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Abstract

The aim of this study is to evaluate the anti-inflammatory and the antioxidant activities of
aqueous (Ag.E) and methanolic (Met.E) extracts of the aerial part of Anacyclus clavatus.
Firstly, polyphenols, flavonoids and tannins content were determined. Results showed that
methanolic extract is rich in polyphenols, and tannins, while the aqueous extract is the richest
in flavonoids. The topical application of 2 mg/ear of Met.E or Aq.E exerted 84 % and 83 % of
inhibition, respectively in the croton oil induced ear edema in mice. These results are better
than that obtained with indomethacin, used as standard anti-inflammatory agent. Similarly,
pretreatment of rats orally by 200 and 400 mg/kg of Met.E or Aq.E prevented significantly the
paw edema induced by carrageenan. Moreover, the effect of extracts on carrageenan-induced
pleurisy in rat showed that oral administration of 400 mg/kg of Met.E or Ag.E exerted a
significant reduction in the development of pleurisy and neutrophil migration. On the other
hand, the antioxidant activity of Met.E and E.Aq was evaluated using the DPPH radical,
chelation, linoleic acid peroxidation and reducing power tests. Results showed that both extracts
exhibited a strong scavenging activity against DPPH radicals with 1Cso values of 28,30 + 3,45
pg/ml and 68,98 + 1,64 pg/ml, respectively. In addition, the E.Aq and Met.E showed a good
chelating activity with ICso values of 74,64 + 11,68 pg/ml and 152,93 + 1,67 pg/ml,
respectively. Moreover, Ag.E and Met.E inhibited the linoleic acid peroxidation with 76 % and
75 % respectively. These values are similar to that of the standard antioxidant (BHT). Both
extracts exerted a strong concentration-dependent reducing power. Taken together, we can
conclude that aqueous and methanolic extracts of aerial parts of Anacyclus clavatus exhibit anti-
inflammatory and antioxidant properties, which support their use in traditional medicine.

Key words: Anacyclus clavatus, Inflammation, Anti-inflammatory, Oxidative stress,

Antioxidant.
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Résumé

L’objectif de cette étude est d’évaluer I’activité anti-inflammatoire et antioxydante des extraits
aqueux (E.Aq) et méthanolique (E.Met) de la partie aérienne d’Anacyclus clavatus. La teneur
en polyphénols totaux, en flavonoides et en tannins des deux extraits a été évaluée. Les résultats
montrent la richesse de I’E.Met en polyphénols et en tannins par rapport a I’E.Aq qui est le plus
riche en flavonoides. Le traitement par 2 mg/oreille de I’E.Met ou I’E.Aq a inhibé I’cedéme de
I’oreille induit par 1’huile de croton chez les souris avec 84 % et 83 % respectivement. Ces
valeurs sont supérieures a ceux obtenus par 1’indométacine utilisée comme anti-inflammatoire
de référence. De méme, le prétraitement par voie orale des rats par I’E.Met ou I’'E.Aq a 200 et
400 mg/kg prévient de fagon significative 'eedéme de la patte induit par la carragénine. Cette
inhibition est plus importante avec 200 mg/Kg de 1’extrait aqueux. L’effet des extraits sur la
pleurésie induite par la carragénine montrent que 1’administration orale de 400 mg/kg d’E.Met
ou E.Aq provoque une diminution significative du développement de la pleurésie et la migration
des neutrophiles. Ces effets sont inférieurs a ceux obtenus avec 1’aspirine, utilisée comme anti-
inflammatoire de référence. L’activité antioxydante a été évaluée en utilisant les tests au radical
DPPH, chélation, peroxydation de I’acide linoléique et le test du pouvoir réducteur. Les
résultats montrent que I’E.Met et I’E.Aq possedent une forte activité anti-radicalaire vis-a-vis
du radical DPPH avec des ICso de 28,30 = 3,45 pg/ml et 68,98 + 1,64 pg/ml respectivement.
De méme, une bonne activité chélatrice a été obtenue par les 2 extraits avec des ICso de 74,64
+ 11,68 pg/ml et 152,93 + 1,67 pug/ml respectivement. Les 2 extraits ont inhibé la peroxydation
de I’acide linoléique avec 76 % et 75 % respectivement. Ces valeurs sont similaires a celles de
BHT utilis¢ comme antioxydant de référence. De plus, les 2 extraits possedent un pouvoir
réducteur important concentration-dépendant. En conclusion, les extraits de la partie aérienne
de 1’Anacyclus clavatus ont des propriétés antioxydante et anti-inflammatoire qui supportent

leur usage en médecine traditionnelle.

Mots clés : Anacyclus clavatus, Inflammation, Anti-inflammatoire, Stress oxydatif,
Antioxydant.
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INTRODUCTION

L’inflammation est un mécanisme de défense impliqué dans un trés grand nombre de
pathologies humaines. Le stress oxydant est également a ’origine de plusieurs maladies
humaines. Actuellement, de nombreuses recherches ont été orientés vers les effets
antioxydants et anti-inflammatoire des plantes qui pourraient étre des atouts importants dans
la prévention et le traitement de diverses maladies, avec des effets secondaires moindres.

La phytothérapie reste la médecine la plus employée dans le monde. En effet, prés de
90 % de la population mondiale utilise encore des plantes brutes et des extraits non raffinés de
plantes pour se soigner. En plus, presque 25 % des produits pharmaceutiques modernes
contiennent des substances d’origine végétale. Ces dernieres représentent une source de
principes actifs inépuisable et renouvelable. Toutes les civilisations antiques ont développé a
coté de I’agriculture, la médecine par les plantes et la plupart des grands médecins du passé
ont eté des phytothérapeutes. Certaines plantes possedent des activités antiseptiques,
bactéricides, antifongiques, antivirales, antimitotiques, antirhumatismales, circulatoires,
antidiabétiques, immunostimulantes, hyper ou hypotensives, tonifiantes,
antispasmodiques...etc. Les plantes identifiées et classifiées par les botanistes sont devenues
une matiére primaire pour l’industrie pharmaceutique et la médecine folklorique. Par
opposition aux drogues obtenues par synthése chimique ou par extraction des principes actifs,
la phytothérapie est la médecine naturelle par excellence. Mais les regles de leur utilisation
manquent parfois de rigueur et ne tiennent pas compte des nouvelles exigences de la
thérapeutique moderne. Ces derniéres années, de nombreuses études ont été menées dans le
but de vérifier la stireté et I’efficacité des plantes utilisées et d’établir des régles scientifiques
pour leur usage. C’est dans ce contexte que s’inscrit notre travail. L’objectif essentiel de ce
travail est d’explorer I’activité anti-inflammatoire et antioxydante des extraits aqueux et
méthanolique de la partie aérienne d’Anacyclus clavatus, une plante utilisée en médicine
traditionnelle algérienne pour ses effets anti-inflammatoire, antibactérien et antifongique.

Les objectifs de ce travail sont :

e Préparation des extraits aqueux et méthanolique de la partie aérienne d’Anacyclus clavatus.
e Evaluation de la teneur en polyphénols, en flavonoides et en tannins des 2 extraits etudies.
e Etude de I’effet anti-inflammatoire des 2 extraits selon 3 modeles expérimentaux in vivo :
» (Edeme de ’oreille induit par 1’huile de croton chez la souris.
» (Edeme de la patte induit par la carragénine chez le rat.
> Pleurésie induite par la carragénine chez le rat.
e Evaluation de I’activité antioxydante des 2 extraits étudiés par les tests de DPPH, chélation

du fer ferreux, peroxydation de 1’acide linoléique et le test du pouvoir réducteur.
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I. INFLAMMATION

La réaction inflammatoire est une réaction de défense non spécifique de 1’organisme a
une agression bactérienne ou virale, un traumatisme, une brulure, une irradiation ou une
réaction immunitaire (Henrotin et al., 2001). La fonction principale de I’inflammation est
d’¢éliminer I’agent agresseur et de permettre la réparation des tissus. L’inflammation de courte
durée (aigué) est un phénoméne bénéfique pour 1’organisme qui vise a restaurer son intégrité
physiologique. Alors que I’aspect négatif de 1’inflammation intervient quand cette dernicre se

pérennise et devient chronique (Weill et al., 2003).

I.1. Inflammation aigué

L’inflammation aigué est caractérisée par quatre signes cliniques cardinaux qui sont la
tuméfaction, I’hyperhémie, I’hyperthermie et la douleur. Elle dure de quelques jours a
quelques semaines. L’inflammation aigué se déroule en plusieurs phases (Figure 1), une
phase vasculaire immédiate caractérisée par des modifications de la microcirculation locale,
une phase cellulaire caractérisée par la mobilisation de nombreuses cellules immunitaires qui
permettra 1’élimination des microorganismes pathogénes et des tissus 1ésés, et une phase de
résolution et de cicatrisation qui conduit a la restauration des tissus (Weill et al., 2003).

1.1.1. Phase vasculaire

L’activation des plaquettes constitue la premiére étape de la phase vasculaire
(Steinhubl, 2007). Les mastocytes résidents sont également susceptibles d’initier la réaction
inflammatoire (Botting et Botting, 2000). Une fois ces deux types de cellules sont activés,
plusieurs médiateurs tels que la sérotonine, I’histamine et des dérivés de I’acide arachidonique
sont libérés. L’activation de la cascade de la coagulation et du systeme du complément
conduit a la génération de divers médiateurs doués d’activités vasodilatatrices et
chimioattractantes comme le facteur XII, la fibrine, la bradykinine...etc.
(Fauve et Hevin, 1998). Ceci induit une vasodilatation des vaisseaux sanguins avec une
augmentation du débit local et une modification de la perméabilité vasculaire, ce qui permet
I’extravasation des protéines plasmatiques vers les tissus (exsudation). Selon Boérzsei et al.
(2008) les neurones sensoriels sensibles a la capsaicine sont également susceptibles de
déclencher les éveénements de la phase vasculaire de I’inflammation (inflammation
neurogénique). Suite & une stimulation, ces neurones libérent des médiateurs qui induisent une
vasodilatation et une exsudation plasmatique en agissant sur les cellules endothéliales et les
muscles lisses des vaisseaux sanguins (Birklein et Schmelz, 2008). Il est également admis que
les neurones sensoriels contiennent des cyclooxygénases capables de synthétiser les
prostaglandines (Richardson et Vasko, 2002).
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Figure 1. Etapes de I’inflammation aigue (Ashley et al., 2012).



L’augmentation du débit microcirculatoire au niveau du site enflammé explique en partie,
I’apparition de la chaleur et de la rougeur, tandis que I’exsudation plasmatique induit I’cedéme
par distension des tissus et provoque une hyperpression sur les terminaisons nerveuses

locales, ce qui explique les sensations de tuméfaction et de douleur (Weill et al., 2003).

1.1.2. Phase cellulaire

L’exsudation plasmatique permet 1’apparition de plusieurs substances dans les espaces
extravasculaires (anticorps, bactéricides, facteurs de coagulation, composants du complément,
interleukines, interférons...etc.) en plus des leucocytes. La premiére étape de I’afflux des
leucocytes consiste en une marginalisation des leucocytes grace a I’expression d’adhésines au
niveau des cellules endothéliales et des leucocytes activés (Fauve et Hevin, 1998). Ceci
permet l’interaction entre l’endothélium et les phagocytes du sang, principalement les
polynucléaires neutrophiles (PMNSs) et les monocytes, et leur passage a travers les cellules
endothéliales. Guidées par le gradient de concentration des chimioattractants, les leucocytes
parviennent au tissu 1ésé (Weill et al., 2003).

Les macrophages déclanche avec les PMNSs la phagocytose des agents extérieurs et/ou
des débris cellulaires. De nombreuses protéases (collagénase, élastase, gelatinase) et radicaux
libres de I’oxygene et de I’azote dont les effets sont tres importants sont produits au cours de

la phagocytose (Fauve et Hevin, 1998).

1.1.3. Phase de résolution

L’arrét de la réponse inflammatoire fait intervenir plusieurs médiateurs tel que les
cytokines anti-inflammatoires (IL-10 et TGF-bl), I’expression des récepteurs solubles comme
TNF-a et I’apoptose des cellules inflammatoires (Eming et al., 2007). La réparation des tissus
fait intervenir les macrophages, les cellules endothéliales et les fibroblastes
(Eming et al., 2007). Dans les conditions les plus favorables, les agents agresseurs sont
éliminés par les polynucléaires neutrophiles. Les produits de dégradation ainsi que les débris
cellulaires sont phagocytés par les macrophages. Le retour a un état physiologique consiste
dans un premier temps & la réparation de 1’endothélium par les cellules endothéliales elles-
mémes (Weill et al., 2003). Si I’atteinte entraine une destruction tissulaire, ce sont surtout les
fibrocytes puis les fibroblastes qui produisent les protéines de la matrice intercellulaires
comme le collagéne, la fibronectine et la laminine, pour permettre la reconstruction des tissus.
Le systéme de ’angiogenése est ainsi remis au repos et la réaction inflammatoire peut

s’éteindre (Weill et al., 2003).



1.2. Inflammation chronique

L’inflammation chronique est caractérisée par une durée étalée sur des mois ou des
années et qui peut se prolonger tout au long de la vie de I’individu (Fauve et Hevin, 1998). A
la différence de ce qui se passe dans I’inflammation aigué, les phases vasculaires et cellulaires
ne se succedent pas mais coexistent tout au long de 1’évolution de I’inflammation. Des
phénomeénes de destruction tissulaire et de tentatives de réparation sont également présents
(Weill et al., 2003). Les macrophages constituent 1’essentiel de 1’infiltrat cellulaire vers le site
inflammatoire (Fauve et Hevin, 1998; Weill et al., 2003). Tandis que la présence des
polynucléaires éosinophiles est caractéristique des inflammations chroniques allergiques et

parasitaires (Dombrowicz et Capron, 2007).

1.3. Cellules inflammatoires

1.3.1. Polynucléaires neutrophiles

Les polynucléaires neutrophiles (PMNSs) représentent le composant cellulaire majeur de
I’inflammation aigué (40-75% des cellules inflammatoires). Elles Migrent sous ’effet des
chimioattractants vers le site inflammatoire ou ils phagocytent I’agent agresseur ou les débris
cellulaires. Les PMNs libérent différentes molécules telles que les protéinases, les chimokines
et des cytokines pro-inflammatoires (Descamps-Latscha et Witko-Sarsat, 1996). Les PMNs

sont également impliquées dans la réparation tissulaire (Eming et al., 2007).

1.3.2. Mastocytes

Les mastocytes sont des cellules résidentes des tissus conjonctifs qui jouent un réle tres
important dans le déclenchement de la réaction inflammatoire. Elles contiennent dans leur
cytoplasme de tres nombreuses granulations contenant des médiateurs inflammatoires comme
la sérotonine, 1’histamine, 1’héparine et des cytokines (Williams et Galli, 2000). Elles sont

impliquées dans la réparation tissulaire (Eming et al., 2007).

1.3.3. Monocytes

Les monocytes migrent vers le site inflammatoire et se différencient en macrophages,
pour assurer la phagocytose. Elles interviennent aussi dans I’amplification de la réaction
inflammatoire en libérant des médiateurs stimulant d’autres cellules inflammatoires. Elles

interviennent également dans la phase de réparation tissulaire (Eming et al., 2007).



1.3.4. Plaquettes

Les plaquettes sanguines participent a I’hémostase et la cicatrisation des lésions
tissulaires. Les plaquettes fournissent des chimokines et des activateurs des cellules sanguines
circulantes et des cellules de la paroi vasculaire. Elles produisent des écosanoides et liberent
des peptides et d’autres médiateurs agissant sur la perméabilité vasculaires, elles activent le
complément, liberent des protéases, fournissent des facteurs de croissance des fibroblastes,
des cellules de I’endothélium vasculaire et des cellules musculaire lisses (Steinhubl, 2007).
De plus, elles stimulent les phénomenes inflammatoires par I’intermédiaire des leucocytes et
des cellules endothéliales, comme elles interagissent avec les micro-organismes (Medzhitov,
2008).

1.3.5. Polynucléaires basophiles

Les basophiles sont les plus rares des polynucléaires (moins de 1 % des cellules
inflammatoires). Elles présentent également un cytoplasme qui contient de nombreuses
granules riches en médiateurs pro-inflammatoires. Les basophiles sont des cellules

phagocytaires qui interviennent principalement dans les réactions allergiques (Rankin, 2004).
1.3.6. Polynucléaires éosinophiles

Les éosinophiles représentent 1 a 6 % des cellules inflammatoires. Leur fonction
principale est de s'attaquer aux parasites via le contenu de leurs granules. Elles interviennent
aussi dans la modulation et la propagation de la réponse immunitaire adaptative en activant

directement les lymphocytes T (Hogan et al., 2008).
I.4. Médiateurs inflammatoires

La réaction inflammatoire est caractérisée par une succession d’événements permettant
I’acheminement des leucocytes jusqu’au foyer inflammatoire. Ces étapes sont contrdlées par
de nombreux médiateurs humoraux et cellulaires parmi lesquels on compte des cytokines, des
prostanoides, des leucotriénes, des formes activées de 1’oxygéne et de I’azote, des
neuropeptides, des fractions de complément, des facteurs de coagulation ou encore des

métalloprotéases (Figure 2).
1.4.1. Cytokines

La balance entre les cytokines inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-0) et anti-
inflammatoires (IL-10, IL-4, IL-13, TGFp) geére localement I’intensité et la durée de la

réaction inflammatoire. L’IL-1B et le TNF-a jouent un réle primordial dans I’initiation et la



chronicité de la réaction inflammatoire (Black et al., 1997), elles sont également impliquées

dans la régénération du tissu enflammé (Dinarello, 1997).
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Figure 2. Médiateurs cellulaires et biochimiques de 1’inflammation (Amulic et al., 2012).

Les chimokines sont des cytokines chimioattractantes pour les neutrophiles, les
éosinophiles, les monocytes et les lymphocytes T et B (Keane et Strieter., 2000). Elles sont
produites par les leucocytes, les plaquettes et la plupart des cellules des tissus conjonctifs en
réponse a des produits bacteriens et viraux, a IL-1, au TNF-a, au C5a et au leucotriéne LTB4.
Elles attirent les leucocytes au niveau du foyer inflammatoire, en favorisant leur adhésion a

I’endothélium, leur diapédese et leur chimiotactisme (Bagglioni, 1988).

1.4.2. Neuropeptides

De nombreux neuropeptides sont impliqués dans la régulation de la réaction
inflammatoire. La stimulation des fibres afférentes du nociception Ad et C, induit la libération

des neuropeptides stockés dans I’extrémité axonale de ces fibres. Le principale neuropeptide



impliqué dans ce reflexe axonale est la substance P. De nombreuse cellules posseédent des
récepteurs membranaires pour cette substance dont les cellules musculaires lisses, les cellules
endothéliales, les lymphocytes, les macrophages, les mastocytes ou encore les fibroblastes et
les chondrocytes (Lam et Ferrel, 1991; Schaffer et al., 1998). Les principaux effets de la

substance P au cours de I’inflammation sont résumés dans le tableau 1.

1.4.3. Médiateurs lipidiques

Les prostanoides, les leucotrienes et le PAF (Platelet Activating Factor) résultent du
métabolisme de 1’acide arachidonique. Les prostaglandines et la prostacycline (PGI2) sont des
vasodilatateurs puissants tandis que le thromboxane (TXA?) exerce un effet vasoconstricteur.
Le TXA2 est un indicateur de 1’agrégation plaquettaire, alors que le PGI> exhibe des
propriétés anti-agrégantes. De plus, les prostaglandines et la prostacycline contribuent a la
formation de I’cedéme et a la genese des influx nociceptifs (Simon, 1999). Enfin le PGE:
inhibe la synthése de cytokines (IL-2, IL-12, INFy...etc.) activatrices des lymphocytes, ce qui
lui confere des propriétés immunosuppressives (Van der pouw et al., 1995).

Les leucotrienes sont des médiateurs importants de [I’allergie et des réactions
inflammatoires. 1ls augmentent la perméabilité vasculaire et participent avec d’autres
médiateurs a la formation de 1’cedéme. Ils possédent également des propriétés chimiotactiques

pour les éosinophiles et les neutrophiles (Santais et al., 1998).

Le PAF résulte de I’action successive de deux enzymes, la phospholipases A2 et
I’acétyltransferase. La production du PAF est, en général, simultanée a I’activation des voies
des cyclo-oxygénases et des lipo-oxygénases. Les leucotriénes stimulent la production du
PAF alors que la PGI; I’inhibe. Le PAF stimule 1’agrégation plaquettaire, augmente la

perméabilité vasculaire et active les leucocytes (Peplow et Mikhalidis, 1990).

1.4.4. Fractions du complément

Les principales activités biologiques du systéme du complément sont, 1’opsonisation pour
faciliter la phagocytose et la lyse des micro-organismes pathogenes. Les fragments C3a et
Cba interviennent a plusieurs niveaux dans le développement de la réaction inflammatoire
(Jagels et al., 2000) :

- Augmentent la perméabilité vasculaire

- Stimulent le chimiotactisme des neutrophiles.



Activent les neutrophiles et la formation de ROS.

Stimulent la production de leucotrienes par les neutrophiles.

Provoquent la dégranulation des mastocytes et la libération d’histamine.

Provoquent la contraction des muscles lisses.

Tableau 1. Principaux effets de la substance P au cours de la réaction inflammatoire
(Henrotin et al., 2001).

« Diminue le tonus vasculaire

« Augmente la perméabilité vasculaire

« Stimule la production de monoxyde d’azote par les cellules endothéliales
o Induit I’expression de sélectine P par les cellules endothéliales

« Stimule le chimiotactisme des neutrophiles

« Stimule la production de prostaglandines par les macrophages

« Stimule la production de ROS par les macrophages

e Induit I’expression d’ICAM-1 par les lymphocytes T

« Stimule la prolifération des lymphocytes T

o Augmente la synthése d’immunoglobulines par les cellules B

o Induit la dégranulation des mastocytes et la libération d’histamine

« Stimule la synthése de cytokines pro-inflammatoires (IL-1pB, IL-6, TNF-a)

1.4.5. Facteurs de la coagulation

Les facteurs de la coagulation sont un systeme multiprotéique dont les composants sont
présents dans le sang ou ils demeurent a I’état de précurseurs inactifs, jusqu’a ce qu’ils soient
actifs en présence d’un activateur spécifique. lls contribuent au développement de la réaction
inflammatoire. L’IL-1 et le TNF-o stimulent I’expression du facteur tissulaire par les cellules
endothéliales, ce qui constitue une étape majeur de 1’activation initiale des facteurs de la
coagulation (Holmdahl et Ivarsson, 1999). Au cours de I’inflammation, le systeme de la
coagulation est principalement activé par sa voie extrinséque, ¢’est-a-dire par 1’action de la
thromboplastine tissulaire exprimée a la faveur d’une lésion tissulaire & la surface des
monocytes et des cellules endothéliales. La fibrine intervient dans la réaction inflammatoire
en stimulant D’activité des polynucléaires neutrophiles, des plaquettes et des cellules

endothéliales (Colman, 1999).



1.4.6. Formes activées de I’oxygene et de I’azote

La production de formes activées de 1’oxygéne est stimulée par des endotoxines,
leucotriénes, cytokines (INFy, TNFa, IL-1pB, IL-8, IL-12) et le C5a (Henrotin et al., 2001). Le
monoxyde d’azote (NO°) identifie comme un médiateur inflammatoire et notamment un
puissant vasodilatateur (tableau 2) est induit par I’IL-1B, le TNFa, I’'INFy, le PAF et les
lipopolysacharides, mais réprimé par le TGF-B, I’'IL-4 et I’IL-10 (Glancy et al., 1998).

Les effets des ROS peuvent étre pro- ou anti-inflammatoire selon I’importance et le lieu
de leur production, le type de la réponse étudié et leur capacité a réagir avec d’autres formes
activées de I’oxygene. Les ROS sont également impliquées dans 1’apoptose et la protéolyse
focalisée de la matrice extracellulaire (Stichtenoth et Frolich, 1998). De plus, ils jouent le role

de second messager dans 1’activation de NF-«B par I’'IL-1 (Bonizzi et al., 2000).

1.4.7. Métalloprotéases

La protéolyse matricielle est un mécanisme impliqué dans la résorption des tissus
endommagés du foyer inflammatoire. Pour étre efficace et sans conséquences pathologiques,
elle doit étre strictement contr6lée. Dans le cas contraire, la réaction inflammatoire
s’accompagne de Iésions tissulaires souvent irréversibles, responsables d’atteintes
fonctionnelles graves de 1’organe 1ésé. Les agents responsables de la dégradation des tissus

sont les ROS et les métalloprotéases (Gaudin et al., 1998).

Tableau 2. Effets du NO"au cours de la réaction inflammatoire (Henrotin et al., 2001).

Actions pro-inflammatoires Actions anti-inflammatoires
¢ Vasodilatateur e [nhibe I’adhésion des leucocytes a I’endothélium
o Cytotoxique e Inhibe I’expression de la sélectine-P par les

o Stimule la production de prostaglandine E; plaquettes et I’endothélium

o Stimule la production de TNFa par les e Inhibe la prolifération des lymphocytes
synoviocytes e Inhibe la dégranulation des mastocytes
¢ Active les métalloprotéases. e Inhibe I’activité de la NADPH oxidase

o Augmente la production de TNFa et IL-13 | o Inhibe la production de prostaglandine E»
¢ Inhibe la production de cytokines pro-
inflammatoires (IL-6, IL-8)




1.5. Anti-inflammatoires

L’inflammation est impliquée dans plusieurs pathologies humaines comme I’illustre le
tableau 3. Une thérapeutique anti-inflammatoire destinée a contrdler 1’excés des réactions
aspécifiques des tissus et a éviter la transformation de la phase aigué de I’inflammation en
phase chronique s’impose. Du fait de la grande variété des stimuli phlogogenes, les anti-

inflammatoires sont trés divers et appartiennent a des classes chimiques tres différentes.

Tableau 3. Quelques maladies li¢es a I’inflammation (Nathan, 2002).

Maladies dans lesquelles ’inflammation joue le rdole pathogénique principal

e Asthme e Lupus érythémateux disséminé
e Polyarthrite rhumatoide e Eczéma
e Artériosclérose e Maladie de Crohn
e Arthrose e Spondylarthrite ankylosante
o Goutte e Rectocolite hémorragique
e Thyroidite d'Hashimoto e Broncho-pneumopathie chronique
e Maladie d’Alzheimer obstructive
Maladies infectieuses dans lesquelles I’inflammation est impliquée
e Hépatite C e Tuberculose
e Dysenterie bactérienne e  Gastrite induite par Helicobacter pilory
Maladies dans lesquelles la fibrose poste inflammatoire est la cause principale
e Fibrose pulmonaire idiopathique o Cirrhose hépatique poste virale ou
e Bilharziose alcoolique

1.5.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont utilisés avec succés pour le
soulagement de la douleur et de la fievre. Ce sont des médicaments a propriétés anti-
inflammatoires, antipyrétiques et analgésiques. Ils présentent une grande hétérogénéité
chimique, mais ils ont en commun [I’inhibition non sélective de la cyclooxygénase
(Bidaut-Russel, 2008).

Cependant, 1’'usage des AINS est associ¢ a de nombreux effets indésirables (Bidaut-
Russell, 2008), attribués a leur inhibition non sélective des isoformes de la cyclooxygénase
(Figure 3). La COX-1 qui se trouve de fagon constitutive dans la plupart des tissus humains
est un bon exemple. En effet cette enzyme intervient dans la protection de la muqueuse

gastrique, 1’agrégation plaquettaire, 1’homéostasie vasculaire et le maintien de 1’équilibre



hydrosodé (Blain et al., 2000; Corrado et al., 2009). Son inhibition par les AINS est
responsable des effets indésirables. Pour cette raison, les laboratoires de 1’industrie
pharmaceutique ont essayé de développer des inhibiteurs sélectifs de la COX-2 qui est une

enzyme induite apres 1’exposition de I’organisme aux stimuli inflammatoires.
1.5.2. Anti-inflammatoires steroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (glucocorticoides) constituent une vaste famille de
médicaments dérivés du cortisol. Ils représentent le traitement le plus efficace utilisé pour les
maladies inflammatoires chroniques telles que 1’asthme, 1’arthrite rhumatoide, les maladies
inflammatoires de ’intestin et les maladies auto-immune (Payne et Adcock, 2001). Leur
mécanisme d’action (Figure 4) est le méme que celui des glucocorticoides endogenes. Ils
induisent une élévation de la transcription des genes codants pour les protéines anti-
inflammatoires telles que la lipocortine-1 et I’interleukine 10, avec une inhibition de
I’expression de plusieurs genes codants pour des protéines pro-inflammatoires incluant des

cytokines, des enzymes, des récepteurs et des molécules d’adhésion (Barnes, 1998).
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Figure 3. Cascade de I’acide arachidonique et sites d’action des anti-inflammatoires
(Ziltener et al., 2010).



Comme pour les AINS, 'usage des glucocorticoides est associ¢ a de nombreux effets
indésirables. Le risque d'apparition de ces effets s’accroit avec la durée du traitement et la
posologie. Divers troubles peuvent étre observés, troubles aigués tel que 1’hypertension
artérielle, la dérégulation de la synthése naturelle de glucocorticoides, 1’euphorie avec
insomnie allant jusqu’a une psychose aigué et 1’apparition d’ulceéres gastro-duodénaux. Des
troubles chroniques peuvent aussi se manifestés tel que 1’ostéoporose, 1a cataracte et la prise
de poids (Henzen, 2003).
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1.5.3. Anti-inflammatoires d’origine végétale

Les plantes sont tres utilisées en médecine traditionnelle pour soulager les malades
atteints de certaines affections inflammatoires telles que 1’arthrite rhumatoide, 1’asthme,
I’arthrose, la goutte, la rhinite allergique, les ulcéres gastriques et duodénaux (Setty et Sigal,
2005; Wiart, 2006).

L’activité anti-inflammatoire des plantes revient a leur contenu en métabolites
secondaires bioactifs tels que les polyphénols, les stérols, les alcaloides, les saponines, les
coumarines, les terpénes...etc. Ces substances actives peuvent agir a plusieurs étapes de la
réaction inflammatoire en inhibant le métabolisme de 1’acide arachidonique, les mécanismes

de transduction du signal impliqués dans ’activation des cellules inflammatoires, la synthése




des cytokines pro-inflammatoires, 1’expression des molécules d’adhésion, 1’activation du

facteur nucléaire kappa-B et la production des especes oxygénées réactives (Duwiejua et

Zeitlin, 1993).

Les études menees in vitro et in vivo ont montré I’effet anti-inflammatoire d’un grand

nombre de plantes ainsi que le mécanisme d’action (tableau 4).

Tableau 4. Effets pharmacologiques et modes d’action de certaines drogues d’origine végétale

(Goetz, 2011).

Plantes

Principes actifs
connus

Effets
pharmacologiques

Modes d’actions

Erythraea centaurium,

Curcuma longa,

Ananassa comosus

Salix ssp

Filipendula ulmaria L.

Echinacea angustifolia,
Echinacea purpurea,
Echinacea pallida,

Aesculus

hippocastanum

Zingiber officinale

Passiflora incarnata,

Urtica dioica

Acides phénoliques
gentiopicroside

Curcumine
Huile essentielle

Bromélaines

Salicine, salicylés
Salicortine,
Trémulacine

Monotropitine
Spiraéine,
Aldéhyde
Salicylique

Alkamides
Polysaccharides

Aescine

Gingérol, 8-shogaol

Chrysine

Acide
caféoylmalique

Anti-inflammatoire

Anti-inflammatoire
Anti apoptotique
Antioxydant

Anti-inflammatoire
enzymatique

Anti-inflammatoire

Anti-inflammatoire

Anti-inflammatoire
et antalgique

Anti-inflammatoire
Anti-cedémateux
Tonique veineux

Anti-inflammatoire,
anti-cedémateux,
analgésique

Anti-inflammatoire,
antalgique, sédatif

Antalgique,
anti-inflammatoire

- Inhibition du TNFa dans le tissu hépatique

- Inhibition de I’agrégation plaquettaire

- Inhibition de la réponse neutrophile

- Inhibition de multiples facteurs impliqués
dans I’inflammation (phospholipase,
lipooxygénase, COX-2, leucotriénes,
thromboxane, prostaglandines, collagénase,
élastase, hyaluronidase, MCP-1, de TNF et de
I'IL-1,2

- Protéolytique, fibrinolytique et antiagrégant
- Activateur du facteur XI1 de Hageman et de la
prékallicréine sérique.

- Anti-inflammatoire, antipyrétique,
uricosurique, antiagrégant et inhibiteur de la
fixation plasmatique de 1I’albumine.

- linhibition des cytokines; TNFa, COX-2 et le
NF-kB

- Inhibe par voie gastrique, la synthése des IL-2
des splénocytes, et par suppression de la
production pro-inflammatoire des cytokines

- Fibrinolytique

- Inhibition de la COX-1, la COX-2 et la 5-
lipoxygénase
- Stimulation de la surrénale

- Anti-cedémateux est lié¢ a une perméabilité
vasculaire sélective, induisant I’augmentation
du tonus veineux et artériel

- Réduit la fragilité des capillaires, diminution
de I’adhésion des neutrophiles a 1I’endothélium

- Inhibition de la COX-2
- Antiplaquettaire
- Inhibition de la production de prostaglandines

- Effet sur le systeme nerveux
- Antiatéromatase

- Inhibition du TNFa et d’TL-1b
- Inhibition de la production de cellules T-
Helper et d’IL-2.




1. STRESS OXYDANT

L'équilibre entre la production des especes réactives de 1’oxygene et leur neutralisation
est lieé a la présence de nombreux systemes antioxydants. Le stress oxydant est reconnu
comme une altération de I’homéostasie redox cellulaire (Favier, 2003). Il s’agit d’une
perturbation de 1’équilibre pro-oxydant/antioxydant en faveur des pro-oxydants, conduisant a

des dommages cellulaires potentiels.

11.1. Espéces réactives de I’oxygéne

Les especes réactives de l'oxygéne (ROS) ou de I’azote (RNS), sont produites en
permanence par plusieurs types de cellules. Cette synthése est assurée par différents systémes
enzymatiques dont les plus importants sont les NAD(P)H oxydases, les NO synthases et la

chaine respiratoire (Figure 5).
11.1.1. Radical superoxyde (02 ™)

Bien que I’anion superoxyde soit le moins réactif des radicaux libres, son danger provient
du fait qu’il soit a l’origine d’espéces réactives trés dangereuses comme le peroxyde
d’hydrogene, I’acide hypochloreux et le radical hydroxyle (Balaban et al., 2005). Ce radical
géneré a partir de différentes sources dans les conditions physiologiques et pathologiques
(Gardeés-Albert et al., 2005) ne traverse pas rapidement la membrane plasmique et se dismute

spontanément a pH physiologique pour donner du peroxyde d’hydrogéne.

20, + 2H* > O2 + H202

Au cours de I’inflammation, I’anion superoxyde est généré en grande quantité par les
neutrophiles et les macrophages, qui au contact avec les agents inflammatoires développent la
flambée respiratoire (riche en anion superoxyde) (Jones and Hancock, 2000). Ce processus
implique 1’activation de la NADPH oxydase membranaire induisant la libération de grandes
quantités de ROS.

11.1.2. Peroxyde d’hydrogéne (H202)

Les cellules phagocytaires produisent de grandes quantités d’H.O, au cours de
I’inflammation. Le peroxyde d’hydrogeéne est généralement considéré comme une ROS
hautement réactive, en particulier dans sa capacité a réagir avec les ions Fe?* et Cu* formant

le radical hydroxyl via la réaction de Fenton (Wardman et Candeias, 1996).

Ho0, + Fe?* > OH' + Fe% + OH'
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Figure 5. Sources cellulaires et interconversions des espéces réactives de l'oxygéne et de l'azote
(Beaudeux et al., 2006).

11.1.3. Acide hypochloreux (HOCI)

Au cours de I’inflammation, la MPO transforme le peroxyde d’hydrogéne en acide
hypochloreux (Jones et Hancock, 2000). Ce dernier est un fort agent oxydant, il est 100 a

1000 fois plus toxique que le radical superoxyde ou le peroxyde d’hydrogene.

H0, + CI"+ HY » HOCI + H0

Les cibles du HOCI sont I’inactivation enzymatique, 1’oxydation des groupements thiols
de la membrane plasmique, et la diminution des propriétés d’adhésion de certains composés

de la matrice extracellulaire (Genestra, 2007).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0923253206000214#gr1

11.1.4. Radical hydroxyle (OH")

Le radical hydroxyle est formé a partir du H2O2 ou de I’anion superoxyde par la réaction
de Fenton/Haber-Weiss (Blokhina et al., 2003).

H.O2 + O™ » O,+OH + OH’

Ce radical est produit durant I’inflammation en grande quantité lors des interactions entre
I’0O," et le HOCI, entre le HOCI et le Fe?* ou entre le H,0; et le NO (Kruidenier et VVerspaget,
2002).

L’OH" est considéré comme le radical le plus réactif, inactivant la pyruvate-
déshydrogénase de la mitochondrie, dépolymérisant le mucus du tractus gastrointestinal ou

induisant directement des atteintes oxydatives a I’ADN (Defraigne et Pincemail, 2008).

11.1.5. Monoxyde d’azote (NO")

Le NO" est une molécule de signalisation, synthétisée par le Nitric Oxide Synthase
(NOS). Par sa grande affinité pour le fer, le NO" peut moduler 1’activité de diverses enzymes a
centre héminique telle que la guanylate cyclase. Il peut également interagir avec 1’anion
superoxyde pour donner le peroxynitrite (Figure 5) qui lui-méme peut interagir avec le CO>
pour former des radicaux carbonate (CO3™) et dioxyde d’azote (NO2") qui peuvent oxyder les
protéines ou méme 1I’ADN (Szabo et al., 2007). Le peroxynitrite peut aussi, aprés protonation,

se décomposer en radical OH" et en radical dioxyde d'azote NO2".

ONOO™ + CO2 » CO3"+ NO?’

11.1.6. Peroxynitrite (ONOO")

Le peroxynitrite résulte du couplage rapide de I’anion superoxyde et du monoxyde
d’azote (NO"). Il traverse facilement la membrane plasmique (Marla et al., 1997) et peut soit
interagir directement ou indirectement avec les composants de la cellule.

11.1.7. Oxygene singulet 'O

L’oxygene singulet tres instable résulte de I’activation photochimique de 1’oxygéne.

07} » 10,




Sa formation peut également étre issue de la réaction mettant en jeu le peroxyde

d’hydrogene et I’acide hypochloreux (Delattre et al., 2005).

H.O2 + Oy~ » H,O+ H'+Cl + 10,

11.2. Sources des espéces réactives oxygénées

La production des ROS dans la cellule peut faire intervenir plusieurs processus

enzymatiques et non enzymatiques.

11.2.1. Chaine respiratoire mitochondriale

Des résultats issus d’expériences sur mitochondries isolées ont révélé qu’environ 2 a 3 %
des électrons sont perdus par la chaine respiratoire vont conduire a la formation d’anion
superoxyde (Balaban et al., 2005). En plus, la mitochondrie peut produire des ROS par

oxydation des monoamines via une oxydase membranaire (Ellis et Triggle, 2003).

11.2.2. NADPH oxydase

La NADPH oxydase joue un role fondamental lors de la phagocytose, cette enzyme
présente dans la membrane plasmique des phagocytes, catalyse la formation d'O2™
(Bedard et Krause, 2007).

NADPH oxydase
20, + NADPH > 0, + NADP* + H*

11.2.3. Nitrique oxyde synthase (NOS)

Les NOS sont des enzymes responsables de la synthése du monoxyde d’azote (NO") lors
de la conversion de la L-arginine en L-citrulline. Bien que les NOS soient principalement
responsables de la production du NO°, elles sont capables de générer I’anion superoxyde
(Vasquez-Vivar et al., 1998).

11.2.4. Xanthines oxydoréductases

Les xanthines oxydoréductases catalysant la conversion de 1’hypoxanthine en xanthine
puis en acide urique au cours du metabolisme des purines. La forme oxydée (xanthine

oxydase) est capable de générer 1’anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne
(Harrison 2002).

Xanthine oxydase
Xanthine + 202 + H,0 > Acide urique + 20," + 2H*




11.2.5. Myélopéroxydases (MPO)

Les MPO sont exprimées dans les granules primaires des cellules polynucléaires
neutrophiles et des monocytes. Elles possedent une activité de peroxydation et de chloration.
En effet, elles utilisent le H2O2 pour produire des composés oxydants et catalysent I'oxydation
des ions CI" pour former l'acide hypochloreux (HOCI). Les MPO produisent également des
composés tres réactifs tels que CI°, qui peut générer le radical tyrosyle responsable de la

réticulation des protéines (Podrez et al., 1999).

11.2.6. Lipoxygénase

L'acide arachidonique est le substrat de la lipooxygénase pour la synthese des

leucotriénes. Cette synthése met en jeu une série d’oxydations qui conduisent a la production
des ROS (Bianchi et al., 2002).

11.2.7. Cytochrome P450

Dans le réticulum endoplasmique lisse le cytochrome P450 oxyde les acides gras
insaturés et les xénobiotiques tout en produisant des ROS (Morel et al., 1999). Les
cytochromes P450 mitochondriaux possédent la ferrédoxine qui joue le réle de donneur
d’¢lectrons intermédiaire entre le NADPH et le substrat. Cette réaction est catalysée par la

ferrédoxine réductase qui peut étre responsable de la formation d'O2™ (Rapoport et al., 1995).

11.2.8. Auto-oxydation des molécules

L'auto-oxydation de molécules telles que la dopamine, l'adrénaline, les flavines et les
hydroquinones est une source de formes réactives de 1’oxygéne. Le produit direct de ces auto-

oxydations est souvent 'O, (Misra et al., 2009).

11.3. Conséquences biochimiques du stress oxydant

Les lipides, les protéines et les acides nucléiques sont des cibles privilégiées des attaques
de ROS.

11.3.1. Peroxydation lipidique

En raison de leur haut degré d'insaturation, les membranes riches en acides gras
polyinsaturés (AGPI) sont trés sensibles a lI'oxydation (Hulbert, 2005; Pamplona et al., 2000).
Cette peroxydation des lipides induit une modification de la fluidité, de la perméabilité et de
I'excitabilité des membranes (Hong et al., 2004). L'oxydation des lipides génére des

peroxydes lipidiques qui sont eux-mémes tres réactifs. Elle fournit une grande variété de



produits actifs qui peuvent réagir avec les protéines et I'ADN (Thérond et Blache, 2005), pour
donner des produits spécifiques utilisés comme indicateurs de la peroxydation tels que le
malondialdéhyde (MDA), le acides thiobarbituriqgue (TBARS) et le 4-hydroxynonenal (4-
HNE) (Valko et al., 2006).

11.3.2. Oxydation des protéines

Les protéines sont susceptibles d'étre oxydées par les ROS. Les réactions de cette
oxydation sont influencées par le Cu?* et le Fe?* et peuvent soit, rompre les liaisons
peptidiques modifiant ainsi la chaine protéique, soit qu’ils provoquent des modifications par
l'addition de produits issus de la peroxydation. Ces changements conduisent a une
modification structurale des protéines dont les conséquences sont majeures : perte de la

fonction catalytique, augmentation de la sensibilité aux protéases ...etc. (Levine, 2002).

Les principaux produits de 1’oxydation des protéines sont les carbonyles qui sont utilisés
comme marqueurs du stress oxydant. L’oxydation des protéines est impliquée dans plusieurs
pathologies telles que 1’athérosclérose, les maladies neurodégénératives, la dystrophie

musculaire, I’ischémie-reperfusion, le vieillissement (Stadtman et Levine, 2003).

I1.3.3. Oxydation de ’ADN

L hydroxylation des bases puriques et pyrimidiques sont les altérations les plus
communes de I’ADN nucléaire et mitochondrial attaqueé par les ROS. Une des altérations
fréquentes de I’ADN est I’oxydation de la guanine par le radical hydroxyle formant la 8-
hydroxy-guanine (8-OHG). Ce produit est considéré comme un marqueur de lésions
nucléiques et de carcinogenese (Cadet et al., 2002). Comme pour les autres composes, la
majorité des altérations oxydatives de I’ADN sont induites par le radical hydroxyle. Lorsque
le H2O, échappe aux enzymes de régulation, il peut rejoindre le noyau de la cellule et réagir
avec les ions Fe* et Cu* associés a la chromatine générant ainsi le radical hydroxyle in situ,

qui attaque I’ADN proche (Kruidenier et Verspaget, 2002).

11.3.4. Oxydation des glucides

Le glucose et les protéoglycanes du cartilage sont les cibles glucidiques préférentielles
des ROS. L’oxydation du glucose se fait selon deux mécanismes possibles : soit 1’oxydation
directe du glucose, donnant des dérivés carbonyls susceptibles de réagir avec une protéine
pour aboutir a la formation de produits finaux de glycosylation (PFG), soit la formation d’une

liaison covalente entre un ose et les groupements aminés libres d’une protéine pour donner



une protéine glyquée susceptible d’étre attaquée par des ROS pour former des PFG. Ces
derniers en présence de métaux de transition favorisent la libération d’O." et fragilisent les

parois vasculaires et la rétine chez les patients diabétiques (Halliwell et Gutteridge, 1999).

11.4. Effets pathologiques du stress oxydant

Le stress oxydant est impliqué dans la genese de plusieurs pathologies chroniques ou
dans leurs complications. Il semble que le stress oxydatif est un facteur causal et aggravant de
la sénescence. Le vieillissement cellulaire est aussi le résultat d’un déséquilibre chronique

oxydants/antioxydants et des processus de réparation cellulaire.

Le stress oxydant semble étre impliqué dans de multiples maladies liées au vieillissement,
telles que la maladie d'Alzheimer, l'artériosclérose, la cataracte (Favier, 2006; Mates et

Sanchez-Jimenez, 1999) et les affections cardiovasculaires (Pincemail, 1999).

Les dommages cellulaires causés par les ROS sont d’intensité variable, proportionnelle a
leur taux de production et & leur durée d’action. En effet, Ils peuvent étre :
- Transitoires (mécanisme de destruction des bactéries pathogénes).
- Chroniques modeérés caractérisant diverses pathologies comme les maladies vasculaires,
neurodégéneratives (alzheimer, parkinson), rhumatoides (arthrite, sclérose amyotrophique),
broncho-pulmonaires (asthme, emphyseme).
- Chroniques aigues c’est le cas de la destruction cellulaire par nécrose et apoptose
(Bonnefont-Rousselot, 2002).

I1.5. Systémes antioxydants

Afin de préserver un équilibre du statut redox, les cellules disposent de systémes de
défenses antioxydants enzymatiques et non-enzymatiques. La défense enzymatique est
reconnue comme étant la plus efficace. Les composés antioxydants sont des substances qui, a
faible concentration retardent ou inhibent significativement 1’oxydation de ce substrat.
(Halliwell, 1999).

11.5.1 Systémes antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques représentent la composante la plus importante des

systemes de defense cellulaires contre les attaques oxydatives (Figure 6).

11.5.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)
La SOD est la premiere défense enzymatique contre les ROS, elle assure la dismutation

du radical O." en H:02 permettant ainsi a l’organisme un contrdle du taux de O2"



intracellulaire (Abreu et Cabelli, 2010). Il existe plusieurs types de SOD, a savoir, les SOD
cuivre/zinc (Cu/Zn SOD) dont I’une est cytosolique et I’autre est extracellulaire. Ces deux
formes sont retrouvées aussi bien chez les eucaryotes que chez les bactéries. La SOD
manganése (Mn-SOD) est présente dans les mitochondries et permet de protéger celles-ci des
radicaux O™ qu’elles générent. Une quatrieme forme est la Fe-SOD qui est une SOD

uniquement procaryotique (Thérond et Bonnefont-Rousselot, 2005).

Fe(lll) + OH +"OH ————» Dommage oxydative
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Figure 6. Principales enzymes antioxydantes. La superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la
glutathion peroxydase (GPX), la glutathion réductase (GR), la glutathion S-transférase (GST), le
glutathion sous sa forme réduite GSH et oxydée GSSG. (Hermes-Lima, 2005).

11.5.1.2. Catalase (CAT)

La catalase est une enzyme abondante dans le foie, les globules rouges, dans les
peroxysomes et en plus faible quantité dans le cytosol (Diaz et al., 2012). Elle catalyse la
décomposition du H202 en H20O et O.. Les concentrations élevées de H>O> intracellulaires
entrainent une activation préférentielle de la catalase, tandis que les faibles concentrations
seront prises en charge par la glutathion peroxydase. Ces mécanismes sont trés

complémentaires (Pamplona et Costantini, 2011).



11.5.1.3. Glutathion peroxydase (GPX)

La glutathion peroxydase (GPx) agit en synergie avec la SOD, puisque son réle est
d’accélérer la dismutation du H2O». Lors de cette réaction 2 molécules de glutathion réduit
(GSH) sont oxydées (GSSG) (Brigelius-Flohe et Kipp, 2009). Il existe également une
glutathion peroxydase associee a la membrane mitochondriale, la phospholipide-
hydroperoxyde glutathion peroxydase (PHGPx) qui est spécifiquement impliquée dans la

diminution de la peroxydation lipidique (Nomura et al., 2000).

11.5.1.4. Glutathion Réductase (GR)

La GR régénére le GSH a partir du GSSG grace au NADPH, utilisé comme donneur
d’¢lectrons. En effet, la concentration cellulaire en glutathion étant limitée, il est nécessaire de
le réduire constamment pour que la GPx maintienne sa fonction. Ces deux enzymes sont

présentes dans le cytosol et dans les mitochondries (Valko et al., 2007).

11.5.1.5. Peroxyrédoxines

Les peroxirédoxines (Prx) forment une famille de peroxydases a groupement thiol
capables de réduire les peroxydes. Il existe 6 isoformes de Prx localisés principalement dans
le cytoplasme et les mitochondries. Leur activité catalytique est plus faible que celle de la
catalase ou des GPx mais elles possédent une forte affinité pour le H2O.. Les Prx pourraient
ainsi étre plus efficaces pour éliminer des niveaux faibles de peroxyde d’hydrogéne
(Rhee et al., 2005).

11.5.2 Systemes antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants non-enzymatiques, sont soit d’origine endogéne (glutathion, acide
urique, bilirubine, ubiquinol...etc.) soit exogéne apportés par 1’alimentation (vitamines,

polyphénols, caroténoides... etc.).

I1.5.2.1. Antioxydants non enzymatiques d’origine endogéne
a) Glutathion (GSH)

Le glutathion est un tripeptide formé par la condensation d'acide glutamique, de cystéine
et de glycine. Il est le substrat de plusieurs enzymes antioxydantes (Li et al., 2004). Il peut
régénérer la vitamine E et réagir avec les radicaux OH" et O, directement et ainsi interrompu
la chaine d’oxydation. Il se présente alors sous la forme d’un radical GS® et se lie a une autre
molécule de glutathion radicalaire pour former le glutathion oxydé sous forme disulfure

(GSSG). Le ratio GSH/GSSG est souvent utilis¢é comme marqueur du niveau d’oxydation



d’une cellule. Le maintien d’un niveau élevé de glutathion est essentiel pour prévenir les

dégats oxydatifs (Hermes-Lima, 2005).

b) Bilirubine

La bilirubine est un produit du catabolisme de I’hémoglobine. Il se lie a 1’albumine et
empéche sa pénétration dans les tissus riches en lipides. La bilirubine est un piégeur
d’oxygene singulet et de radicaux peroxyles, il protége ainsi 1’albumine et les acides gras qui

y sont associés des attaques radicalaires (Thérond et Bonnefont-Rousselot, 2005).

¢) Acide urique

L’acide urique est le produit de I’oxydation de 1’hypoxanthine et de la xanthine par la
xanthine oxydoréductase. A pH physiologique, il est sous forme ionisée pouvant interagir
avec les radicaux hydroxyles et conduisant a la formation de 1’espéce radicalaire UrH™ stable,
qui peuvt étre réduite par 1’ascorbate pour régénérer 1’acide urique. L’acide urique protége les
protéines de la nitration en réagissant avec le peroxynitrite, comme Il peut chélater les ions

métalliques (Whiteman et al., 2002).

d) Ubiquinones et Cytochrome C

Les ubiquinones, sous leur forme semi-radicalaire, jouent un role fondamental dans la
production de ROS. Inversement, il a été rapporté que la forme "ubiquinol™ agissait comme
antioxydant (Power et Lennon, 1999). L ubiquinol protége les membranes de la peroxydation
lipidique par une diminution de la formation et de la propagation de radicaux pyroxyles.
L’ubiquinone est également impliquée dans la régénération de la vitamine E ce qui amplifie

son réle protecteur contre les ROS (Packer et al., 1997).

Le cytochrome C présent dans I'espace intermembranaire a un role de détoxification en
captant 1'¢lectron libre d’O>™ produit au niveau de la chaine respiratoire. Ainsi réduit, il céde

cet électron au complexe 1V formant du cytochrome C oxydé et de I'H20 (Skulachev, 1998).

11.5.2.2. Antioxydants non enzymatiques d’origine exogéne
a) VitaminesE et C

La vitamine E (a-tocophérol) est le principal antioxydant liposoluble dans le plasma et les
érythrocytes. Situé dans les lipoprotéines et les membranes, il est capable de piéger I’oxygene

singulet et de réagir avec le radical hydroxyle et former le radical tocophéryle. L’a-tocophérol



peut étre régénéré lors de la réduction du radical tocophéryle (Figure 7) par la vitamine C
(Brigelius-Flohe et al., 1999). Ce dernier est le plus fréguemment présent sous forme
d’ascorbate et est considéré comme I’antioxydant le plus important des fluides
extracellulaires. C’est un piégeur trés efficace de 1’ensemble des ROS. Il réagit
particulierement avec les peroxyles aqueux en formant le radical ascorbyle ce qui protége les

lipoproteéines et les membranes de la peroxydation lipidique (Roussel et al., 2005).
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Figure 7. Régénération de la vitamine E par I’acide ascorbique (Guilland, 2011).
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b) Caroténoides

Les caroténoides sont des molécules liposolubles capables de réagir avec les radicaux
libres par le transfert d’électron ou d’hydrogéne ou par liaison avec un radical. Ils sont
capables de régénérer la vitamine E et sont eux-mémes régénérés par la vitamine C (Hermes-
Lima, 2005).

c) Oligoéléments

Toutes les enzymes antioxydantes requiérent un oligoélément comme cofacteur pour
maintenir leur activité catalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale a besoin de manganése, la
SOD cytosolique de cuivre et de zinc, la catalase de fer et la GPx de sélénium. Cependant,
certains d’entre eux comme le fer, lorsqu'ils sont en exces peuvent avoir une action

prooxydante via les réactions de Fenton et Haber-Weiss (Roussel, 2009).

d) Polyphénols

Les polyphénols, naturellement présents dans les aliments ou formés au cours des
procédés de transformation, peuvent agir en tant qu’antioxydants selon divers mécanismes
(Shahidi et al. 2003).



i) Inhibition des enzymes par action directe sur la protéine ou par action sur leur transcription
(Havesteen, 2002).

i) Chélation des ions métalliques : divers polyphénols sont considérés comme de bons
chélateurs des ions métalliques (Brown et al., 1998). Les études menées par Van Acker et al.
(1996) sur la chélation des ions du fer par certains flavonoides ont mis en évidence les sites
essentiels (groupement 3’-hydroxy et 4’-hydroxy du cycle B, les groupements 3-hydroxy et 4-
oxo du cycle C, et les groupements 4-oxo et 5-hydroxy du cycle A) pour la chélation des ions

métalliques (Figure 8).

iii) Piégeage des radicaux libres : les polyphénols, plus particulierement les flavonoides (FI-
OH), sont capables de réduire rapidement les radicaux superoxydes, peroxyles (ROQO),

alkoxyles (RO") et hydroxyle par transfert d’hydrogéne (Jovanovic et al., 1994) :

FI-OH + X* » FI-O"+ XH
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Figure 8. Sites probables de la chélation des ions métalliques (Me"*) par les flavonoides (Van Acker
et al., 1996).



1. LA PLANTE ANACYCLUS CLAVATUS (DESF.) PERS.

Anacyclus clavatus (desf.) pers. est une plante herbacée de la famille des Astéracées.
Communément connue par Anacycle en massue, en Algérie, elle est connue sous le nom

Gartoufa.

I11.1. Aspect botanique et classification

Anacyclus clavatus est largement distribuée dans les pays méditerranéens, elle s'adapte
aux environnements humides et ouverts, et se développe habituellement aux bords des routes
et des champs (Quezel et Santa, 1963). En Algérie le genre Anacyclus est représenté par deux
espéces, a savoir Anacyclus pyrethrum L. et Anacyclus clavatus Pers. (Julien, 1894).

Anacyclus clavatus est une plante annuelle herbacée verte-blanchatre (Figure 9), avec un
cycle végétatif tres court fleurissant entre avril et juin, pubescente de 20 a 50 cm, a tige de 20-
40 cm, les feuilles sont bipennatiséquées a segments tres étroits. Les fleurs sont hétérogames
et recueillies dans des capitules terminaux rayonnés de 2.5 a 3 cm de diameétre. Selon

Cronquist (1981) sa classification est comme suit :

Regne : Plantae
Sous-regne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Anacyclus

Espéce : Anacyclus clavatus (desf.) pers

111.2. Usage traditionnel

Plusieurs espéces d’Anacyclus ont été utilisées en médecine traditionnelle, comme par
exemple, Anacyclus pyrethrum, Anacyclus radiatus, Anacyclus valentinus, Anacyclus
cyrtolepodioide, et Anacyclus clavatus. Anacyclus clavatus est connue depuis 1’antiquité pour
ses propriétés médicinales. Ses feuilles et ses tiges sont utilisées comme aliments dans les
salades ou compote et comme tisanes digestives (Tardio, 2006; Pardo de Santayana et
Morales, 2010) et comme drogue active contre les troubles digestifs (Benitez, et al., 2010) et
les ulceres gastriques (Pottier Alapetite, 1981). Elle est également utilisée sous forme de

platre comme anti-inflammatoire (Pardo de Santayana et Morales, 2010). Les racines sont



utilisées pour traiter diverses pathologies, elles sont particulierement efficaces contre les

infections de la peau, notamment les maladies fongiques.

111.3. Etude phytochimique

Anacyclus clavatus a fait 1’objet de peu d’études chimiques. La présence de flavonoides
et terpénoides a été montrée (Harald, 1978; Benitez et al., 2010) . Les huiles essentielles des
parties aériennes ont été analysées et un total de 98 et 106 composés volatils ont été identifiés
(Aliboudhar et al., 2013). Le Germacréne D est le constituant majeur des huiles essentielles
des feuilles et des tiges suivie par 6-¢lémeéne puis a-caryophylléne, tandis que le B-thuyone est
le principal constituant des fleurs suivie par le monoterpéne artemisia cétone puis le myrténal.
En outre, le 1,8-cinéole, myrténol, terpinéne-4-ol, a-cadinol, muurolol, a-B pinene, B-
terpinéne et le myrcéne sont présents dans les huiles essentielles d’Anacyclus clavatus
(Aliboudhar et al., 2013).

Figure 9. Photographie montrant 1’aspect morphologique de la plante Anacyclus clavatus.

I11.4. Propriétes biologiques

Des activités antioxydante, antiinflammatoire, antibactérienne, antifongique,
antidiabétique ainsi qu’insecticide ont été signalées pour 1’Anacyclus pyrethrum, une espéce
du méme genre que [’Anacyclus clavatus.

Les études de Hammami et al. (2012) ont montré que les huiles essentiels d’Anacyclus
clavatus possedent une activité antibactérienne envers Pseudomonas aeruginosa, et une
activité antifongique plus importante contre Candida albicans, Candida glabrata, Candida



krusei et Candida parapsilosis. Selles et al. (2012) ont montré que 1’Anacyclus pyrethrum
dispose de propriétés bactériostatiques vis-a-vis de Listeria monocytogenes, Bacillus Cereus
et Staphylococcus aureus. Ces mémes auteurs ont rapporté que I’extrait méthanolique de la
partie aérienne de I’Anacyclus pyrethrum posséde un effet antioxydant remarquable en
piégeant le radical DPPH avec ICso de 0.056 mg/ml et un pouvoir réducteur important avec
une ICsg de 0.10 mg/ml. L’extrait méthanolique de feuilles et des tiges et I’extraits acétonique
de fleurs ont montré une activité anti-radicalaire trés élevée envers Les radicaux DPPH
(Aliboudhar et al., 2013).

L'activité anti-inflammatoire des extraits d’Anacyclus clavatus a été évaluée en
examinant leur capacité a inhiber la synthése des cytokines stimulée par iNOS. Rimbau et al.
(1999) ont montré que les extraits aqueux, méthanolique et chloroformique de Anacyclus
pyrethrum posséde une activité anti-inflammatoire en inhibant 1’cedéme de 1’oreille des rats
induit par ’acide arachidonique ou par la carragénine. L’activité anti-diabétique et I’effet sur
la prolifération de cellules endothéliale ont été aussi rapportés (Local Food-Nutraceuticals
Consortium, 2005).

Les huiles essentielles de 1’Anacyclus clavatus ont été testés pour des propriétés
anticancereuses, en particulier I’a-cadinol, qui a montré une toxicité sélective contre les
cellules humaines d'adénocarcinome du colon (Sylvestre, 2006). Le B-elémene a été utilisé
comme medicament anti-tumoral (Yi-Qun, 2008). Le 1,8-cinéole, terpinene-4-ol et a-
terpinéne qui sont présents dans les huiles essentielles ont une grande activité insecticide
(Lee, 2004).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Local%20Food-Nutraceuticals%20Consortium%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Local%20Food-Nutraceuticals%20Consortium%5BCorporate%20Author%5D
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MATERIEL ET METHODES

I. Matériel

1.1. Animaux

Des souris Swiss albinos males et femelles, de poids variant entre 25 et 30 g, ainsi que
des rats femelles Albinos Wistar pesant entre 170 et 210 g ont été utilisées dans cette étude.
Ces animaux ont été procurés aupres de ’Institut Pasteur d’Alger. Des groupes comportant
7 rats ou 10 souris ont été hébergés dans des cages de polypropylene a une température
ambiante, avec acces libre & I’eau et & une alimentation standard fournie par 1’Office National
des Aliments de Bétails (ONAB) de Béjaia. Les animaux sont adaptés pendant 7 jours avant

leur utilisation.

1.2. Matériel végétal

La plante Anacyclus clavatus (A. clavatus) a été récoltée au mois de mai 2012 de la
région de Bougaa, Sétif. L’identification a été faite par Dr. Boulachab N. (Faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie, Université de Sétif 1). La partie aérienne a été séchée a

I’ombre et a température ambiante puis stockée a I’abri de la lumiére jusqu'a son utilisation.

1.3. Produits et Réactifs

Les réactifs chimiques utilisés dans la présente étude sont : Indométacine, ferrosine [3-
(2-pyridyl)-5, 6-bis (4-phenyl-sulfonicacid)-1, 2, 4-triazine)], chlorure ferreux (FeCly),
(FeCl3), acide ethylenediamine tétraacétique (EDTA), acide trichloracétique (TCA),
thiocyanate de potassium (KCN), 1,1- diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH), réactif de Folin-
Ciocalteu, acide gallique, acide tannique, quercétine, ferricyanide de potassium [KzFe(CN)g],
Na,COs, Tween 20, A carragénine, carboxymethyl cellulose (CMC), aspirine et huile de
croton provenant de sigma (Allemagne). Acide linoléique et 2,6 di-tert-butyl-4-methyl phenol
(BHT) proviennent de Fluka (France). Les sels utilisés pour la préparation des tampons sont
obtenus aupreés de Panreac (Espagne). Les solvants sont de grade analytique et obtenus aupres

de Riedel-de Haén, Prolabo et Sigma.

1.4. Solutions de travail

- Solution de I’huile de Croton 5,33 mg/ml : préparée en solubilisant 1’huile de croton dans
I’acétone. Ensuite I’eau distillée est ajoutée jusqu'a I’obtention du rapport acétone/eau
(1:2).



- Solution tampon PBS : préparée en mélangeant progressivement la solution de NaH2PO4
2H20 (50 mM) avec la solution de NazHPO4 2H20 (50 mM) jusqu’a I’obtention d’un pH
égale a 7,4. Le mélange obtenu est ensuite supplémenté par du NaCl (150 mM).

- Les solutions de I’extrait méthanolique et aqueux d’Anacyclus clavatus et de 1’indométacine
utilisées in vivo sont fraichement préparées dans du NaCl 0.9%.

- Acide gallique (200 pg/ml) : préparé dans I'eau distillée.

- Carbonate de sodium Naz COs (7,5 %) : préparé dans I'eau distillée.

- Réactif de Folin : dilué au 1/10 avec de I'eau distillée.

- Quercétine (100 pg/ml) : préparée dans le méthanol.

- AICI3 (2 %) : préparé dans le méthanol.

- Acide tannique (2 mg/ml) : préparé dans le méthanol.

- Solution de DPPH (0,1 mM) : préparée dans 1’éthanol.

- BHT (2 mg/ml) : préparé dans le méthanol.

- Ferrosine (5 mM) : préparée dans le méthanol 80%.

- FeCl; (0,6 mM) : préparée dans I'eau distillée (pour test de chélation du fer ferreux).

- FeCl; (0,4%) : préparé dans de I’HCI 3,5% (pour test de peroxydation de I’acide linoléique).

- EDTA (1 mg/ml) : préparé dans I'eau distillée.

- Thiocyanate de potassium (30 %) : préparé dans 1’eau distillée.

- FeCls (0,1 %) : préparé dans I’cau distillée.

- TCA (10 %) : préparé dans le tampon PBS (0.2 M, pH 6,6).

- KsFe(CN) 1% : préparé dans le tampon PBS (0.2M, pH 6,6).

- Carragénine 1% : préparé dans le NaCl 0.9 % stérile.

-Aspirine (200 mg/kg) : préparé dans du NaCl 0.9 % contient 1 % du CMC.

1. Méthodes

I1.1. Préparation de I’extrait aqueux

L’extrait aqueux est préparé selon la méthode de Ferreira et al. (2006). 50g de poudre de
la partie aérienne broyée sont mis a bouillir pendant 20 minutes dans 500 ml d’eau distillée.
Apreés filtration, I’extrait récupéré est soumis a une centrifugation. La solution obtenue est
séchee pour obtenir une poudre brune foncée qui est conservée a -32°C jusqu’a son

utilisation.

11.2. Préparation de I’extrait méthanolique

L’extrait méthanolique est préparé selon la méthode de Mohamed et Naghibi (2010). La
partie aérienne est broyée puis soumise a macérer dans un mélange méthanol/eau (8 : 2 V/V)
a un rapport de 10g/100 ml sous agitation douce pendant 24 heures a tempeérature ambiante.



Le mélange est filtré et le filtrat est conservé a 4°C tandis que le précipité est soumis a une
deuxieme macération avec un mélange méthanol/eau (5:5 V/V). Les deux filtrats sont
mélangés puis soumis & une évaporation du méthanol sous pression réduite a 45°C dans un
rotavapeur (BUCHI). Aprés séchage, la poudre brune foncée obtenue est conservée a -32°C

jusqu’a son utilisation.

11.3. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en composés phénoliques des extraits d’Anacyclus clavatus a été estimée par la
méthode au Folin-Ciocalteu décrite par Li et al. (2007). Cette méthode se base sur la
réduction en milieux alcalin de la mixture phosphotungstique phosphomolybdique du réactif
de Folin par les groupements oxydables des composes phénoliques, conduisant a la formation
des produits de réduction de couleur bleue. Ces derniers présentent un maximum d’absorption
a 765 nm, P’intensité étant proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans
I’échantillon (Georgé et al., 2005). Briévement, Un volume de 100 pl des solutions d’extraits
a différentes concentrations sont ajoutées a 500 pl de réactif de Folin-Ciolcalteu (10%). Apres
4 min, 400 ul de carbonates de sodium (75 g/l) sont additionnés. Le melange est laisse réagir

pendant 2 heures a température ambiante, puis la lecture est faite a 765 nm.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression
de la gamme d’étalonnage (Figure 10A) établie avec I’acide gallique (0 - 200 pg/ml) et est
exprimée en pg d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg

d’extrait).

11.4. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides des 2 extraits a été estimée par la méthode décrite par Bahorun
et al. (1996). Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle libre en positon susceptible
de donner, en présence de chlorure d’aluminium, un complexe jaunatre par chélation de ’ion
Al*3. La coloration jaune produite est proportionnelle & la quantité de flavonoides présente
dans I’extrait (Basli et al., 2012). Un millilitre de la solution d’ALCl3 (2%) est ajouté a 1 ml
de la solution de 1’échantillon ou standard (préparés dans le méthanol) contenant différentes
concentrations. Le mélange est laissé réagir pendant 10 min puis la lecture est faite a 430 nm.

La concentration des flavonoides dans les extraits est déduite a partir d’une gamme
d’étalonnage établie avec la quercétine (0-14 pg/ml) et exprimée en microgramme

d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait) (Figure 10B).
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Figure 10. Droite d'étalonnage de I'acide gallique (A), de la quercétine (B) et de I’acide tannique (C).



I1.5. Dosage des tannins

La détermination de la teneur en tannins des extraits aqueux et methanolique d’Anacyclus
clavatus est réalisée par le test de précipitation de 1’hémoglobine en utilisant le sang frais des
bovins suivant la méthode décrite par Hagerman et Butler (1989). Brievement, un volume de
sang hémolysé est mélangé avec un volume de la solution des extraits ou d’acide tannique a
différentes concentrations. Le mélange est laissé réagir pendant 20 min a température
ambiante, puis soumis a une centrifugation (4000 rpm /10 min a 4°C). La lecture est faite a
576 nm contre I’eau distillée. Une gamme d’étalonnage est établie avec ’acide tannique
(0-550 pg/ ml) (Figure 10C). La teneur en tannins des extraits est exprimée en microgramme
d’équivalents d’acide tannique par milligramme d’extrait. Le taux de précipitation de

I’hémoglobine des 2 extraits est calculé selon la formule suivante :
Pourcentage de précipitation (%) = [(Ac - At) / Ac] x 100

A : absorbance du contréle.
At : Absorbance du test.

11.6. Activité anti-inflammatoire des extraits d’Anacyclus clavatus

11.6.1. Induction de I’cedéme de I’oreille par I’huile de croton chez la souris

L’cedéme de I’oreille est induit par I’huile de croton, selon la méthode de Manga et al.
(2004). Les souris recoivent 15 ul d’une solution acétone—eau (1:1) contenant 80 ug d’huile
de croton par application locale sur la face interne de 1’oreille droite a I’aide d’une
micropipette. Les groupes de souris traités ont recu localement les 2 extraits a 2 mg/oreille et
0,5 mgloreille d’indométacine, simultanément avec 1’agent phlogogénique. Les souris du

groupe témoin regoivent uniquement la solution de 1’huile de croton.

L’épaisseur de I’oreille est mesurée a I’aide d’un pied a coulisse digital avant le
traitement et 6 heures apres I’induction de I’inflammation. La différence de 1’épaisseur est
calculée. Le pourcentage d’inhibition de I’cedeme est défini par rapport au groupe témoin

selon la formule suivante :

% Inhibition = (A Témoin — A Traité / A Témoin) x 100

11.6.2. Induction de I’cedéme de la patte par la carragénine chez le rat

L’cedéme plantaire est induit par la carragénine selon la méthode de Winter et al. (1962).
Les rats des groupes traités ont recu par voie orale les extraits méthanolique et aqueux aux
doses de 200 et 400 mg/kg et I’aspirine (200 mg/kg) une heure avant I’induction de

I’inflammation par l'injection de 0,1 ml de la carragénine a 1% sous l'aponévrose plantaire de



la patte postérieure droite du rat. Cependant, les rats du groupe témoin (contrdle positive) ont
recu oralement 2 ml d’une solution de NaCl 0.9 % une heure avant I’induction de

I’inflammation.

La taille de I’cedéme a été suivie par la mesure du volume de la patte enflammée 6 heures
aprés l’injection de 1’agent phlogogéne a 1’aide d’un pléthysmometre (UGO Basile,
Allemagne). La différence de volume avant et apres I’injection de la carragénine est calculée.
Le pourcentage d’inhibition de 1’cedéme est défini par rapport au groupe témoin selon la

formule suivante :
% Inhibition = (A Témoin — A Traité / A Témoin) x 100

11.6.3. Induction de la pleurésie chez le rat

La pleurésie induite par la carragénine chez le rat a été evaluée selon la méthode de
Cuzzocrea et al. (2002). Dans cette étude, des groupes de 5 a 7 rats sont utilisés. Les rats
traités ont regu par voie orale 2 ml d’extrait méthanolique ou aqueux d’Anacyclus clavatus
(400 mg/kg) ou de I’aspirine (200 mg/kg) 1 heure avant 1’injection de 0.2 ml de la carragénine
a 1% dans la cavité pleurale. Les rats du groupe témoin (contréle positif, C*) ont recu 2 ml de

NaCl 0.9% par voie orale 1 heure avant 1’injection de la carragénine.

Une incision dermique au niveau du sixiéme espace intercostal droit des rats légerement
anesthésiés est pratiquée, ensuite 0,2 ml de la carragénine (1%) sont injectés dans la cavité
pleurale. L’incision est refermée par des points de suture et I’animal est réanimé. Quatre
heures plus tard, les rats sont asphyxiés par une forte dose de chloroforme. Leur cage
thoracique est prudemment ouverte, la cavité pleurale est ensuite rincée par 2 ml de NaCl 0.9
% stérile contenant de ’EDTA afin de récupérer I’exsudat qui s’est formé. Le volume de

I’exsudat produit par chaque animal est déduit en appliquant la formule suivante :

Vex = Vit -Vs

Vex : volume de I’exsudat.
V¢ : volume total récuperé.
Vs : volume de la solution de lavage.

Afin de récupérer les PMNs ayant migrés vers la cavité pleurale de chaque rat, les
exsudats sont soumis a une centrifugation & 1000 rpm pendant 10 min a 4°C. Les
polymorphonucléaires neutrophiles (PMNSs) sont alors récupérés dans le culot. Les hématies
sont ¢liminées par une hémolyse rapide par addition de 1 ml d’eau distillée fraiche. Apres 30

secondes 5 ml de PBS frais sont ajouteés. La suspension cellulaire est ensuite centrifugée a



1000 rpm/10 min a 4°C. Cette opération est répétée 2 ou 3 fois pour obtenir un culot blanc.
Les PMNs récupérés dans le culot sont suspendus dans le PBS et gardés dans la glace. Le
nombre de PMNSs de I’exsudat est déterminé par comptage a 1’aide d’une cellule de Thoma.
Pour cela, 50 pl de la suspension cellulaire sont mélangés a 450 pl de la solution turk (1/10).
Une goutte de la suspension cellulaire colorée est ensuite déposée a 1’aide d’une micropipette,
contre une lamelle montée sur la cellule de Thoma. Les PMNs sont comptés dans les 16
carreaux de la cellule a 1’aide de I’objectif X10 d’un microscope (Zeiss, Germany). La

concentration cellulaire est ensuite déduite par la formule suivante :

[C]= N x 10 x 10*

[C] : Nombre des cellules/ml.

N : Nombre de cellules comptées dans les 16 carreaux.

10 : Le facteur de dilution.

10* : Facteur spécifique de la cellule de Thoma, utilisé pour obtenir le nombre de cellules dans 1 ml.

Les pourcentages d’inhibitions de la migration des PMNs dans la cavité pleurale des rats
traités sont calculés par rapport au groupe contréle (non traité) considéré comme le 100% de

migration en appliquant la formule suivante :

% inhibition = (Nc Nt / N¢) x 100

Nc : Nombre de PMNs récupérés dans la cavité pleurale des rats controles.
Nt : Nombre de PMNSs récupérés dans la cavité pleurale des rats traités.

I1.7. Activité antioxydante des extraits d’Anacyclus clavatus

11.7.1. Effet piégeur du radical libre DPPH*

L’activité antiradicalaire des extraits d’Anacyclus clavatus a été évaluée selon le
protocole décrit par Que et al. (2006), en utilisant le DPPH* comme un radical libre stable.
Dans ce test, les antioxydants comme donneur de proton réduisent le diphényl picryl
hydrazyle ayant une couleur violette en diphényl picryl hydrazine avec une couleur jaune,
dont I’intensité est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants. Un volume de
500 pl de la solution de DPPH" (0.1mM) est ajouté a 500 ul des solutions d’extraits ou
standard (BHT) & différentes concentrations, le mélange est incubé a 1’obscurité pendant 30
min puis I’absorbance est lue a 517 nm. Le contrdle contient tous les réactifs a 1’exception de
I’échantillon a tester qui est remplacé par un volume égal de méthanol. L’activité

antiradicalaire est déterminée selon 1’équation suivante :
Activité antiradicalaire (%) = [(Ac - At)/Ac] x 100

A : Absorbance du contrdle.
At : Absorbance du test.



Pour mieux caractériser le pouvoir antiradicalaire, 2 autres parametres sont calculés : la
concentration effectrice a 50% (ECso = ICs0/mg de DPPH/mI) et le pouvoir antiradicalaire
(APR) qui n’est que I’inverse de I’ECso (APR = 1/ECx).

11.7.2. Chélation du fer ferreux

Le pouvoir chelateur des 2 extraits etudies a eté déterminé selon la méthode de Le et al.
(2007) qui se base sur I’inhibition de la formation du complexe Fe(ll)-Ferrosine apres
traitement des échantillons avec les ions Fe?*. Des solutions d’extraits et de I’antioxydant de
référence (700 pl) a differentes concentrations sont initialement mélangées avec 50 pl de
FeCl> (0.6 mM). Aprés 5 min, 50 pl de Ferrosine (5 mM) sont additionnées au milieu
réactionnel. Le mélange est bien agité puis laissé réagir pendant 10 min & température
ambiante, le contrdle contient tous les réactifs a 1’exception de 1’échantillon a tester qui est

remplacé par un volume égal de methanol.

Les lectures sont effectuées a 562 nm et I’effet séquestrant des échantillons vis-a-vis du

fer est exprimé en pourcentage de chélation selon 1’équation suivante :
Activité chélatrice (%) = [(Ac - At)/Ac] x 100

Ac : Absorbance du contréle.
At : Absorbance du test.

Pour mieux exprimer 1’efficacité des extraits, leur activité chélatrice est exprimee en mg

d’équivalent EDTA/g d’extrait.

11.7.3. Peroxydation de I’acide linoléique

L’activité antioxydante totale des extraits étudiés est déterminée selon la méthode de
thiocyanate ferrique décrite par Gulcin et al. (2005) avec de légéres modifications.
Premierement, une émulsion d’acide linoléique est préparée en mélangeant 0,028 g d’acide
linoléique, 0,028 g de Tween 20 et 10 ml de solution tampon phosphate (0,04 M, pH 7.0). Le
milieu réactionnel contient 600 pl de solutions d’extraits ou de I’antioxydant standard (BHT)
a une concentration bien définie (50 pg/ml) et 600 ul de I’émulsion d’acide linoléique. Le
contrdle contient tous les réactifs sauf I’échantillon a tester (extraits ou antioxydant standard)
qui est remplacé par un volume égal de la solution tampon. Aprés agitation, le mélange est
incubé a 25°C a D’obscurité. La lecture est faite aprés 15 min d’incubation puis chaque 24

heures pendant 96 heures, en mélangeant 1ml d’éthanol, 20 pl KCN, 20 pl d’échantillon et 20



pl de FeCl2 et aprés 3min, 1’absorbance est lue & 500 nm contre un blanc d’éthanol. Le

pourcentage d’inhibition de la peroxydation lipidique est calculé selon 1’équation suivante :
Inhibition de la peroxydation (%) = [(Ac - At)/Ac] x 100

Ac : Absorbance du contrdle.
At : Absorbance du test.

11.7.4. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur des extraits aqueux et méthanolique d’Anacyclus clavatus est
mesuré par la réduction directe de Fe**(CN)s en une forme ferreuse Fe?*(CN)s qui est
déterminée par la détection spéctrophotométrique du complexe (Fe3*)s[Fe?*(CN)s]® ayant une
forte absorption a 700 nm (Le et al., 2007). Différentes concentrations d’extraits ou de BHT
sont mélangées avec 2,5 ml de tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 2,5 ml de ferricyanide de
potassium [KsFe(CN)e] a 1%. Aprés 20 minutes d’incubation a 50°C, 2,5 ml de TCA (10%)
sont additionnés au milieu réactionnel, le mélange est centrifugé a 3000 rpm pendant 10
minutes. Ensuite, 2,5 ml de surnageant sont mélangés avec 2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml de
FeClz (0,1%) et 1’absorbance est lue a 700 nm contre un blanc sans FeClz. Les ECso sont

calculées a partir du graphe de 1’absorbance en fonction de la concentration de 1’échantillon.

11.8. Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués in vitro sont exprimés sous forme de moyenne + SD et
moyenne + SEM, pour les tests in vivo. Les ECx et les ICso sont calculées par la régression
linéaire a partir de la courbe [% inhibition = f (concentrations)]. La signification des
différences entre le controle et les différents tests est déterminée par le test ANOVA univariée
suivi du test de Dunnett/Tukey pour les comparaisons multiples. Les différences sont

considérées statistiquement significatives au seuil de 0,05 (p <0,05).
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RESULTATS ET DISCUSSION
RESULTATS

I. Préparation des extraits d’Anacyclus clavatus

Les extraits aqueux et méthanolique obtenus ont [I’aspect d’une poudre fine
hygroscopique de couleur brune foncé. Le rendement de 1’extraction méthanolique est de 19

%, tandis que celui de 1’aqueuse est de 17 %.

I1. Dosage des polyphénols totaux, des flavonoides et des tannins

La teneur en polyphénols totaux, en flavonoides et en tannins des extraits aqueux et
méthanolique de 1’Anacyclus clavatus ont été déterminées par méthodes au Folin-Ciocalteu,
au trichlorure d’aluminium et celle de la précipitation de I’hémoglobine respectivement. Les
résultats montrent que ’extrait méthanolique est plus riche en polyphénols et en tannins que

I’extrait aqueux (tableau 5), par contre 1’extrait aqueux est plus riche en flavonoides.

Tableau 5. Teneur en polyphénols totaux, flavonoides et tannins des extraits aqueux et méthanolique
d’Anacyclus clavatus.

_ Polyphénols Flavonoides Tannins
Extrait pg d’équivalent d’acide pg d’équivalent de pg d’équivalent d’acide
gallique / mg d’extrait quercétine / mg d’extrait | tannique / mg d’extrait
Extrait aqueux 79,06 + 3,24 16,39+ 1,38 31,14 £2,27
Extrait méthanolique 131,30 + 6,88 9,96 + 0,43 39,21 £ 6,55

Les valeurs représentent la moyenne de 3 a 4 essais + SD.

I11. Activité anti-inflammatoire des extraits d’Anacyclus clavatus

IIL.1. Effet des extraits sur ’cedéme de I’oreille induit par ’huile de croton chez la souris
L’effet anti-cedémateux de I’extrait méthanolique et aqueux d’Anacyclus clavatus a éeté
évalué sur I’cedéme de 1’oreille induit par 1’huile de croton chez la souris qui est un modéle de

I’inflammation aigué.

Les souris du groupe témoin n’ayant recu que la solution d’huile de croton ont développé

au bout de 6 heures un cedéme caractérisé par une augmentation de 1’épaisseur de 94 £ 9,7 um

Le traitement par 2 mg/oreille de I’extrait méthanolique a induit chez les souris une

atténuation tres significative (p<0,001) de I’inflammation par rapport aux souris du groupe



témoin. L’augmentation de 1’épaisseur au bout de 6 heures est de 20 £ 8,3 um. L’inhibition
est donc de 84%. Cette inhibition est supérieure a celle exercée par 1’indométacine utilisée
comme anti-inflammatoire de référence. En effet, I’augmentation de I’épaisseur de 1’cedéme 6
heures aprés traitement par 0.5 mg/oreille d’indométacine est de 26 + 3,7 um, ce qui
correspond a une inhibition de 70% (Figure 11A). L’extrait aqueux donne le méme résultat

que I’extrait méthanolique (Figure 11B).

I11.2. Effet des extraits sur I’cedéme de la patte induit par la carragénine
Dans le modéle de l'cedéme aigue de la patte du rat, I’injection sous-plantaire de la
carragénine chez le groupe contréle positif a provoqué un cedéme dont le maximum du

volume est environ 78 % de 4h a 6h aprés I’injection (Figure 12A).

Le prétraitement oral des rats par les 2 extraits d’Anacyclus clavatus ou I’aspirine
prévient de facon significative la formation de I'eedéme. En effet, chez les rats traités par 200
ou 400 mg/kg d'extrait méthanolique, les pourcentages d'augmentation de 1’cedéme 6h apres
I’injection de la carragénine sont 27 % et 19 % respectivement, ce qui correspond a des taux
d’inhibition de 64 % et 74% respectivement. Ces inhibitions sont similaires a celle de
I'aspirine. Avec les mémes doses, I’extrait aqueux exerce un effet anti-cedémateux avec des
taux d’inhibition de 80 % et 65 % respectivement. A 200 mg/kg, cette inhibition est meilleure

que celle obtenue avec 1’aspirine (Figure 12B).

111.3. Effet des extraits sur la pleurésie induite par la carragénine chez le rat

L’étude de l’effet des 2 extraits de la partie aérienne d’Anacyclus clavatus sur
I’exsudation et le recrutement des neutrophiles vers le site enflammé a été réalisée en utilisant
le modéle de la pleurésie induite chez le rat par injection intrapleurale de 0.2 ml de la
carragenine 1%. Quatre heures apres I’injection, le volume de 1’exsudat pleural et le nombre

de PMNs qu’il contient sont déterminés.

Les rats du groupe contréle positif, n’ayant recu par voie orale que du NaCl 0.9% une
heure avant I’injection de la carragénine ont développé au bout de 4 heures une pleurésie
aigué, caractérisée par la formation d’un volume d’exsudat de 0,55 + 0,07 ml (Figure 13A)

contenant 26,70 + 1,13 x 10°de PMNs) (Figure 13B).
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Figure 11. Effet des extraits de la partie aérienne de |’Anacyclus clavatus sur 1I’cedéme de I’oreille
induit par I’huile de croton chez la souris. L.’cedéme est induit par application topique de 80 ug d’huile
de croton sur la face interne de I’oreille droite. Les groupes de souris sont traités localement par 2
mg/oreille d’extrait aqueux (E.Aq) ou méthanolique (E.Met) ou par 0.5 mg/oreille d’indométacine
(IND). Le groupe de souris témoin regoit uniquement la solution d’huile de croton. A : Différence de
I’épaisseur avant et 6 heures apreés I’induction de 1’cedéme. La comparaison est faite par rapport au
groupe témoin. B : Pourcentage d’inhibition de 1’cedéme. La comparaison est faite par rapport a
I’indométacine. Les valeurs représentent les moyennes + SEM (n =10). *** : p < 0.001, NS : non
significatif (ANOVA univarié suivie du test de tukey).



C+

Aspirine

E.Met 200 mg/kg
E.Met 400 mg/kg

E.Aq 200 mg/kg
E.Aq 400 mg/kg

bttt

9 T
360_/ 1 7 7 }S
B E
i1l

Figure 12. Effet de ’extrait méthanolique (E.Met) et de ’extrait aqueux (E.Aq) de la partie aérienne
d’Anacyclus clavatus sur I’cedéme de la patte induit par la carragénine chez le rat. L'cedéme est induit
par l'injection sous-plantaire de 0.1 ml la carragénine a 1% chez les rats prétraités oralement par
NaCl 0.9 % (C*), l'aspirine (200 mg/kg), I’E.Met ou I’E.Aq (200 et 400 mg/kg) (A). Pourcentage
d’inhibition de I’cedéme 6 heures aprés I’injection de la carragénine (B). La comparaison est faite par
rapport au groupe traité par 1’aspirine. Les valeurs représentent les moyennes = SEM (n = 6-8). NS :
non significatif (ANOVA univarié suivie du test de Tukey).
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Figure 13. Effet des extraits d’Anacyclus clavatus et de I’aspirine sur 1’exsudation (A) et le
recrutement des PMNs (B). Les rats sont prétraités oralement soit avec 400 mg/kg d’E.Met, d’E.Aq ou
200mg/kg d’aspirine ou avec du NaCl 0.9% (controle positif, C*). La pleurésie a été induite par
injection de 0,2 ml de la carragénine 1 %. Aprés 4 heures, le volume de I’exsudat et le nombre de
PMNs sont déterminés. Les valeurs représentent les moyennes + SEM (n =5), ***: p<0,001, **:
p<0,01, *: p<0,05 (ANOVA univarié suivie du test de Tukey).



Le prétraitement par 400 mg/kg d’extrait méthanolique a provoqué une diminution
significative (p<0,01) du développement de la pleurésie. En effet, I’E.Met a induit une
inhibition de 1’exsudation de 64 % par rapport aux rats du groupe contrdle positif, et une

diminution de 66 % dans le nombre de PMNs présents dans 1’exsudat.

Un traitement avec 400 mg/kg d’extrait aqueux donne une inhibition significative

(p<0,05) de I’exsudation de 55 % avec une diminution de 42 % dans le nombre de PMNs.

Les taux d’inhibition obtenus avec les 2 extraits sont loins d’atteindre ceux de 1’aspirine
méme a 200 mg/kg. En effet, I’aspirine a exercé un puissant effet inhibiteur sur 1’exsudation
(98%) et a diminué le nombre de PMNs de 78 % (Figure 13 et 14).

IV. Activité antioxydante des extraits d’Anacyclus clavatus

IV.1. Effet piégeur du radical DPPH

Les résultats obtenus montrent que les extraits aqueux et méthanolique de la partie
aérienne d’Anacyclus clavatus ont une activité antiradicalaire concentration dépendante
(Figure 15).

L’extrait méthanolique a exercé une activité maximale de 90 % a la concentration de 100
pg/ml. Cet effet est meilleur que celui de I’extrait aqueux qui a son tour est meilleur que celui
du BHT, utilisé comme antioxydant standard. Le tableau 6 montre les concentrations
inhibitrices a 50% (ICso) de deux extraits et du BHT, ainsi que la concentration effective a
50% (ECso) et le pouvoir antiradicalaire (PAR).

Tableau 6. Valeurs des ICso, ECs et PAR des extraits d’Anacyclus clavatus et du BHT. Les valeurs
représentent la moyenne de trois essais + SD.

Echantillon I1Cso (pg/ml) ECso (1g/pg DPPH) PAR
Extrait aqueux 68,98 + 1,64 0,88 +£0,02 1,13 +0,03
Extrait méthanolique 28,30 £ 3,45 0,36 £ 0,04 2,78 £0,32

BHT 44,36 + 3,10 0,57 +£0,04 1,76 £0,12
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Figure 14. Pourcentages des inhibitions de I’exsudation (A) et du recrutement des PMNs (B) par les
extraits d’Anacyclus clavatus et I’aspirine. Les rats sont prétraités oralement soit avec 400 mg/kg
d’E.Met, d’E.Aq ou 200 mg/kg d’aspirine ou avec du NaCl 0.9% (contr6le positif, C*). La pleurésie a
été induite par injection de 0,2 ml de la carragénine 1 % dans la cavité pleurale. Aprés 4 heures, le
volume de I’exsudat et le nombre de PMNs présents dans la cavité pleurale de chaque rat sont
déterminés. Les valeurs représentent les moyennes + SEM (n =5), ***: p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05
(ANOVA univarié suivie du test de Tukey).
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Figure 15. Activité antiradicalaire de I’extrait méthanolique (E.Met) et de I’extrait aqueux (E.Aq) de
la partie aérienne de 1I’Anacyclus clavatus et de ’antioxydant de référence (BHT) vis-a-vis du radical
DPPH. Chaque valeur représente la moyenne de 3 essais + SD.

IV.2. Effet chélateur du fer ferreux

La chélation du fer ferreux par I’extrait méthanolique et aqueux d’Anacyclus clavatus a
été evaluée en utilisant la ferrosine comme détecteur du fer libre. Celle-ci se complexe avec le
fer résiduel dans le milieu réactionnel et forme un chromophore rouge (Fe(ll)-Ferrosine)
ayant un maximum d’absorption a 562 nm. Les absorbances mesurées montrent que les 2

extraits possédent une activité chélatrice vis-a-vis de I’ion ferreux (Figure 16).
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Figure 16. Activité chélatrice des extraits aqueux (E.Aq) et métanolique (E.Met) de la partie aérienne
d’Anacyclus clavatus et de ’EDTA vis-a-vis du fer ferreux, exprimée en pourcentage de chélation.

Chaque valeur représente la moyenne de 3 essais + SD.



Les résultats montrent que 1’extrait aqueux posséde un effet chélateur meilleur que celui
de I’extrait méthanolique. En effet, ’extrait aqueux exerce une chélation maximale de 88 % a
une concentration de 300 pg/ml, tandis que I’E Met ne donne cet effet qu’a 600 pg/ml.
Cependant, une chélation de 99 % est obtenue avec seulement 14 pg/ml d’EDTA, utilisé

comme chélateur standard.

Les ECso obtenues avec les deux extraits et ’EDTA ainsi que leur activité chélatrice

exprimée en mg d’équivalent EDTA/g d’extrait sont présentées dans le tableau 7.

Tableau 7. Valeurs des ECs et ’activité chélatrice en termes d’équivalents d’EDTA des extraits
d’Anacyclus clavatus. Les valeurs représentent la moyenne de 3 essais + SD.

Echantillon EC50 (png/ml) Activité chélatrice (mg E-EDTA/g d’extrait)
Extrait aqueux 74,64 + 11,68 81,11+ 13,74

Extrait méthanolique 152,93 + 1,67 38,89 +0,43

EDTA 5,97 £ 0,20

IV.3. Effet sur la peroxydation de I’acide linoléique

La Figure 17 montre la cinétique de la peroxydation de 1’acide linoléique en présence et
en absence des extraits aqueux et méthanolique d’Anacyclus clavatus et du BHT. Les
absorbances observées sont stables tout au long des 96 heures d’incubation, indiquant une

forte activité antioxydante par rapport au contréle négatif.

A une concentration de 50 pg/ml, les extraits aqueux et méthanolique exercent des effets
inhibiteurs d’environ 75%. Ces valeurs sont statistiquement similaires a celle du BHT qui

exerce un effet inhibiteur de 77 % a la méme concentration (Figure 18).

IV.4. Pouvoir réducteur

Les résultats montrent que les deux extraits d’Anacyclus clavatus possedent un bon
pouvoir réducteur (Figure 19). En effet, a la concentration de 150 pg/ml, 1’extrait
méthanolique a montré un pouvoir réducteur meilleur que celui de I’extrait aqueux. Le BHT

montre un pouvoir réducteur maximal a 50 pg/ml. Les ECso sont représentés dans le tableau 8.
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Figure 17. Cinétique de la peroxydation de I’acide linoléique en présence et en absence des extraits
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Figure 18. Activité inhibitrice de la peroxydation de 1’acide linoléique des extraits aqueux (E.Aq) et
méthanolique (E.Met) d’Anacyclus clavatus et du BHT au temps 96 h et a une concentration de
50 pg/ml. Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures + SD; NS: non significatif.
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Figure 19. Pouvoir réducteur des extraits aqueux et méthanolique d’Anacyclus clavatus et du BHT.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 essais + SD.

Tableau 8. Les ECso des extraits d’Anacyclus clavatus et du BHT. Les valeurs représentent la
moyenne de 3 essais + SD.

Echantillon ECso (ug/ml)
Extrait aqueux 84,77 £4,31
Extrait méthanolique 49,97 £2,21

BHT 17,00 £ 0,29




DISCUSSION

L’utilisation des anti-inflammatoires a long terme est souvent associée a des effets
indésirables tels que les ulcéres gastro-intestinaux et I’insuffisance rénale
(Corrado et al., 2009). Les antioxydants de synthéses ont aussi plusieurs effets néfastes sur la
santé, ils peuvent étre impliqués dans les dommages hépatiques et la carcinogénese
(Gulcin et al., 2005). Ce sont les raisons pour lesquelles, les scientifiques recherchent de
nouveaux agents antioxydants et anti-inflammatoires d’origine végétale qui peuvent étre des

alternatifs aux substances synthétiques.

I. Préparation et dosage des polyphénols totaux, des flavonoides et des tannins

Le méthanol et I’eau ainsi que leur mélange a différents ratios sont les solvants les plus
utilisés pour une haute récupération de composés phénoliques (Bouzid et al., 2011) et

I’obtention d’une meilleure activité antioxydante (Barros et al., 2010).

L’extraction a été réalisée sur la poudre de la plante séchée a I’ombre. En fait, [’utilisation
d’un matériel sec est recommandée car les flavonoides peuvent subir une dégradation
enzymatique quand le matériel végétal est frais ou non séché (Marston et Hostettmann, 2006).
Les fermentations microbiennes causées par I’humidité peuvent aussi étre la cause de cette
dégradation (Seidel, 2005). Le séchage a 1’obscurité prévient les transformations chimiques
telles que I’isomérisation et la dégradation causées par les radiations UV de la lumiére solaire
(Jones et Kinghorn, 2005). L’utilisation de la poudre améliore 1’extraction car la surface de
contact entre I’échantillon et le solvant est plus grande, et la pénétration a I’intérieur des

cellules non détruites aprés le broyage est plus facile.

Le rendement de I’extraction hydroalcoolique (19 %) est 1égérement supérieur a celui de
I’extraction aqueuse (17 %). Les solvants alcooliques étant plus capables d’augmenter la
perméabilité des parois cellulaires en facilitant I’extraction d’un plus grand nombre de
molécules polaires, de moyenne et de faible polarité (Seidel, 2005). De plus, le déroulement
de cette extraction a température ambiante ainsi que l’épuisement du solvant a pression
réduite permet d’obtenir le maximum de composés et de prévenir leur dénaturation ou
modification probable dues aux températures élevées utilisées dans d’autres méthodes
d’extraction. Néanmoins, 1’extraction aqueuse est faite par décoction a température ¢levée
pendant 20 min. En fait, Su et al. (2006) ont rapporté que le rendement des extractions
aqueuses augmente avec la température. Cela est expliqué par le fait que I’eau a haute

température provoque la perturbation des cellules facilitant la pénétration du solvant et la



solubilisation des molécules (Albano et Miguel, 2010). La chaleur peut, cependant, conduire a
la dégradation des molécules thermolabiles (Seidel, 2005), c’est la raison pour laquelle, la

décoction a été effectuée pendant un temps réduit.

Le dosage des polyphénols par la méthode de Folin-Ciocalteu est la meilleure (Djeridane
et al., 2010) car elle est standardisée, simple, reproductible et les interférences avec la matrice
de I’échantillon qui est souvent coloré sont minimisés a 765 nm (Huang et al., 2005). Les
flavonoides étant les composés les plus intéressants des polyphénoles ont été déterminés dans
ce travail par la méthode au trichlorure d’aluminium.

La teneur en tannins des extraits étudiés a été estimée par un test basé sur la précipitation
de I’hémoglobine du sang hémolysé par les tannins entrainant une perte de coloration du

surnageant proportionnelle a la teneur en tannins.

Les résultats obtenus montrent que les composés polyphénoliques sont abondants dans la
partie aérienne de cette plante, cette abondance selon Djeridane et al. (2006) est une
caractéristique de la famille des astéracées. Cela pourrait étre lié aux conditions climatiques
des endroits ou elles poussent qui stimulent la biosynthese des métabolites secondaires

comme les polyphénols (Falleh et al., 2008).

L’extrait méthanolique obtenu est plus riche en polyphénols que I’extrait aqueux .En fait,
la solubilité des polyphénols dépend du solvant utilise, leur degré de polymérisation ainsi que
de leur interaction avec les autres constituants et la formation de complexes insolubles. Le
méthanol est le solvant le plus approprié pour une meilleure récupération de polyphénols
(Falleh et al., 2008). L’eau extrait particuliérement les flavonoides glycosylés et les tannins,
tandis que les flavonoides aglycones sont extraits par les alcools ou les mélanges eau-alcool
(Marston et Hostettmann, 2006). Cela explique en partie la richesse de 1’extrait méthanolique
de cette plante par rapport a I’extrait aqueux. Mais ceci ne peut pas étre une régle, puisqu’il
est possible que I’inverse soit trouvé dans le cas ou un grand nombre de molécules solubles
dans D’eau est non solubles dans 1’alcool caractérise la plante ¢étudice

(Ozen et al., 2011).

Le taux de précipitation de I’hémoglobine par I’extrait méthanolique est plus important
que celui de I’extrait aqueux ceci montre que I’extrait méthanolique contient plus de tannins
de haut poids moléculaire que 1’extrait aqueux. En fait, la capacité des tannins de former des

complexes avec les protéines est gouvernée par leur poids moléculaire et fait intervenir des



liaisons hydrogéne entre les atomes d’oxygene des groupements peptidiques et les

groupements hydroxyles des polyphénols (McManus et al., 1981; Hagerman et Butler, 1989).

I1. Activités anti-inflammatoires

L’cedéme de D’oreille induit par I’huile de croton chez la souris a été utilisé comme un
modele de I’inflammation aigué pour évaluer 1’effet anti-inflammatoire du traitement local par
I’extrait aqueux et méthanolique de 1’Anacyclus clavatus. Ce modele expérimental est trés

utilisé pour le criblage d’anti-inflammatoires a effet local (Altinier et al., 2007).

L’effet phlogogénique de I’huile de croton est di au principe actif 43-12-O-
tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) qu’elle contient. Le TPA induit une réponse
inflammatoire caractérisée par une production importante de médiateurs pro-inflammatoires,
une augmentation de la perméabilité vasculaire, une infiltration de neutrophiles et un cedéme
(Garg et al., 2008). L’épaisseur de 1I’cedéme atteint son maximum 6 heures aprés 1’application
de I’huile de croton (Tubaro et al., 1985). Selon Murakawa et Yamaoka (2006), le TPA induit
I’inflammation en mettant en jeu I’activation de la protéine kinase C, la phosphoplipase A2, la
cyclooxygénase et la lipoxygénase avec I’induction de I’expression des cytokines pro-
inflammatoires. Aquila et al. (2009) suggérent aussi que le TPA stimule 1’expression de la
cyclooxygénase 2 et de la NO synthase inductible via I’activation de la PKC.

Les extraits agueux et méthanolique ont exercé une inhibition significative du
développement de I’cedéme. Cette inhibition est statistiquement similaire a celle exercée par
I’indométacine, utilisée comme anti-inflammatoire standard qui inhibe les cyclooxygénages 1
et 2, et la formation de I’exsudat et la production de TNF a, IL-6 et PGE2 (Bidaut—Russel,
2008). L’effet anti-inflammatoire obtenu peut étre également expliqué par I’inhibition de la
PKC dont I’implication dans le processus inflammatoire est bien évidente dans ce modele

expérimental (Delaporte et al., 2004).

Ces résultats sont en concordance avec ceux de Rimbau et al. (1999). L’effet anti-
inflammatoire de ces 2 extraits d’Anacyclus clavatus est probablement di a la présence de
substances lipophiles capables de traverser la barriére cutanée et douées d’activités anti-

inflammatoires (Manga et al., 2004).

Selon Kim et al. (1993), I’effet anti-inflammatoire observé n’est pas di a 1’inhibition
directe de la cyclooxygénase et de la lipooxygénase car 1’utilisation d’inhibiteurs spécifiques
de ces deux enzymes ne réduit pas 1’cedéme dans ce modele expérimental de 1’inflammation.

Cet effet serait dii a la présence de composés doués d’activité antioxydante comme 1’ont



suggéré Conforti et al. (2008). En effet, les ROS produits au cours de I’inflammation par les
cellules phagocytaires, et durant le métabolisme de I’acide arachidonique peuvent activer la
phospholipase A2 qui a pour rdle de libérer ce dernier a partir des phospholipides
membranaires pour qu’il soit transformé par la suite en médiateurs pro-inflammatoires comme
les leucotriénes et les prostaglandines (Geronikaki et Gavalas, 2006). Cette possibilité est
soutenue par les résultats de Selles et al. (2012) qui ont rapporté que 1’extraits aqueux et
méthanolique de 1’Anacyclus pyrethrum ont un contenu relativement élevé en flavonoides et
une activité antioxydante remarquable. Les effets antioxydants observés dans la présente

étude supportent également cette possibilité.

L’inflammation aigué induite chez le rat par I’injection de la carragénine est un modéle
animal largement utilisé pour évaluer les propriétés anti-inflammatoires de différents agents
(Cuzzocrea et al., 1998 ; Jilroy et al., 1999). L’injection de la carragénine provoque la
libération de plusieurs médiateurs chimiques responsables du processus inflammatoire. Cette
réponse inflammatoire est biphasique avec une phase initiale d’une heure qui est due a la
libération de I’histamine et de la sérotonine. La bradykinine est libérée au cours de la seconde
phase et la biosynthése des prostaglandines intervient au-dela de la troisieme heure (Wantana
et al., 2009).

Le prétraitement oral des rats par les extraits de 1’Anacyclus clavatus inhibent de fagon
significative I'eedéme aigue de la patte des rats dés la premiére heure de 1’induction de
I’inflammation et durant toutes les phases. Cette inhibition est similaire ou meilleur (dans le
cas de 200 mg/kg de I’extrait aqueux) que celle obtenue avec 1’aspirine, utilisée comme anti-
inflammatoire de référence qui s'oppose a l'effet de 1’histamine, de la sérotonine, des kinines
et des prostaglandines (Sanogo et al., 2006). Ainsi, ces extraits pourraient avoir une action
antagoniste a l'effet de médiateurs pro-inflammatoires. La forte inhibition de I’cedéme a été
observée a la sixieme heure pour les 2 extraits. Cela suggére que I’action inhibitrice des
extraits s’exercerait d’avantage sur les médiateurs de la deuxieéme phase de I’inflammation
aigue, notamment les cyclo-oxygénases qui sont responsables de la synthése des
prostaglandines (Ouédraogo et al., 2012). Cette activité anti-inflammatoire des 2 extraits
serait probablement due a la présence des polyphénols, des flavonoides et des tannins
(Amezouar et al., 2013).

L’exsudation et ’infiltration des neutrophiles vers la cavité pleurale des rats durant les 4
premiéres heures qui suivent ’injection de la carragénine ont été exploitées dans la présente

¢tude pour évaluer I’effet anti-inflammatoire in vivo des 2 extraits étudiés. L.’administration



orale de ces extraits aux rats, réduit significativement le développent de la pleurésie. En effet,
le volume de I’exsudat et le nombre de neutrophiles ayant migrés vers la cavité pleurale de
ces rats sont significativement réduits. Ces extraits exerceraient leur effet anti-pleurétique par
la réduction de la production des médiateurs inflammatoires impliqués dans le déroulement
des différentes étapes de la réaction inflammatoire aigué induite par la carragénine, ainsi que
par I’inhibition du recrutement des leucocytes vers la cavité pleurale en exergant des effets
anti-chimioattractants. Nos extraits étant riches en polyphénols et en flavonoides qui inhibent
I’exsudation et la migration des leucocytes en bloquant leur adhésion a la paroi vasculaire
(Manthey, 2000; Middleton et al., 2000). Cet effet pourrait étre di a I’inhibition de la
synthése de I’IL-1 et le TNF-q, principaux inducteurs de I’expression des molécules adhésives
sur la paroi vasculaire (Cho et al., 2000). Aussi, le traitement par le flavonoide luteolin 7-
glucoside réduit I’augmentation des concentrations de certains médiateurs inflammatoires
comme NO, TNF-a et IL-6 (Lafuente et al., 2009). L’acide gallique a son tour inhibe la
migration des leucocytes en inhibant les molécules d’adhésion VCAM-1, ICAM-1 et E-
selectin dans les cellules endothéliales vasculaires, cette inhibition est due a 1’inhibition de
I’IL-1, TNF-q, et le NF-kB (Takatoshi et al,. 1999).

I11. Activités antioxydantes

Afin d’évaluer le potentiel antioxydant des extraits, il est important de combiner plusieurs
tests antioxydants. En effet, I’activité antioxydante peut étre attribuée a différents mécanismes
tels que le piégeage des radicaux libres, la chélation des ions métalliques, la prévention de
I’initiation d’une chaine de réactions productrice des ROS et la décomposition des peroxydes

(Ozen, 2009).

I11.1. Activité anti-radicalaire

Les résultats de la présente étude montrent que les extraits aqueux et méthanolique
d’Anacyclus clavatus possédent des effets piégeurs remarquables vis-a-vis du radical DPPH.
En effet, les valeurs des ICso obtenues avec ces extraits sont faibles de ’ordre de 69 et
29 pg/ml respectivement. L’extrait méthanolique est plus actif que le BHT, utilis¢é comme
antioxydant de référence, par contre 1’extrait aqueux est moins actif. L’activité des deux
extraits est probablement due a la présence de composes phénoliques qui sont connus comme
des substances ayant la capacité de piéger les especes radicalaires et les formes réactives de
I’oxygéne (Hennebelle et al., 2004). L’action de ces antioxydants est supposee étre due a leur
capacit¢ de donation d’atomes d’hydrogene ou d’électrons dérivée principalement de

I’hydroxyle du cycle A des flavonoides (Le et al., 2007).



Puisque I’extrait méthanolique est plus riche en polyphénols que I’extrait aqueux, sa
capacité de piéger le radical DPPH est plus élevé. Kintzios et al. (2010) ont trouve que les
extraits méthanoliques de certaines plantes médicinales ont des effets piégeurs de radicaux
DPPH plus grands que ceux de leurs extraits aqueux. Cela montre qu’il y a une corrélation
entre le contenu en polyphénols et I’activité antioxydante et pourrait indiquer que les
polyphénols sont responsables de cette activité. Cette corrélation a été rapportée par d’autres
auteurs. Selles et al. (2012) ont montré qu’il existe une corrélation trés significative entre la

teneur en polyphénols et 1’activité scavenger du radical DPPH.

111.2. Activité chélatrice

Les ions Fe?* sont les pro-oxydants qui catalysent la décomposition des hydroperoxydes
en radicaux alkoxyle et peroxyle, amplifiant la peroxydation des lipides (Pincemail et al.,
1999). Ils peuvent aussi genérer des radicaux OH" via les réactions de Fenton. Ainsi, les
chélateurs des ions ferreux peuvent fournir une protection contre le dommage oxydatif. La
chélation du fer ferreux par les extraits aqueux et méthanolique d’Anacyclus clavatus a été
évaluée dans cette étude par la méthode a la ferrosine, qui forme un complexe avec les ions
Fe?* libres. De plus, la diminution de 1’absorbance du complexe Fe?'-ferrosine indique la

présence de chélateurs qui est rentré en compétition avec la ferrosine.

Les profils de I’activité chélatrice des 2 extraits d’Anacyclus clavatus montrent une
cinétique non linéaire et concentration dépendante. Cela pourrait étre dd a la nature complexe
des extraits contenant un nombre de différents chélateurs de fer, avec différentes affinités, en

compétition avec la ferrosine.

Les valeurs des ECso obtenues (0.075 mg/ml et 0.17 mg/ml) avec I’extrait aqueux et
I’extrait méthanolique respectivement indiquent que les 2 extraits possedent de trés fortes
activités chélatrices. La comparaison de ces résultats avec ceux obtenus avec d’autres plantes
montre 1’importance de la capacité des extraits étudiés. En effet, Ksouri et al. (2009) ont
trouvé que les extraits de Tamarix gallica ont d’excellents effets antioxydants bien qu’ils
exhibent des effets chélateurs faibles avec des valeurs d’ECso de 8,3 mg/ml et 6 mg/ml. Par
ailleurs, Chan et al. (2007) ont montré que I’infusion du thé vert, connu par son potentiel
antioxydant, a donné une activité chélatrice d’environ 42% a une concentration de 3,3 mg/ml.
L’étude d’Alfartosy (2011) a montré que 1’extrait méthanolique d’Inula graveolens a donné
une activité chélatrice d’environ 70% a une concentration de 2 mg/ml. Tandis que des effets

chélateurs maximaux de 88% et 89% sont produits par les extraits aqueux et méthanolique



d’Anacyclus clavatus a des concentrations de seulement 0,3 mg/ml et 0,6 mg/ml

respectivement.

L’activité chélatrice élevée de 1’extrait aqueux par rapport a I’extrait méthanolique peut
étre expliquée par I’hydrosolubilité des agents chélateurs. Les résultats de Sahreen et al.
(2010) montrent que les extraits des plantes induisent des effets chélateurs directement
proportionnels & la polarité de leurs solvants. En effet, les mucilages qui sont des
polysaccharides solubles dans 1’eau mais pas dans 1’alcool sont des chélateurs de métaux
(Watanabe, 2008). Les groupements hydrosolubles possédent un caractére nucléophile élevé
qui leur confere la capacité chélatrice (Ozen et al., 2011).

L’activité de chélation des ions métalliques est aussi attribuée a la présence de certains
flavonoides et les acides phéenoliques (Le et al., 2007 ; Capecka et al., 2005). Les effets
antioxydants des flavonoles (quércétine, myricétine et morine) sont dus en partie a leurs
capacités de fixer le Fe?*, Fe*, Cu®" et Zn?" a plusieurs sites (Verdan et al., 2011). La
quercetine et la myricétine forment des complexes avec le Fe?" via les groupes hydroxyles du
cycle B ainsi que les groupes 3-hydroxy-4-céto et 5-hydroxy-4-céto des cycles A et C (Van
Acker et al., 1996). Cependant, le kaempférol a la capacité de fixer le Cu?* et le Fe?* via les
groupements fonctionnels carbonylés. Les composés ayant des structures contenant deux ou
plusieurs de ces groupements : —OH, —-SH, -COOH, —POsH,, C=0, —NR;, —-S— et —-O- dans
leur structure peuvent montrer une activité chélatrice des métaux (Ak et Gulcin, 2008).

111.3. Activité inhibitrice de la peroxydation lipidique

L’oxydation des lipides dans les aliments pose de sérieux problémes pour 1’industrie
alimentaire car elle entraine des altérations qualitatives et nutritionnelles. Elle est a 1’origine
des mauvais goQts, odeurs et produits toxiques (peroxydes, aldéhydes) qui touchent aussi bien
aux valeurs nutritionnelles des aliments qu’a la santé des consommateurs (Gulcin et al.,
2010). L’oxydation lipidique peut aussi avoir lieu in vivo ou elle se trouve associée a plusieurs
pathologies a savoir les maladies cardiovasculaires, le vieillissement et le cancer
(Ramarathnam et al., 1995). Ainsi, il est tres important de chercher des inhibiteurs de la
peroxydation lipidique aussi bien dans les denrées alimentaires que dans 1’organisme

(Bougatef et al., 2009).

L’effet inhibiteur de la peroxydation lipidique des deux extraits est déterminé par la
méthode de thiocyanate ferrique en présence de 1’acide linoléique. La peroxydation lipidique

in vivo est une altération oxydative des acides gras polyinsaturés dans les membranes



cellulaires catalysée par les radicaux libres (Bougatef et al., 2009). Ainsi, 1’acide linoléique

pourrait servir comme modele d’acides gras trouvés dans les membranes.

Durant la peroxydation lipidique, les antioxydants agissent de différentes fagcons a savoir
le balayage des radicaux libres, la décomposition des peroxydes et la chélation des ions
métalliques. Souvent, plus d’un seul mécanisme est impliqué pour avoir un effet en synergie

(Moure et al., 2001).

Les résultats obtenus montrent que les effets des extraits étudiés sont trés proches de ceux
du BHT qui a été choisi comme référence, du fait qu’il est le plus souvent utilisé dans la
conservation des produits alimentaires.

Ces résultats indiquent clairement que les deux extraits possedent un excellent effet
contre la peroxydation lipidique. Cette capacité de modifier la peroxydation lipidique induite
par les radicaux libres est liée non seulement aux caractéristiques structurales des agents
antioxydants mais aussi a leur capacité d’interagir avec et pénétrer dans les bicouches
lipidiques (Antonella et al., 1995). Il a été montré que la structure et la lipophilie des
polyphénols sont des facteurs déterminants des propriétés antioxydantes de ces composés

dans la couche lipidique de la membrane (Djeridane et al., 2010).

Le puissant effet antioxydant des extraits d’Anacyclus clavatus dans ce test peut étre aussi
da a leurs capacités chélatrices. Il est possible que lors de 1’ajout de la solution de FeCl>
(source des ions Fe?") dans ce test, les extraits ont chélatés les ions ferreux avant qu’ils
interagissent avec les peroxydes formés par peroxydation de 1’acide linoléique pour former les

ions ferriques.

I11.4. Activité reductrice
La capacité de donation d’électrons dans une réaction d’oxydoréduction peut étre aussi
utilisée dans I’évaluation de I’activité antioxydante d’un composé. Cette capacité de donation

d’¢électrons est appelée pouvoir réducteur.

La présence de réducteurs dans les extraits, réduit le Fe **/complexe ferricyanide a la
forme ferreux. Par conséquent, le Fe?* peut étre évalué en suivant 1’augmentation de
I’intensité de la couleur a 700 nm (Chang et al, 2008). Cette intensité est fonction du pouvoir
réducteur de I’échantillon étudié (Yadav et al., 2012).

Les valeurs des ECso du pouvoir réducteur montrent que ces 2 extraits possedent de trés
fortes capacités réductrices bien quelles sont inférieures a celle du BHT. Cela démontre leur

propriété de donation d’¢lectrons et par conséquent leur capacité de neutraliser les radicaux



libres. Cette capacité pourrait étre due a la présence de flavonoides qui sont des principaux

donneurs d’¢électrons (Le et al., 2007).

D’autre part, 1’effet réducteur des extraits d’Anacyclus clavatus ainsi que leur teneur en
polyphénols sont significativement identiques. Cela pourrait indiquer qu’il existe de
correlation entre leur contenu en polyphénols et leurs activités réductrices. En fait, Selles et
al. (2012) ont trouvé que I’extrait méthanolique de 1’Anacyclus pyrethrum était le plus actif
dans le test du pouvoir réducteur que tous les autres extraits testés dans leur étude a savoir les
extraits aqueux et chloroformique. De plus, Ozen et al. (2009) ont trouvé que 1’extrait
méthanolique de Thymus praecox était le plus actif que les autres extraits aqueux, éthanolique,
acétonique et hexanique. En revanche, Ksouri et al. (2009) ont trouvé qu’il y a une forte
corrélation entre le contenu en polyphénols totaux et en flavonoides des extraits
méthanoliques des fleurs et des feuilles de Tamarix gallica et leurs activités antioxydantes.
Ces auteurs réferent I’activité antioxydante des extraits de cette plante a la présence d’acides
phénoliques et des flavonoides. Cependant, ils ont trouvé que cette corrélation ne s’applique

pas au contenu en tannins.

Le pouvoir réducteur de 1’espéce Anacyclus clavatus est probablement di a la présence
de groupements hydroxyles dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme

donneur d’électron.



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les résultats obtenus montrent que [’extrait méthanolique et aqueux d’Anacyclus
clavatus appliqués localement sur ’oreille de la souris possédent un effet anti-inflammatoire
remarquable. De méme ces extraits possedent une activité anti-inflammatoire importante
lorsqu’ils sont administrés par voie orale et inhibent le développement de I’cedéme de la patte
induit par la carragénine chez le rat. En plus, 1’inhibition de 1’exsudation et du recrutement
des neutrophiles vers la cavité pleurale des rats, rendus pleurétiques par la carragénine, a

permis d’attribuer a ces extraits des propriétés anti-exsudatives et anti-chimioattractantes.

Ces 2 extraits possédent aussi une importante activité antioxydante in vitro. Les extraits
étudiés ont exercé une forte inhibition du radical DPPH, une forte activité chélatrice vis-a-vis
du fer ferreux, un excellent effet inhibiteur de la peroxydation lipidique et un puissant pouvoir

réducteur.

Les résultats de cette étude touchant 1’aspect anti-inflammatoire et antioxydant des
extraits aqueux et méthanolique de la partie aérienne d’Anacyclus clavatus sont d’un grand
intérét, mais des études complémentaires approfondies sont nécessaires pour comprendre
leurs mécanismes moléculaires et cellulaires. Ces études doivent étre focalisées sur
I’isolement des composés bioactifs des extraits puis I’évaluation des effets de ces composés
sur les mécanismes cellulaires et moléculaires de I’inflammation et sur les voies de
signalisations, les enzymes impliquées dans la production des ROS et sur les systéemes

antioxydants.
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Résumé

L’objectif de cette étude est d’évaluer ’activité anti-inflammatoire et antioxydante de I’extrait aqueux
(E.Aq) et I’extrait méthanolique (E.Met) de la partie aérienne d’Anacyclus clavatus. La teneur en
polyphénols totaux, en flavonoides et en tannins des deux extraits a été évaluée. Les résultats montrent
la richesse de I’E.Met en polyphénols et en tannins par rapport a I’E.Aq qui est le plus riche en
flavonoides. Le traitement par 2 mg/oreille de I’E.Met ou I’E.Aq a inhibé 1’cedéme de 1’oreille induit
par I’huile de croton chez les souris avec 84 % et 83 % respectivement. Ces valeurs sont supérieures a
ceux obtenus par I’indométacine utilisée comme anti-inflammatoire de référence. De méme, le
prétraitement par voie orale des rats par I’E.Met ou I’E.Aq a 200 et 400 mg/kg prévient de fagon
significative 1'cedéme de la patte induit par la carragénine. Cette inhibition est plus importante avec 200
mg/Kg de I’extrait aqueux. L’effet des extraits sur la pleurésie induite par la carragénine montrent que
I’administration orale de 400 mg/kg d’E.Met ou E.Aq provoque une diminution significative du
développement de la pleurésie et la migration des neutrophiles. Ces effets sont inferieurs que ceux
obtenus avec ’aspirine, utilisée comme anti-inflammatoire de référence. L’activité antioxydante a été
évaluée en utilisant les tests du radical DPPH, chélation, peroxydation de I’acide linoléique et le test du
pouvoir réducteur. Les résultats montrent que I’E.Met et I’E.Aq possédent une forte activité anti-
radicalaire vis-a-vis du radical DPPH avec des 1Csp de 28,30 + 3,45 pg/ml et 68,98 + 1,64 pg/ml
respectivement. De méme, une bonne activité chélatrice a été obtenue par les 2 extraits avec des ICso de
74,64 + 11,68 pg/ml et 152,93 + 1,67 pg/ml respectivement. Les 2 extraits ont inhibé la peroxydation
de I’acide linoléique avec 76 % et 75 % respectivement. Ces valeurs sont similaires a celles de BHT
utilisé comme antioxydant de référence. De plus, les 2 extraits possedent un pouvoir réducteur important
concentration-dépendant. En conclusion, les extraits de la partie aérienne de I’Anacyclus clavatus ont
des propriétés antioxydante et anti-inflammatoire qui supportent leur usage en médecine traditionnelle.
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