

Bellis perennis L.

Quelle que soit la langue utilisée, le nom des plantes doit étre écrit en nomenclature binomiale.
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Concernant la classification systématique on place 1'organisme étudié dans des taxons (cette science

est appelée taxonomie).

Espéce

Genre
| ' Famille ) ‘
‘ Ordre l

‘ Classe ‘

‘ Embranchement |

T
| Regne ‘

Figure 2 : Groupes de classements des étres vivants

A ces taxons s'additionnent des sous groupes comme les sous-embranchements, sous classes, tribu,
sous tribu, etc.

Ainsi Spilanthes acmella appartient:

— auregne végétal
— al'embranchement des Spermaphytes (plantes a graines)
— au sous-embranchement des Angiospermes (plantes a fleurs)
— a la classe des Dicotylédones (2 cotylédons: feuille primordiale apparaissant a la
germination)
— ala sous-classe des Gamopétales (pétales soudés en un tube)
— al'ordre des Synanthérales (anthere: partie terminale de 1'étamine, organe male de la fleur,
qui produit et renferme le pollen. Ici les anthéres sont soudées autour du style)
— a la famille Asteraceae (plante herbacée avec une multitude de petites fleurs regroupées en
capitules)
— ala tribu des Hélianthées (grands capitules jaunes, comme le tournesol)
— au genre Spilanthes.
Plusieurs auteurs ont décrit cette plante sous différents noms. Ainsi de nombreux synonymes sont
retrouvés dans la littérature (11). Il semblerait que selon les continents ou se rencontre la plante

plusieurs dénominations soient utilisées dont (11, 12) :



— Spilanthes acmella en Asie: Inde, Indonésie.
— Spilanthes uliginosa S.W. en Afrique: Soudan, Cameroun, Mali.

— Spilanthes oleraceae Jacq. en Amérique du Sud (Brésil, Pérou) et en Indonésie.

Les nombreux noms donnés a 1'espéce seraient dus aux nombreuses localisations de l'espece mais
aussi et surtout a quelques variations morphologiques de la plante (différence de taille et de couleur
des organes) (13). Les noms vulgaires de la plante sont: bréde mafane, cresson de para ou encore
jambu (14, 15, 16).

2. Toxicité

Le grec Hippocrate fut le premier a observer que selon la dose et le mode d'administration, une
substance passe du remede au poison : « la dose fait le poison ». Afin d'étre utile en odontologie, le

Spilanthol doit présenter une toxicité faible a des doses efficaces.

2.1 Test de dépistage Hippocratique et toxicité aigué (17)

Dans le but d'étudier les effets d'un extrait éthanolé de Spilanthes acmella sur le comportement
général d'animaux conscient (18), des souris subissent un jetine d'une nuit (12h) avec un libre acces
a l'eau avant une injection intrapéritonéale avec une dose unique de l'extrait éthanolé de Spilanthes
acmella (5, 50, 500 et 5000 mg/kg). Les signes et symptdmes provoqués par I'administration de
l'extrait sont observés sur des animaux ayant la liberté de mouvement a 0, 30, 60, 120, 180, 240 et
300 minutes apres l'injection puis une fois par jour sur 7 jours. Le nombre de survivants est noté a la
fin de l'expérience.

Ainsi l'effet toxicologique est évalué sur la base de la mortalité, exprimée par la dose requise en
mg/kg pour causer la mort de 50% des animaux testés (LD50 : lethal dose 50) d'aprés la méthode de
Litchfield et Wilcoxon (1949).

2.2 Mesure de l'activité locomotrice (17)

Le comportement exploratoire et l'activité locomotrice sont testés en utilisant le test en champ
ouvert (open field test) comme précédemment décrit par Rodrigues et al. (2012). Une solution
saline (10mL/kg) ou avec un extrait éthanolé de Spilanthes acmella (10, 30 et 100 mg/kg) est
injectée au niveau du péritoine des souris et 30 minutes aprés, les animaux sont placés au milieu

d'un espace circulaire (42 cm de diamétre et 24 cm de hauteur).

Figure 3: Open field test circulaire a 19 cases



Ce disque est séparé en 19 zones: au centre, au milieu et en dehors du cercle afin de laisser la liberté
de mouvement a la souris. Le nombre de secteurs explorés avec toutes les pattes est noté pendant 5

minutes.

2.3 Résultats de 1'étude

Concernant la toxicité¢ aigué, l'injection d'une dose unique d'un extrait éthanolé de Spilanthes
acmella a des doses de 5, 50 et 500 mg/kg n'a causé aucun changement visible, pas de signes ou de
symptome de toxicité. De plus, aucune mort n'a été enregistrée pour ces doses jusqu'au 7éme jour
d'observation. Par contre, l'injection unique d'une dose de 5000 mg/kg a causé des troubles
respiratoires et des convulsions, aboutissant a la mort de tous les animaux traités en moins de 3
minutes. La valeur du LD50 calculé est de 889,14 mg/kg avec un intervalle de confiance de 95%.
Selon la classification de Loomis et Hayes, une substance présentant un LD50 compris entre 5 et
15g.kg™" est considérée comme presque non toxique. Le LD50 du spilanthol se situe bien en
dessous, ce qui en fait une substance trés peu toxique. Les organes internes de toutes les souris
traitées n'ont montré aucun signe inhabituel et apparaissent normaux en forme et en
couleur.Concernant 1'étude en champ ouvert, le traitement des animaux avec un extrait éthanolé de
Spilanthes acmella (10, 30 et 100 mg/kg) n'a pas affecté 'activité locomotrice en comparaison avec
le groupe témoin. Spilanthes acmella oleracea est classée comme sir (GRAS # 3783) par la
« Flavor and Extract Manufacturers Association (FEMA) » (19) et « 'autorité de slireté¢ alimentaire

européenne » (EFSA) (20). Elle présente une toxicité faible (31, 35, 36) et une utilisation répandue.

Partie 2 : Effet anesthésique

L'une des premiéres caractéristiques avancée par les consommateurs de Spilanthes acmella est un
engourdissement et un picotement des muqueuses buccales lors de la mastication de cette plante,
cuite ou crue et qui seraient dus a la présence de spilanthol. Ayant une faible toxicité, ce dernier

pourrait €tre intéressant en tant qu'anesthésique local, si ses caractéristiques anesthésiques se

9



confirment.

1 Etude de Pefficacité en tant qu'anesthésique topique d'un extrait de Spilanthes acmella (23)

1.1 Introduction

Prés d'un tiers de la population ressent de 1'anxiété avant une anesthésie locale car ils pensent avoir
mal au moment de l'injection (24-25). En effet ces procédures douloureuses ont significativement
réduit la demande de soins pour certains patients (26-27).

Le colit ¢élevé des topiques synthétiques commerciaux les rendent viables sur de faibles surfaces. De
plus certains rapports mettent en avant le c6té neurotoxique et cardiotoxique induit par la lidocaine
et d'autres anesthésiques locaux (28-29) ce qui justifie le développement de nouveaux substituts.

Le spilanthol, un N alkylamide, est un composant bio actif de Spilanthes acmella, utilisé comme
épice, condiment, dans certains chewing-gums et dentifrices. Quant il est ingéré il provoque des
fourmillements et des engourdissements (30-31).

En considérant le manque de substances adéquates en anesthésie topique de la muqueuse buccale,

l'extrait de Spilanthes acmella semble étre un bon candidat a des tests cliniques.

L’étude présentée s’intéresse au développement et a I’évaluation d'un nouveau film muco-adhésif

contenant un extrait d'dcmella oleracea pour anesthésie topique de la muqueuse buccale.
1.2 Matériels et méthodes

1.2.1. Production d'extrait éthanolé brut de Spilanthes acmella

La plante utilisée dans cette étude est tirée du champ de culture expérimental du centre de recherche
de chimie, de biologie et d'agriculture de l'université de Campinas situé a Paulinia (état de Sao
Paulo, Brésil). La provenance, la qualité et I'identification de la plante est confirmée par Le Dr John
F. Pruski du jardin botanique du Missouri, USA. La plante (sans ses racines) est séchée et broyée.
L'extraction est réalisée dans de 1'éthanol a 95% sous agitation mécanique dans un réservoir en acier
inoxydable pendant 90 minutes. On retire les résidus par filtration et le procédé est renouvelé 2 fois.
Le composé final est de nouveau filtré, homogénéisé et concentré¢ sous vide puis lyophilisé. Ce
lyophilisat est utilisé pour déterminer la masse seche finale par pesée afin de calculer le rendement.
Le rendement du processus est déterminé par le rapport entre la masse de plante utilisée et la masse
finale de lyophilisa obtenu. La concentration de spilanthol dans l'extrait est estimée a 3%. Il est

stocké au réfrigérateur a 8°C avant le traitement au charbon actif.

1.2.2 Traitement de 'extrait au charbon actif

L'extraction est renouvelée afin de confirmer la reproductibilité¢ de la procédure mais sans la phase
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de séchage. Les extraits obtenus sont mélangés et filtrés puis additionnés de 4% de charbon actif. La
mixture obtenue est mélangée et traitée en utilisant du charbon actif particulaire (29). L'extrait est

concentré sous vide, lyophilisé et stocké au réfrigérateur a 8°C avant la prochaine utilisation.

1.2.3 Analyse du spilanthol

L'analyse de l'extrait et des films muco-adhésifs est réalisée par un chromatographe en phase

gazeuse couplé a un spectromeétre de masse.

1.2.4 Préparation des films muco-adhésifs contenant des extraits de Spilanthes Acmella

Oleraceae

Le chitosane ou chitosan est utilis¢é comme agent formant le biofilm du fait de sa biocompatibilité,
de son caractére biodégradable et non toxique. De plus chitosan interagit avec les ions chargés
négativement de la surface épithéliale. Il est produit par désacétylation chimique ou enzymatique de
la chitine, un composant de 1'exosquelette des arthropodes (crustacés) ou de l'endosquelette des
céphalopodes (calmars).
Le chitosan est dilué dans 1% d'acide acétique avec l'aide d'un homogénéisateur mécanique et la
solution est versée dans des moules en polystyrene.
La phase finale de la production de films muco-adhésifs est réalisée par séchage a I'¢tuve a 40°C
pendant 30 heures.
Les extraits éthanolés de Spilanthes Acmella a des concentrations de 10% (avec traitement au
charbon actif ou non) et 20% avec 0,1% de méthylparabéne et 5% de transcutol sont mélangés avec
le gel de chitosan préparé préalablement.
Ce qui nous donne 3 films muco-adhésifs a tester :

— avec 10% d’extrait brut de Spilanthes acmella

— avec 20% d’extrait brut de Spilanthes acmella

— avec 10% d’extrait brut de Spilanthes acmella traité avec 4% de charbon actif

1.2.5 Caractérisation des films muco-adhésifs

La caractérisation physico-chimique des films est réalisée en considérant différents parameétres :
I'uniformité de poids et d'épaisseur, le pH, la concentration en spilanthol et la stabilité du composé.
Les films muco-adhésifs sont coupés, la masse est mesurée a l'aide d'une balance analytique et
I'épaisseur mesurée a I'aide d'un pachymeétre et ce afin de normaliser les résultats.

La stabilité physico-chimique des films est évaluée en emballant les produits dans de l'aluminium
étanche doublé de plastique avec des fermetures hermétiques et stockés a 40+/-1°C pendant 120

jours (pas de controle de I'humidité car le produit est stocké hermétiquement). Les échantillons sont
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analysés a 0 et 120 jours, en considérant leurs aspects, leurs pH et leurs concentrations en
spilanthol. Ce test est réalisé sur 3 échantillons de chaque film.

Le pH est mesuré¢ a 'aide d'un pH-métre a température ambiante.

Le calcul de la concentration en spilanthol des films mucoadhésifs est réalisé par un

chromatographe en phase gazeuse couplé a un spectrometre de masse.

1.2.6 Etude in vitro de la perméabilité de la muqueuse buccale au spilanthol

L'étude de la perméabilité de la muqueuse buccale au spilanthol est réalisée a 1'aide d'une cellule de
diffusion appelée cellule de Franz. Ce test est communément utilisé pour évaluer la perméabilité de
la peau ou d'une muqueuse a différents composés (32). Les tests sont menés sur de la muqueuse

cesophagienne de porc provenant d'un abattoir local.

Compartiment donneur

Membrane (mugueuse cesophagienne de porc)

Sortie permettant les analyses

Compartiment receveur

Figure 4 : Schéma d'une cellule de diffusion de Frantz

Selon la méthode décrite par Diaz de Consuelo en 2005(33), la muqueuse cesophagienne de porc est
considérée comme équivalente a 1'épithélium de la muqueuse buccale car elle a des caractéristiques
histologiques, une perméabilité et une composition épithéliale similaire (33-34). De plus cette
muqueuse présente certains avantages comme une surface disponible plus importante, I'absence de
dommages causés par la mastication et une préparation aisée.

Deux heures apres l'abattage du porc, la muqueuse cesophagienne est séparée délicatement du tissu
sous-jacent a l'aide d'un scalpel. Les muqueuses avec le moindre dommage visuel sont écartées.
L'épithélium est séparé du tissus conjonctif aprés immersion dans de l'eau dé-ionisée a 60°C
pendant 2 minutes et utilis¢ immédiatement. Cette température est incapable d'altérer 1'intégrité et la
perméabilité du tissu (33, 35, 36).

Le film est appliqué sur la muqueuse, elle méme fixée sur une membrane. Le tout est clampé entre

la chambre donneuse et la chambre receveuse de la cellule de diffusion de Franz. La chambre
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réceptrice est remplie d'une solution saline de méthanol afin de maintenir des conditions efficaces.
L'expérience est réalisée a 37°C pendant 5 heures sous agitation magnétique (400 tours/min). Des
échantillons de 0,3mL sont périodiquement prélevés du compartiment récepteur et immeédiatement
remplacés par le méme volume de solution initiale en tenant compte de la dilution. Les échantillons
sont alors transférés dans des ampoules de chromatographie et stockées au réfrigérateur jusqu'a
l'analyse chromatographique en phase gazeuse et spectrométrique de masse afin d'évaluer la
quantit¢ de spilanthol présente dans le compartiment récepteur. Cette expérience est reproduite 6

fois.

1.2.7 Efficacité anesthésique In vivo

L'expérience est réalisée sur des souris males (25 a 40g) maintenue a 25+/-2°C, avec des cycles
jour/nuit de 12 heures et vivant dans des cages pendant 7 jours avec de 1'eau et de la nourriture a
volonté. Les animaux sont divisés en groupes de 5 a 6 et utilisés une seule fois pour I'expérience.

L'étude de l'efficacité anesthésique est menée a l'aide du «Tail Flick test» (test des mouvement de
queue). Ce test est particulicrement adapté a l'étude des propriétés analgésiques de substances
pharmacologiques. Il peut étre utilisé sur les rats et les souris. L'animal est maintenu immobile dans
un cylindre de verre tandis que sa queue est soumise a une source de chaleur provenant d'une lampe
a incandescence (55°C). Lorsque I'animal ressent un inconfort il réagit par un mouvement brusque

de la queue qui arréte automatiquement la stimulation et le chronomeétre mesurant le temps de

latence de la réaction.

Figure 5 : Souris dans I'appareil de Tail Flick test
La valeur de référence est enregistrée pour chaque animal avant le début de l'expérience. Les
animaux réagissant avant 4 secondes seront les seuls a étre utilisés dans l'expérience. L’intervalle
d'exposition a la chaleur est fixé a un maximum de 10 secondes afin d'éviter les dommages
tissulaires. Les 3 films mucoadhésifs préparés selon les méthodes décrites préalablement seront

comparés a I'EMLA (150mg/animal ce qui correspond a 7,5mg d'anesthésique) comme contrdle
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positif et a un contrdle négatif avec un film mucoadhésif de chitosan sans extrait éthanolé de
Spilanthes acmella. L'EMLA (prilocaine et lidocaine) a été choisit pour son efficacité a réduire la
douleur produite par I'injection lors des anesthésies locales (37-38).

Les films mucoadhésifs et 'EMLA sont appliqués a 2cm de la base de la queue jusqu'a son
extrémité a I'aide d'une bande adhésive pendant 2 minutes. Ces substances sont alors enlevées et la
source de chaleur est appliquée sur la méme région. Les mesures sont réalisées immédiatement
apres le nettoyage de la queue puis toutes les 15 minutes jusqu'a ce que la réaction de I'animal
revienne a sa valeur de référence.

Il sera considéré comme une analgésie efficace un temps de réaction supérieur a 50% de la valeur
de référence.

Les données seront exprimées comme un pourcentage de l'effet maximal pouvant étre attendu
(Maximum Possible Effect : MPE = hauteur maximale de la courbe a un instant t (39) en utilisant la

formule suivante :

latence expérimentale-latence de référence

%MPE = X 100

arrét de sécurité- latence de référence

1.3 Résultats

1.3.1 Préparation des extraits

masse de plante utilisée

rendement =

masse du lyophilisat obtenu

Le rendement des extraits bruts de Spilanthes acmella est de 7,7+/-0,08% alors que celui des
extraits de Spilanthes acmella traité¢ avec du charbon actif est de 4,0+/-0,03%. Cette diminution du
rendement pour les extraits traités au charbon actif ne diminue pas la concentration en spilanthol.

En fait elle augmente, les pigments verdatres dépourvu de spilanthol étant enlevés par ce procédé.

1.3.2 Caractérisation des films muco-adhésifs

Le tableau suivant montre les valeurs moyennes d'épaisseur, de poids, de pH et de concentration en

spilanthol obtenues pendant les tests de stabilité.
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Extraits Epaisseur en|Poids en g|PH (n=3) Contenu en spilanthol

mm (n=7) | (n=7) (mg/g)
Jour 0 |Jour Jour 0 Jour 120
120
10% extrait brut 0,45+0,02 |0,13+0,01 (5,3 +54 (17,6 £/16,7+0,21
0,03 0,24 1,41
20% extrait brut 0,53+0,01 |0,14+0,01 |5,1 +5,1 £[359 £/36,2+2,62

0,02 0,05 5,59

10%extrait brut+4% charbon|0,52 + 0,01 0,14+ 0,01 (4,9 +(5,3 229  £(25,0+£0,85
actif 0,02 +0,05 (3,39

Tableau 2 : Caractéristiques (épaisseur, poids. pH et contenu en spilanthol des trois biofilms

Apres 120 jours de stockage a 40°C, 1'étude montre qu'il n'y a pas de dégradation significative du
contenu en spilanthol dans les films muco-adhésifs. Le pH est resté stable avec des changements

non significatifs avec un intervalle de confiance de 95% (p=5%).

1.3.3 Tests de perméabilité in vitro

Le graphe montre les différences de perméabilité de la muqueuse cesophagienne de porc vis a vis

des films muco-adhésifs testés.

Figure 6 : perméabilité de 1a muqueuse cesophagienne de porc pour les 3 films muco-adhésif

testés
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La régression linéaire (p<0,0001) montre une perméabilité supérieure pour l'extrait éthanolé a 10%
d'extrait brut additionné de 4% de charbon actif (JBC) comparativement aux extraits éthanolés bruts
a 10% et 20% (10%JB et 20%JB). Ces derniers ne différent pas I'un de l'autre avec p=0,474 malgré
la différence de concentration de spilanthol variant du simple au double.
Le film muco-adhésif 10%JBC présente un flux au travers de la muqueuse cesophagienne de porc
supérieure en comparaison des films 10%JB et 20%JB qui ne différe pas entre eux :
~ 10%JB et 20%JB => = 9,35 pg.cm?h’
- 10%JBC ==> = 17,70 pg.cm>h’
Le film muco-adhésif 10%JBC présente le coefficient de perméabilité le plus élevé au travers de la
muqueuse en comparaison des films 10%JB et 20%JB:
~ 10%JB==> = 3,86x10”cm.h’
~ 20%JB==> = 1,84x10°cm.h’
~ 10%JBC==> = 5,17x10”%cm.h’

1.3.4 Tail-flick test

Le graphe suivant montre les résultats obtenus par le 7ail-Flick test. Ces derniers sont exprimés en

pourcentage de l'effet maximal escompté selon la formule présenté au paragraphe «matériels et
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méthodes».
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Figure 7 : effet maximum attendu («Maximum Possible Effect MPE») des films mucoadhésifs

10%JB. 20%JB, 10% JBC et EMLA en fonction du temps.

Le film muco-adhésif 10%JBC possede une aire sous courbe significativement plus importante que
les autres formulations, y compris celle de 'EMLA, le topique anesthésique de premier choix en
odontologie actuelle.

Comme prévu, le film muco-adhésif contenant du chitosan sans extrait de Spilanthes acmella, pris

comme test négatif, ne révele pas d'activité anti-nociceptive.

1.3.5 Lien entre tests in vitro et tests in vivo

Afin d'analyser la corrélation entre les résultats des tests in vitro et in vivo, le calcul du coefficient
de Pearson «r» est utilisé. Ce coefficient permet de détecter la présence ou l'absence d'une relation
linéaire entre deux caractéres quantitatifs continus. Une relation linéaire s'observe lorsque que I'on
peut exprimer la corrélation entre deux parameétres a 1'aide de la formule Y = aX +b. Pour calculer le
coefficient de Pearson « r » il faut tout d'abord calculer la covariance. La covariance est la moyenne

du produit des écarts a la moyenne.

17



Le coefficient de corrélation linéaire de deux caractéres X et Y est égal a la covariance de X et Y

divisée par le produit des écarts-types de X et Y

— Sirestproche de 0, il n'y a pas de relation linéaire entre les 2 parameétres
— sirestproche de -1, il existe une forte relation linéaire négative entre les 2 parameétres.

— Sirestproche de 1, il existe une forte relation linéaire positive entre les 2 parameétres.

Une corrélation forte est retrouvée entre la durée d'analgésie et le flux au travers de la muqueuse
cesophagienne de pore (r = 0,89). La corrélation est un peu plus faible entre la durée d'analgésie et

le coefficient de perméabilité (r = 0,7).

1.4 Discussion

Le spilanthol présente une bonne stabilit¢ dans les extraits éthanolés (40). De plus 1'éthanol est
relativement inoffensif et présente une faible toxicité et un colt dérisoire. Il est largement utilisé
dans le monde afin d'obtenir des extraits végétaux(41-42). Voila pourquoi 1'éthanol a été choisit
pour cette étude. Le rendement de 1'extrait brut de Spilanthes acmella obtenu dans cette étude est
comparable a d'autres études(43-44).

Le charbon actif a ét¢ utilisé afin de séparer l'extrait de sa chlorophylle et d'autres composants qui
auraient pu interférer dans les mesures de colorimétrie et qui auraient pu géner l'isolation des
composants bioactifs. De plus ce dernier est extrémement absorbant , biocompatible et ne présente
pas de toxicité. Son utilisation a légérement augmenté la concentration en spilanthol des extraits (en
retirant les pigments comme la chlorophylle).

Les films muco-adhésif formulés avec du chitosan ont montré une bonne stabilité pendant 120 jours
a 40°C (intégrité du biofilm, pH, concentration en spilanthol).

La corrélation entre le coefficient de perméabilité et la durée de 'analgésie observée dans cette
¢tude est en accord avec d'autres études qui ont montré que la durée d'analgésie in vivo augmentait
avec la quantité de benzocaine ayant pénétré le tissus des oreilles de porcs in vitro (45).

La forte corrélation entre le flux et la durée d'analgésie peu s'expliquer par des taux plus élevés de

spilanthol atteignant les récepteurs anti-nociceptifs.

1.5 Conclusion

Un film muco-adhésif basé sur du chitosan semble prometteur pour recevoir un extrait de

Spilanthes acmella afin de formuler un nouveau topique anesthésique.
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Une formulation a base de 10% d'extrait éthanolé brut de Spilanthes acmella additionné de 4% de
charbon actif a montré une un haut degré de perméabilité in vitro et un effet anesthésique similaire a
I'EMLA, utilis¢é comme anesthésique de choix. Cette formulation présenterait donc une alternative
aux anesthésiques topique couramment trouvé sur le marché.

2 Effets anti-nociceptifs d'un extrait éthanolé de fleurs de Spilanthes acmella oleraceae sur des

souris (17)

2.1 Introduction
Le but de cette étude est de réaliser une caractérisation chimique et d'étudier les propriétés anti-

nociceptives d'une administration systémique d'extraits éthanolés de fleurs de Spilanthes acmella

sur des modeles expérimentaux de nociception sur des souris.

2.2 Matériels et méthodes

Plante et extraction

La plante, Spilanthes acmella a été prélevé dans 1'état d'Acre dans le nord du Brésil. L'extraction
des fleurs fraiches (60g) a été réalisée dans de 1'éthanol sous reflux pendant 3H (Dias et al. 2012).
L'extrait éthanolé est séché sous pression réduite, remis en suspension dans l'eau puis lyophilisé

avec un rendement de 2,7g pour 60g de fleurs ce qui donne un rendement de 4,5%.

Le spilanthol sera caractérisé par chromatographie en phase liquide et spectrométre de masse.

Animaux

Les expériences sont réalisées avec des souris males (25-35g), dont I'habitat est maintenu a 22+2°C
avec des cycles jour/nuit de 12 heures avec acces libre a I'eau et a la nourriture. Les procédures
expérimentales ont été approuvées par le comité d'éthique local (CEUA/BIO-UFPR; autorisation

n°544). Les animaux sont divisés en groupes de 5 a 8 individus.

2.2.1 Tests orofaciaux de la nociception des rats

2.2.1.1 Nociception induite par une injection orofaciale de formaline

La mesure de la nociception induite par la formaline a été réalisée comme décrite par Luccarini et

al. (2006) avec quelques modifications. Apres la phase d'accoutumance a l'environnement, les souris
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sont divisées en 2 groupes. Le premier est pré-traité par une injection intrapéritonéale d'une solution
saline additionnée de «tween 80» ou polysorbate 80 a hauteur de 10mL/kg (un excipient utilis¢ afin
de stabiliser les formulations aqueuses avant injection, utilis€ comme témoin dans cette ¢tude). Le
second groupe recoit une injection d'un extrait éthanolé de Spilanthes acmella (10, 30 et 100
mg/kg).

30 minutes aprés ces injections, chaque groupe recoit une injection de 20 pL d'une solution de
formaline a 2,5% dans la levre supérieure droite, en regard de 1'aile du museau.

Juste apres l'injection de formaline les souris sont replacées dans un cylindre de verre de 20 cm de
diametre. Le temps que met chaque animal a se gratter la zone d'injection avec les pattes avant est
enregistré avec un chronométre pour la phase neurogeéne (0 a 5 minutes) et la phase inflammatoire

(15 a 40 minutes), ce qui sera considéré comme un index nociceptif.

2.2.1.2 Nociception induite par une injection orofaciale de capsaicine ou

cinnamaldéhyde

La procédure utilisée est similaire a la précédente. Les souris sont soit pré-traitées
intrapéritonnéalement par une injection saline (10mL/kg), soit par une injection d'un extrait
¢thanolé de Spilanthes acmella (10, 30 et 100 mg/kg) 30 minutes avant une injection unique de 20
puL de capsaicine (1,6 pg/levre) ou de cinnamaldéhyde (13,2 pg/lévre). Les souris sont ensuite
replacées immédiatement dans le cylindre de verre et le temps que chaque animal passe a se gratter
la zone d'injection avec les pattes avant est enregistré pendant 5 minutes et est considéré comme un

index de nociception.

2.2.2 Hyperalgésie thermique induite par la capsaicine

L'hyperalgésie thermique induite par la capsaicine est mesurée en utilisant un appareil constitué
d'une plaque chauffante selon la méthode décrite par Garcia Martinez et al. (2002). Tout d'abord les
animaux non traités sont placés sur une plaque chaude maintenue a une température de 55+1°C et le
temps entre la mise en place et le tremblement, le léchage des pattes ou la fuite du plateau est

enregistré comme la latence de retrait des pattes (en secondes).

Figure 8 : Appareil permettant le test de la plaque chauffante
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Les animaux restant sur la plaque environ 10 secondes furent précédemment sélectionnés sur la

base de leur réactivité au test.

Ensuite les souris sont traitées comme précédemment : certaines regoivent une injection
intrapéritonnéale d'une solution saline (10mL/kg), d'autres regoivent des injections d'extrait
¢éthanolé de Spilanthes acmella (10, 30 et 100 mg/kg). Chaque groupe regoit une injection de 20uL

de capsaicine (1,6ug/patte) dans la patte arriére droite.

Le temps de retrait de la patte est enregistré pour chaque animal a 0, 5, 15, 30, 60 et 120 minutes
apres l'injection de capsaicine et on impose une limite de 30 secondes sur le plateau afin de prévenir

les dommages tissulaires.
2.3 Résultats

2.3.1 Nociception induite par une injection orofaciale de formaline

Une injection intrapéritonéale d'un extrait éthanolé de Spilanthes acmella (10, 30 et 100 mg/kg),
administrée 30 minutes avant l'injection de formaline a 2,5% dans la lévre supérieure droite a
significativement inhibé la phase neurogénique, respectivement de 34+6%, 35+3% et 41+8%. De
plus toutes les doses testées d'extrait de Spilanthes acmella ont significativement réduit la
nociception en phase inflammatoire avec une valeur de ID50 (avec un intervalle de confiance de
95%) de 28,6 mg/kg (20,6-39,7 mg/kg) et des inhibitions de 19+9%, 47+7% et 92+4%

respectivement.
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2.3.2 Nociception induite par une injection orofaciale de capsaicine ou cinnamaldéhyde

Les animaux ayant recu une injection orofaciale d'une solution saline comme témoin (10mL/kg)
ont été observé pendant 5 minutes et ont gratté la zone d'injection avec les pattes avant pendant
9,4+1,7s.

Les animaux ayant regu une injection orofaciale de capsaicine ont montré des signes
comportementaux de nociception pendant 42,3+3,3s tandis que ceux ayant regu une injection de
cinnamaldéhyde ont réagit pendant 62,7+7,2s.

Le traitement intrapéritonéal avec l'extrait de Spilanthes acmella (30 et 100mg/kg) a réduit le temps
de nociception induit par la capsaicine de 65+9% et de 69+6% respectivement.

Le traitement intrapéritonéal avec l'extrait de Spilanthes acmella (30 et 100mg/kg) a réduit le temps
de nociception induit par le cinnamaldéhyde de 50+6% et de 70+9% respectivement avec une

valeur de ID50 de 39,7 mg/kg (25,5-62,0mg/kg).

2.3.3 Réduction par le spilanthol de I'hyperalgésie thermique induite par la capsaicine

L'hyperalgésie est caractérisée par un abaissement du seuil de déclenchement de la douleur. Au bloc
opératoire, les anesthésistes sont confrontés a ce phénomene lors de l'utilisation de dérivés
morphiniques. En effet certains patients voient leur seuil de déclenchement de douleur diminuer lors
de l'injection prolongée de sufentanil. Cet effet est inhibé par l'injection préventive de kétamine: on
parle d'antihyperanalgésie.

En physiologie expérimentale, les animaux ayant re¢u une injection intraplantaire de capsaicine ont
développé une hyperalgésie thermique caractérisée par une diminution significative du temps de
réaction a la chaleur a 15 et 30 minutes (11,1£2,4s au temps de référence contre 4,8+0,7s a 15
minutes) : la douleur est ressentie plus rapidement.

Le traitement des souris avec un extrait de Spilanthes acmella est capable d'augmenter le temps de
latence avant retrait des pattes de 140%, 221% et 257% a 5, 15 et 30 minutes: le spilanthol a
augmenté le seuil a partir duquel une stimulation est ressentie comme douloureuse. On peut donc ici

parler de I'effet antihyperalgésiant du spilanthol.

2.4 Discussion

Cette étude semble confirmer les propriétés analgésiques de la plante des «maux de denty, ainsi que
de l'extrait éthanolé de fleurs qui contiennent du spilanthol, un composant relativement abondant
parmi les autres N-alkylamides, qui induit des paresthésies et un engourdissement chez les humains.
Les effets analgésiques sur la nociception orofaciale semblent étre dus a la modulation ou le
blocage des récepteurs TRPV1 et la sous famille des TRPA1(17). De plus les effets anti nociceptifs

du genre Spilanthes ont été expliqués par différents processus, incluant l'inhibition de la synthese
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des prostaglandines (Ratnasooriya et al. 2004), 'activation d'opioidergiques (Ong et al. 2009), de
sérotoninergiques et du systtme GABAergique (Acosta et al., 2009). L'activité anesthésique a été
expliquée par le blocage des canaux Na" (Chakraborty et al. 2010).

L'é¢tude augmente et confirme d'anciens articles avancant que Spilanthes acmella possede des
propriétés antinociceptives contre la douleur induite par la formaline et les canaux agonistes TRPS
dans la région orofaciale des souris, renfor¢ant la crédibilité de son utilisation traditionnelle afin de
combattre les douleurs dentaires.

L'autre information importante que cette é¢tude avance est que de fortes doses d'extrait éthanolé de

Spilanthes acmella provoquent un effet anti-hyperalgésique.

2.5 Conclusion

Des études cliniques seraient intéressantes afin de confirmer ces propriétés sur I'homme et sur
différentes douleurs comme les douleurs parodontales, post-chirurgicales ou des douleurs

infectieuses (candidose).
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Partie 3 : effet anti-inflammatoire

1. Introduction

Une réaction inflammatoire est caractérisée par 4 points : érythéme, chaleur, gonflement et douleur.

A

Figure 9 : abcés dentaire

Les réponses inflammatoires sont initiées par une invasion de pathogenes ou une lésion tissulaire.
Des processus spécifiques agissent en concomitance avec des réponses cellulaires non spécifiques et
générent des signaux chimiques sous la forme de médiateurs dérivés du plasma et des cellules.

La plupart des médiateurs cellulaires comme les dérivés d'acide arachidonique (prostaglandines et
leucotrienes), les cytokines, lymphokines, monokines, facteur d'activation plaquettaire, histamine et
kinines sont produits par les cellules de la lignée blanche.

Les médiateurs dérivés du plasma comprennent le systéme du complément et les interférons.

Parmi les réponses cellulaires, l'activation des macrophages est essentielle a l'initiation et a la
continuit¢ des réactions immunitaires. Une fois stimulés par les pathogenes, les macrophages
libeérent de 1'oxyde nitrique (NO), des prostaglandines E, (PGE,), TNF-q, interleukines IL1, 6 et 12
et d'autres cytokines pro-inflammatoires afin d'améliorer les capacités défensives(48-49).

Une exposition chronique a de fortes doses d'acide nitrique (NO) conduit a des maladies
inflammatoires comme I'athérosclérose, certaines pathologies intestinales, arthrose rhumatoide, la
glomérulonéphrite et des chocs septiques(50-51).

Au niveau des cellules des mammiferes, 1'oxyde nitrique est produit par 3 oxyde nitrique synthases
(NOS).

Une minorité de la syntheése du NO est catalysée par les NOS endothéliales et neuronales tandis que
la majorité de la synthese est catalysée par iNOS, une forme induite présente dans les neutrophiles,
les macrophages, les cellules des muscles lisses et les cellules endothéliales. Comme iNOS, la
cyclooxygénase 2 (COX-2, ou prostaglandine endopéroxyde synthase 2) peut étre induite pendant
l'inflammation afin de catalyser la formation de prostaglandines.
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Des études antérieures montrent que les facteurs de transcription de la famille du facteur nucléaire
KB (NF-KB) déclenche la transcription de iNOS et COX-2 et d'autres médiateurs pro-
inflammatoires comme IL1, 6 et TNF- a (52-53). Cette famille joue un réle important dans la
signalisation cellulaire comme 1'expression de génes codant pour les chimiokines (e-g, IL8, MIP 1
a, MCP1, RANTES et eotaxine), pour les molécules d'adhésion (comme ICAM,VCAM et sélectine
E), pour le facteur de croissance, les protéines de phase aigué et les récepteurs immunitaires.

Cette famille (NF-KB) est également un point critique de convergence de nombreux signaux de
transduction incluant les réponses immunitaires innées et acquises, le développement cellulaire, la
migration cellulaire et l'apoptose(54-55). NF-KB est retenue dans le cytoplasme par la protéine
inhibitrice IkB-a. La dégradation de IkB-o par phosphorylation et ubiquitination permet la
translocation de NF-kB jusqu'au noyau et 'activation de la transcription des genes cibles. IkB-a
phosphorylée = p- IkB-a.

La libération de médiateurs inflammatoires contre les pathogénes envahisseurs est essentiel pour
I'immunité innée et favorise l'activité du systéme immun spécifique. Ces médiateurs sont
nécessaires a la réparation tissulaire(56) et sont indispensables a la survie de 1'héte. Cependant, une
production excessive de médiateurs provenant des macrophages peut aboutir a la 1ésion des cellules
normales(57), ce qui peut étre mortel en cas de réaction systémique(58). Le contrdle de la quantité
de médiateurs libérés est important dans le développement de médicaments anti-inflammatoires.
Des agents anti-inflammatoires issus de plantes ont été découverts et nombre d'entre eux sont
considérés comme agissant au niveau de (NF-KB) (59).

Cette étude isole le spilanthol, un composant actif anti-inflammatoire de Spilanthes acmella. Une
lignée cellulaire de macrophages murins RAW 264,7 est utilisée afin d’étudier la caractére bioactif
du spilanthol.

2 Matériels et méthodes

2.1 Extraction et isolation

Des fleurs séches de Spilanthes acmella sont achetées dans un marché local de Taiwan. Des
échantillons sont déposés a 1'université de Chi Nan. Les fleurs lyophilisées sont moulues et plongée
dans de 1'éthanol a 85% pendant une nuit, a température ambiante, afin d'obtenir I'extrait éthanolé.

Les résidus sont retirés de I'extrait par traitement a I'hexane. Ensuite 4 composés sont synthétisés :

un uniquement apres traitement a I'hexane

un avec traitement a I'hexane puis au chloroforme

un avec traitement a 1'hexane puis a 1'éthyl acétate

un avec traitement a 'hexane puis au butanol

Chacun de ces extraits est étudi¢ afin de mesurer leur effet inhibiteur sur la production d'oxyde
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nitrique (NO) par les macrophages LPS activés, les cellules RAW 264.7.

L'extrait chloroformé a montré la plus grande activité parmi tous les extraits et est donc utilisé pour
poursuivre 'é¢tude. Le fractionnement de I'extrait chloroformé a été réalisée par chromatographie sur
gel de silice en utilisant de 'hexane avec de niveaux augmentés d'éthyl acétate et finalement avec de
I'éthylacétate et méthanol comme solvants d'élution. 9 fractions (de A a I) ont été recueillies et
soumises aux essais. La fraction C a été sélectionnée du fait de son fort potentiel d'inhibition sur la
production de NO. Le spilanthol a été purifié¢ par chromatographie de la fraction C et identifié¢ en

comparant ses données spectrales.

2.2 Culture cellulaire

Une lignée cellulaire de macrophages de souris RAW 264.7 a été obtenue du «Culture Collection
and Research Center (CCRC)» de Taiwan et cultivée avec 10% de sérum feetal bovin, 2mM de
glutamine, 1% d'acides aminés non essentiels, ImM de pyruvate, 100 unités/mL de pénicilline et
100png/mL de streptomycine. Les cellules sont maintenues dans un incubateur humide avec 5% de

CO,a37°C.

2.3 DPPH Neutralisation des radicaux libres=Test de réduction du radical stable

DPPH : 1-diphényl-2- picrylhydrazyle

Le DPPH est un radical stable et coloré, qui est centré sur I’azote. Cette méthode relie la quantité

de radicaux piégés avec celle de l'antioxydant utilisé. La réduction du radical par un donneur

d’atome H (AH) conduit a la 2,2-diphényl-1-picrylhydrazine incolore (DPPH-H) et au radical (A°).

DPPH*+ AH ——» DPPH-H+A®°

Figure 10 : formule du test de réduction du radical stable

Le DPPH possede une absorbance maximale entre 515 et 517nm et constitue une référence :

A(DPPH)s17n=1,159
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Le DPPH-H étant incolore il possede une absorbance nulle. L'absorbance résultante est donc due au

DPPH restant.

Le pourcentage de réduction de DPPH [Pr(DPPH)] par le composé a tester est donné par la

formule :

Absorbance(antioxydant)
Pr(DPPH) = X100
Absorbance(DPPH)

Le composé a tester est ajouté a une solution de DPPH. Aprés 10 a 30 minutes dans 1’obscurité,

I’absorbance du DPPH a 517 nm est mesurée par spectroscopie UV-visible.

Dans cette ¢tude 0,5mL de la solution d'extrait dissout dans 80% d'éthanol est mélangé avec
0,25mL de DPPH a 0,5mM ¢éthanolé et 0,5mL de solution tampon d'acétate a 100mM (pH=5,5). La
diminution d'absorbance des radicaux stable DPPH a 517nm par spectrophotométre. La capacité a

piéger les radicaux de DPPH est calculée par la formule :

(Acontrole-Atest)
X 100

A test

Acontrole= absorbance du DPPH

A test= absorbance de la solution décrite ci dessus.
La capacité¢ de piégeage des radicaux est exprimée comme valeur médiane de concentration

efficace (EC50) afin de diminuer de 50% I'absorbance des radicaux DPPH. Ces données seront

alors comparées a la vitamine C.
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2.4 Mesure de la capacité inhibitrice d'extraits de Spilanthes acmella sur la production

d'oxyde nitrique

La capacité inhibitrice des extraits de spilanthol sur la production d'acide nitrique (NO) est
déterminée en utilisant la réaction de Griess. Cette méthode permet de mesurer la quantité de nitrite,
un indicateur de la synthése de NO. Le surnageant des cultures de cellule LPS induite RAW 264.7
est mélangé avec un volume équivalent de réactif de Griess (1% de sulfamide et 0,1% de
naphtylenediamine dans 5% d'acide phosphorique). L'absorbance a 550nm est mesurée les

concentrations sont calculées en comparaison avec la courbe de référence du sodium nitrite.

2.5 Viabilité des cellules

Une inhibition de la synthése de NO par inhibition de la croissance des macrophages ou leur mort
ne serait pas une caractéristique en faveur du spilanthol dans la régulation des processus
inflammatoires. Il convient donc d'évaluer la réaction de ce type de cellules en contact avec le

spilanthol.

L'inhibition de la croissance des cellules RAW 264.7 par les extraits de spilanthol est évaluée par le
test MTT. Ce test est une méthode rapide de numération des cellules vivantes. Ce test d’évaluation
de la prolifération cellulaire est basé sur la capacité¢ des cellules vivantes a réduire le MTT, de

couleur jaune, en son métabolite le bleu de formazan (de couleur violette) (60).

A la fin de la période de culture des cellules, du sel de tétrazolium MTT (bromure de 3-(4,5-

diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium) a 0,5% est ajouté. La solution obtenue est incubée a
37°C pendant 4 heures. Au terme de ce traitement, les cellules vivantes produisent, a partir du MTT
mis en leur présence, des cristaux de formazan. Ces cristaux dissous dans du DMSO produisent une
solution violette qui est mesurée par spectrophotométrie a 550 nm. Son intensité est directement

proportionnelle au nombre de cellules vivantes (60).

2.6 Western blot

Les cellules RAW 264.7 sont cultivées jusqu’a confluence sur une boite de Pétri de 10cm de

diametre puis traitées avec du LPS (1pg/mL) seul ou du LPS additionné de spilanthol. Apres
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incubation les cellules sont lavées et récupérées dans du PBS froid et lysées dans le tampon RIPA.

Pour l'analyse de IxBa phosphorylée (p- IxBa), les extraits cellulaires lysés sont fractionnés a
I’aide d’un kit de fractionnement subcellulaire (NE-PER™ « Nuclear and Cytoplasmic Extraction
Reagents » ).
Les fractions obtenues sont séparées sur un gel polyacrylamide 10% SDS-PAGE :
cette méthode permet de sé€parer les protéines grace a un champ électrique en fonction de leur poids
moléculaire.
Aprées la migration, les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose puis bloqué
dans une solution de TBS-Tween 0,5% lait 5% et incubées pendant une nuit a 4°C avec les
anticorps primaires.
Anticorps utilisés :

— anticorps monoclonal anti-iNOS de souris

— anticorps monoclonal anti-COX-2 de souris

— anticorps monoclonal anti p-IxBa de souris

Les échantillons sont nettoyés avec du TBST a 0,5% et incubés pendant une heure a 4°C avec des
anticorps secondaires de lapin anti IgG de souris conjugués a la péroxydase de raifort. Les bandes
immuno-réactives sont visualisées a l'aide du systtme de détection ECL (Enhanced

ChemiLuminescence).

2.7 Mesures concernant les cytokines

Afin d'étudier l'effet anti-inflammatoire du spilanthol, la quantité de cytokines pro-inflammatoire

TNF-a, IL-1 et IL-6 est mesurée grace au test ELISA.

2.8 Dosage immuno-enzymatique de NF-kB p65 activé.

Les cultures sont traitées au spilanthol pendant 10 heures avant 1'ajout de 1ug/mL de LPS pendant
30 minutes. Les protéines nucléaires sont préparées avec du réactif NE-PER et congelés a -70°C
jusqu'a leur utilisation(61). La capacité de fixation est mesurée par le test de colorimétrie du facteur

de transcription NF-kB p65.

29



2.9 Analyse statistique

Les analyses statistiques sont menées a 1'aide du test de student t. Les résultats avec p<0,05 seront

considérés comme significatifs.

3. Résultats

3.1 Cytotoxicité des extraits

Les effets cytotoxiques des extraits de Spilanthes acmella sur les macrophages ont ét¢ déterminés
par le test MTT a différentes concentrations. Aprés 24 heures d'incubation, les extraits hexanés et
chloroformés (80pug/mL) ont réduit le nombre de cellules vivantes a 75 et 81% (p<0,05) de la
quantité initiale, respectivement tandis que les extraits a 1'éthyl acétate et au butanol n'ont pas
significativement altéré la viabilité cellulaire (91% et 93% de cellules vivantes respectivement). Ces

résultats montrent un effet cytotoxique a des concentrations €levées.

3.2 Capacité inhibitrice d'extraits de Spilanthes acmella sur la production d'oxyde nitriqgue (NO)

Les macrophages murins comme la lignée cellulaire RAW 264.7 sont trés souvent utilisés afin
d'explorer les réponses inflammatoires(76). Les macrophages produisent du NO comme médiateur
quant ils sont activés par les LPS. Les cellules RAW 264.7 activées par les LPS (1ug/mL) avec ou
sans traitement avec les extraits sont incubés pendant 24 heures afin d'étudier comment les extraits
de Spilanthes acmella inhibent la production de NO. Les résultats indiquent que, a 80pg/mL, les
extraits avec hexane et chloroforme diminuent fortement la production de NO a 28 et 15%
respectivement. De l'autre coté, les extraits a 1'éthyl acétate et au butanol réduisent moins la
production de NO, 64% et 77% de la production initiale respectivement. Le déclin de la production
de NO est peut étre du a la diminution de iNOS au niveau des ARNm ou des protéines.

Des investigations transcriptionnelles et translationnelles sur iNOS sont alors mises en place. Les
extraits chloroformés sont sélectionnés car ils ont montré un fort pouvoir inhibiteur de la synthese

de NO.

3.3 Effet inhibiteur du spilanthol sur la production de NO induite par les LPS
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Afin d'obtenir des composants bioactifs, I'extrait chloroformé est fractionné par fractionnement par
bioactivité guidée. Comme mentionné au paragraphe Matériel et méthodes S. acmella est tout
d'abord extrait avec de 1'éthanol a 85%, suivit d'une partition séquentielle liquide avec de 1'hexane,
du chloroforme, de I'éthyl acétate et du butanol. L'extrait ayant montré le plus fort potentiel

d'inhibition de la production de NO, I'extrait chloroformé a ét¢ utilisé pour obtenir du spilanthol.
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Figure 11: viabilité des cellules (en %) et production d'acide nitrique (% du contrdle) en fonction de

la concentration de la concentration en spilanthol

Comme l'on peut lire sur le graphique ci-dessus tiré de 1'étude, le spilanthol inhibe, a dose
dépendante, la production de NO sans toxicité significative (plus de 90% des cellules sont vivantes

a une concentration de 180uM).

A l'analyse microscopique on constate que les macrophage sont ronds sans stimulation par LPS et
ont des formes irréguliéres avec formation de pseudopodes apres activation par les LPS. L'ajout de
spilanthol réduit 1'irrégularité de forme et la formation des pseudopodes, ce qui montre un retour au

repos des cellules.

3.4 Effet inhibiteur du spilanthol sur la production de iNOS et COX-2

L'analyse par Western blot a été réalisée sur la totalité des lysats cellulaires. Ce test a montré que la

production de la protéine iNOS a été considérablement réduite pour des concentrations en spilanthol
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supérieure a 180uM. Cette donnée indique que l'expression de la protéine iNOS diminue avec
I'augmentation de la concentration en spilanthol. En plus de iNOS, la protéine induite COX-2 est
fortement exprimée pendant une réaction inflammatoire, catalysant la synthese d'acide
arachidonique afin de synthétiser de la prostaglandine E, (PGE,) un médiateur crucial de la
sensibilisation a la douleur inflammatoire(63). L'étude montre également que l'expression de la
protéine COX-2 est également fortement inhibée par 180uM de spilanthol. Cette inhibition est due

a une diminution de la production de iNOS et COX-2 au niveau transcriptionnel et translationnel.

3.5 Effet inhibiteur du spilanthol sur la production de cytokines pro-inflammatoires

Les cytokines pro-inflammatoires sont principalement produites par les macrophages activés et sont
impliquées dans les réactions inflammatoires. La concentration de IL-1f, IL-6 et TNF- a dans le
surnageant de la culture est déterminée afin d'étudier si le spilanthol peut réduire la production de
ces cytokines pro-inflammatoires. Apres induction avec Ipg/mL de LPS, les macrophages
produisent des quantités importantes de ces cytokines. Ces quantités augmentent avec le temps
d'induction.

L'ajout de spilanthol diminue significativement la production de ces cytokines, de fagon dose-
dépendante.

Figure 12 : Effets du spilanthol sur la production de cytokines pro-inflammatoires au niveau

des cellules RAW 264-7 stimulées par les LPS
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Figure 8. Effects of spilanthol on the production of proinflammatory
cytokines of LPS-stimulated RAW 264.7 cells. Cultures were treated with
(black bars) or without (whita bars) LPS (1 wg/ml). For the groups treated
with LPS, spilanthol concantrations of 90 (dark gray bars) or 180 {light
gray bars) uM were used. Data are mean + 3D of triplicates. The asterisk
(#) indicates a significant difference from the LPS only group (=, p <
008 2% p<0.01).

Inhibition due au spilanthol (180uM) apres 24 heures :
— concentration d'IL-1p diminuée de 34%

— concentration d'IL-6 diminuée de 87%

La concentration en TNF-a est également diminuée :
— elle est passée de 16,19ng/mL a 7,13ng/mL pour une incubation de 2 heures

— elle est passée de 22,12ng/mL a 17,96ng/mL pour une incubation de 6 heures

Ces résultats montrent que l'addition de spilanthol a significativement diminué la production des

cytokines pro-inflammatoires, IL-1p, IL-6 et TNF-a.
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3.6 Effet du spilanthol sur l'activation de NF-kB

L'expression de la plupart des cytokines, des médiateurs inflammatoires, des protéines de réponse
en phase aigué et des molécules d'adhésion est sous le controle du facteur de transcription NF-kB.
Dans cette étude, 'administration de spilanthol a significativement réduit la production de cytokines

pro-inflammatoires ( IL-18, IL-6 et TNF-a)et de la protéine iNOS.

Cependant le niveau d'activation de NF-kB doit étre étudié. NF-«B est inactif tant qu'il est li¢ a
son inhibiteur IkBa. La phosphorylation de cet inhibiteur entraine la rupture du complexe NF-xB/
IkBa et permet la translocation de NF-«xB jusqu'au noyau et l'activation de la transcription des genes

cibles.

Cette étude montre que la quantité de IkBa phosphorylée (p IkBa) diminue avec 1'augmentation de
la teneur en spilanthol, ce qui augmente le nombre de complexes NF-kB/ IkBa dans le cytoplasme

et limite donc la transcription des médiateurs de l'inflammation par NF-«xB.

3.7 Activité de piégeage des radicaux par les extraits

L'attaque de radicaux libres sur les cellules peut mener a des dommages cellulaires, voir la mort
cellulaire. L'activité antiradicalaire des différents extraits a été étudiée. L'extrait éthyl acétate a
montré 'activité antiradicalaire la plus élevée avec des valeurs de ECsy de 1,38umol d'équivalent par
milligramme de Vitamine C 3,32umol d'équivalent par milligramme de Trolox. Les extraits
chloroformés et butanolés ont montré une activité antiradicalaire similaire. Ces résultats suggerent
que ces extraits, et particulierement la fraction éthyl acétate sont des bloqueurs de radicaux libres et

peuvent modérer les réponses inflammatoires causées par ces derniers.

4. Discussion

Le spilanthol inhibe dose/dépendamment la production de NO par inhibition de I'expression de la
protéine iNOS ainsi que la transcription du géne iNOS. La surexpression de iNOS est généralement
accompagnée de pathologies inflammatoires dans lesquelles les cytokines inflammatoires comme
IL-1 et TNF-a sont responsables de beaucoup de réponses inflammatoires aigué et chronique
pathologiques. Les cytokines pro-inflammatoires sont des médiateurs important des réponses
inflammatoires. IL-1B, IL-6 et TNF-a servent d'agents pyrogénes endogeénes qui causent la fievre

par l'initiation de changements métaboliques au niveau du thermostat hypothalamique. Ces
34



cytokines ont une régulation positive des réponses inflammatoires et stimulent la production des
réactifs de la phase aigu€. Cette étude montre que le spilanthol réduit significativement la
production des cytokines inflammatoires ( IL-1p, IL-6 et TNF-a)) au niveau des macrophages activé
par les LPS ce qui peut possiblement améliorer l'inflammation. De plus le spilanthol inhibe
l'expression de COX-2, réduisant la progression des réponses inflammatoires. Ces inhibitions sont
en partie dues a l'inactivation de NF-kB. Les résultats montrent que le spilanthol inhibe, a dose
dépendante, la phosphorylation de IxB dans le cytoplasme résultant en le maintient des complexes
NF-kB/ IkB. La production de cytokines pro-inflammatoires et I'expression des autres médiateurs

inflammatoires comme NO, iNOS et COX-2 est ainsi réduite.

5. Conclusion

Cette étude a montré que le spilanthol exerce une activité inhibitrice sur l'activation de NF-«xB en
réduisant les possibilités de phosphorylation et de dégradation de IkBa ce qui amene a la réduction
de I'expression des médiateurs de I'inflammation, incluant iNOS, COX-2, IL-18, IL-6 et TNF-a. De
plus les extraits les plus antiradicalaires peuvent également contribuer aux effets anti-
inflammatoires de Spilanthes acmella. Ces données suggerent que le spilanthol pourrait étre un
inhibiteur utile des médiateurs de l'inflammation et est potentiellement applicable dans le cadre des

médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens COX-2 sélectifs.

Partie 4 Effet sialogogue, anti-microbien et antifongique

Outre les caractéristiques vues précédemment, le spilanthol présente des effets pouvant étre
utilisables en odontologie.

1. Effet sialogogue

Appartiennent aux sialogogues (ou sialagogue) les composés capables d'augmenter le débit
salivaire. Ces composés sont utiles pour combattre 1'hyposialie et l'asialie, conduisant aux
x€rostomies (sécheresse buccale).

Les ¢éthiologies de I'hyposialie et de l'asialie peuvent étre :
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un dysfonctionnement des glandes salivaires
origine médicamenteuse :

e anorexigenes

e anti-hypertenseurs

e atropiniques

e antidépresseurs

e antispasmodiques

e sédatifs

e antiparkinsoniens,

e antihistaminiques

e diurétiques

e anti-migraineux

e amphétamines, méthamphétamine,

e cannabis

— Syndrome de Goujerot-Sjogren

— dysfonctionnement immunitaire comme le SIDA

— diabete

— problémes rénaux

— radiothérapie (pour cancer des voies aéro-digestives)

— mauvaise hygiéne bucco-dentaire, protheses inadaptées

— tabagisme

— dormir la bouche ouverte, sous 1'effet de certains psychotropes.

Le spilanthol a été décrit comme sialogogue (30-31) mais aucune étude applicative n’a ét€ menée

en laboratoire concernant cette propriété.

2. Effet microbien

Les extraits a 1'éthyl acétate (EtOAc) et au méthanol (MeOH) de feuilles de Spilanthes acmella ont
montré de puissantes activités anti-microbiennes contre Klebsiella pneumoniae (Arora et al. 2011).
L'extrait EtOAc est 2 fois plus efficace que la doxycycline, l'antibiotique de test standard, tandis que

l'extrait MeOH a montré une activité comparable a la doxycycline.

Les extraits a 1'éthyl acétate (EtOAc) et au méthanol (MeOH) de fleurs de Spilanthes acmella ont
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montré une activité antimicrobienne nulle tandis qu'un extrait chloroformé (CHCL;) de cette méme
fleur a montré son activité contre Streptococcus pyogeénes avec une concentration minimale
inhibitrice MIC (minimum inhibitory concentration) de 256pg/mL (Prachayasittikul et al. 2009).

3. Effet anti-fongique

Différentes parties de Spilanthes acmella on été testée afin d'en analyser les propriétés
antifongiques.

Les études ont montré que les extraits a 1'éthyl acétate et les extraits aqueux ont une meilleure
capacité antifongique que le médicament standard, le fluconazole, vis a vis du Rhizopus arrhigus et
Rhizopus stolonifer (Arora et al., 2011).

Les extraits de feuilles ont aussi montré une activité plus faible vis a vis d'Aspergillus niger et
Penicillium chrysogenum (Arora et al. 2011).

L'extrait chloroformé de la plante entiére montre une activité contre les infections fongiques
opportunistes (e.g. Microsporum gypseum et Cryptococcus neoformans) chez les patients atteint par
le SIDA (Phongpaichit et al., 2005).

Les extraits éthérés ont une activité antifongique vis a vis de A. Niger, A. parasiticus, Fusarium
moniliformis et Fusarium oxysporium (Rani et Murty, 2006).

Les extraits a I'hexane et au chloroforme de fleurs de Spilanthes acmella on aussi montré leur
activité vis a vis de Charomycese cerevisiae (Prachayasittikul et al., 2009).

L'activité antifongique des extraits de Spilanthes acmella semble étre due a la présence de
spilanthol (Nakatani et Nagashiwa 1992), de sesquiterpenoides et de saponines (Krishnaswami et

al., 1975 ; Mukharya et Ansari, 1986).

Conclusion

Spilanthes acmella est une plante qui pousse relativement facilement en zone tropicale et
subtropicale. Elle est utilisée comme ingrédient afin de confectionner des plats traditionnels et en
pharmacopée traditionnelle. Le spilanthol extrait de cette derniere a été classé comme treés peu
toxique et semble étre responsable de la plupart de ses effets biologiques.Ce N-alkilamide semble
avoir de nombreuses caractéristiques intéressantes en odontologie comme anesthésique local,
analgésique, anti-inflammatoire, anti-fongique, anti-microbien et sialogogue. Le spilanthol pourrait
mériter des tests complémentaires comme son activité sur Candida albicans et son effet sialogogue

car il en deviendrait un composé de choix afin de combattre les candidoses buccales.
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