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Résumé

L’effet anti-inflammatoire et antioxydadé I'extrait méthanolique (E.Met) et de I'extrait
agueux (E.Aq) des feuilles déalva parvifloraa été investigué. L’administration par voie orale
de 500 mg/kg et 360 mg/kg de E.Met ou E.Aq montre inhibition significative de 41% et
36% respectivement de I'cedeme de l'oreille indait @ xyléne chez la souris. Ces effets sont
comparable a celui de l'indométacine qui est ur-iaflammatoire standard. En outre, une
inhibition significative de 57% de I'oedéme de l'fleeinduit par I'huile de croton a été observée
chez les souris traitées localement par 2 mg/erelk E.Met, ce qui est significativement
supérieur a celui de 'indométacine. I'extrait agxaie montre aucune inhibition dans le méme
teste. De méme L’administration oral de 500 mg/kg360 mg/kg de E.Met ou E.Aq exercent
une inhibition de 36% et 40% respectivement dedangabilité vasculaire induite par I'acide
acétigue chez la souris. Ces deux résultats saierdgnt comparables a ceux obtenus avec
'anti-inflammatoire standard. D’autr part, I'effantioxydant des extraits des feuillesMalva
parviflora a été évalué en utilisant le teste du DPPH, letds chélation du fer ferreux. Les
extraits E.Met et E.Agq ont monté un effet piégeapartant vis-a-vis du radical DPPH avec des
ICs0 de 89,03 £ 2,65 pg/ml et 76,67 + 0,29 ug/ml regpectent. Ces valeurs sont comparable a
celle de l'antioxydant standard (BHT). Les deuxaixs$ étudier possedent également une activité
chélatrice remarquable du fer ferreux avec des &€ 346,71 + 7,25 et 42,26 £ 0,61 pg/ml pour
E.Met et E.Aq respectivement. L'effet antioxydapscdextraits des feuilles déalva parvifloraa
éte confirméin vivo par le teste de la capacité antioxydante totalesaluy chez la souris.
L’administration quotidienne de E.Met et de E.Agraht trois semaines entraine une
amelioration dose dépendante de la capacité amlamtg totale. En conclusion, I'activité anti-
inflammatoire et antioxydante des extraits desllEsiide Malva parviflora montre que cette
plante possede un fort pouvoir pharmacologique,quoe supporte sont usage traditionnel

médicinal et culinaire.

Mots clés Inflammation, Stress oxydatifjalva parviflora, Anti-inflammatoire, Antioxydant

Abstract



The anti-inflammatory and antioxidant effe of Malva parviflora leaf extracts were
evaluated in this study. Results showed that thaé administration of 500 mg/kg of methanolic
extract (E.Met) or 360 mg/kg of agueous extraciA(ft.exerted 41% and 36% of inhibition
respectively in the xylene induced ear edema testice. These effects were statistically similar
to the effect of indomethacin which is a standanti-@flammatory. Moreover, the topical
application of 2 mg/ear of E.Met inhibited signdrtly (57%) the croton oil induced ear edema.
This inhibition was higher than that of indometimaevhereas E.Aq did not show any activity. In
the same way, the oral administration of E.Met BrAly at 500 and 360 mg/kg, exerted 36% and
40% of inhibition respectively of acetic acid inédcvascular permeability in mice. These effects
were statistically similar to the effect of indomatin. On the other hand, the antioxidant effect
was assessed using the DPPH and metal chelatingtyatésts. E.Met and E.Aq exhibited a
strong scavenging activity against DPPH radicahwiis, values of 89,03 = 2,65 pug /ml and
76,67 £ 0,29 ug /ml respectively. The two extragti®wed also an excellent metal chelating
activity toward ferrous ions with Kg values of 346,71 + 7,25 and 42,26 + 0,61 pg/mi
respectively. The antioxidant effect mfalva parviflaraextracts was confirmeid vivo using the
blood total antioxidant capacity test in mice. Tdaly administration of E.Met and E.Aq during
three weeks showed significant and dose dependgrbvement of the blood total antioxidant
capacity. Taken together, we conclude tHalva parviflora leafextracts possess a strong anti-
inflammatory and antioxidant activity which suppoits traditional uses in the treatment of

inflammatory disorders.

Key words: Inflammation, Oxidative stres§jalva parviflorg Anti-inflammatory, Antioxidant
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INTRODUCTION

L’inflammation est un mécanisme de défandespensable pour l'intégrité de I'organisme.
Cependant, elle se trouve impliquée dans un tsdgnombre de pathologies humaines. D’'une
autre part, le stress oxydant est également ajif@ide plusieurs maladies humaines allant de
linflammation au cancer tout en passant par lesadies cardio-vasculaires et I'arthrite
rhumatoide. De ce fait, la recherche de substadcerjine végétale douées d’activités anti-
inflammatoires et/ou antioxydante s’avere treseypibur 'amélioration de la santé humaine tout
en évitant les effets indésirables des moléculsgridbése.

En Algérie la phytothérapie est utiliségpdis toujours dans le secteur de la médecine
traditionnelle. Les pharmacopées régionales s’respiprincipalement de la médecine arabe
classique et de I'expérience locale des populatammsatiere de soins. Aujourd’hui les plantes
jouent encore un réle tres important dans lesttoadi médicales et la vie des habitants, mais les
regles de leur utilisation manquent parfois de e@iguet ne tiennent pas compte des nouvelles
exigences de la thérapeutique moderne. Ces desrégmeces, beaucoup de recherches se sont
orientés vers la valorisation de la médecine tiadielle en vue de vérifier la sdreté et
I'efficacité des plantes utilisées et d’établir degles scientifiques pour I'usage de ces plantes.

Dans ce contexte s'inscrit ce présent ttalerecherche dont I'objectif essentiel consiste
vérifier I'activité anti-inflammatoire et antioxydée des extraits des feuilles de la plaki@va
parviflora L. connue En Algérie sous le nom ; Khoubeiz ou edjin. Cette plante est utilisée en
cuisine algérienne comme elle est utilisée traditadlement pour le soulagement de diverses
affections inflammatoires.

Dans ce présent travail nous avons fixé les olfgestiivants :

* Préparation des extraits méthanolique et aqueukeddies deMalva parviflara
» Evaluation de l'effet des extraits ddalva parviflora sur 'oedéme de l'oreille chez la
souris.

« Evaluation de l'effet des extraits déalva parviflora administrés par voie orale sur la



perméabilité vasculaire induite par I'acide acétighez la souris.

» Evaluation de l'activité inhibitrice des extraite Malva parviflora vis-a-vis du radical
DPPH

» Evaluation de l'activité chélatrice des extraits Mlalva parviflora vis-a-vis du fer
ferreux.

¢ Evaluation de l'effet des extraits ddalva parviflora sur la capacité antioxydante total du sang chez la

souris.



1. Inflammation

L'inflammation est un processus physiologiqde défense de l'organisme contre une
agression qui entraine une altération tissulaille. geut étre déclenchée par un traumatisme, une
brGlure, une irradiation ou par la pénétration diag pathogénes extérieurs (virus, bactérie,
parasite, antigenes) (Schoroderet, 1992). La fongbrimaire de I'inflammation et d’éliminer
'agent agresseur et de permettre la réparatiortisiass (Weillet al, 2003). L'inflammation de
courte duré dite inflammation aigué est un phénani@Emefique pour I'organisme qui lui permet
de retrouver sont intégrité physiologique. Alore daspect négatif de I'inflammation intervient
guand cette derniere se pérennise et devient filaenmation chronique. Dans ce cas la réaction

inflammatoire doit étre contrdlée par les médicamméweill et al, 2003).

1.1. Inflammation aigué

L'inflammation aigué est caractérisée paatee phénomenes typiques qui sont 'cedeme, la
douleur, la chaleur et la rougeur. Elle peut égalens’accompagner d’atteintes fonctionnelles
régionales selon la gravité de I'agression (Botahotting, 2000). Elle dure de quelques jours a
guelques semaines. L'inflammation aigué peut éives@k en trois grandes phases ; une phase
vasculaire immédiate (de l'ordre de minutes) c&mste par des modifications de la
microcirculation locale, une phase cellulaire caontsi®e caractérisée par la mobilisation de
nombreuses cellules immunitaires qui permettrantiglation des micro-orgnismes pathogenes et
des tissus lésés, et une phase de résolutiona@tatasation qui en quelques jours conduira a la

restauration des tissus (Wesll al,, 2003) (figure 1).

1.1.1. La phase vasculaire

L’activation des plaquettes qui survienitesid une Iésion tissulaire touchant ou pas les
veinules ou les artérioles, constitue la premitapede la phase vasculaire (Steinhubl, 2007).
Les mastocytes résidents qui peuvent aussi étire@agiar un trés grand nombre de stimuli, sont

egalement susceptibles d'initier la réaction inftaatoire (Botting et Botting, 2000).
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Une fois ces deux types de cellules activés, plusianédiateurs tel que la sérotonine,
I'histamine et des dérivés de I'acide arachidonigomet libérés. D’une autre part, I'activation de
la cascade de coagulation et du systéeme du comptémé surviennent suite a une agression
externe conduit a la génération de divers médiataloués d’activités vasodilatatrice et
chimioattractante comme le facteur XIl, la fibrine,bradykinine, C3a et C5a (Fauve et Hevin,
1998). Ceci induit une vasodilatation des \&as sanguins avec une augmentation du débit
locale et une modification de la perméabilité véamice. Cette derniére est due & l'augmentation
des fenétres intercellulaires, ce qui permet |laxdsation des protéines plasmatiques vers les
tissus (exsudation plasmatique). Les neurones gelsssensibles a la capsaicine sont également
susceptibles de déclancher les évenements de lse pyasculaire de l'inflammation. Ce
phénomene est connu sous le nom de I'inflammatemagénique (Borzseit al, 2008). Suite a
une stimulation, ces neurones liberent principal@ndeux médiateurs ; la substance P et le
peptide lié au gene de la calcitonine. Ces derimehgisent une vasodilatation et une exsudation
plasmatique en agissant sur les cellules endolbglé les muscles lisses des vaisseaux sanguins
(Birklein et Schmelz, 2008). Comme ils peuvent\atidirectement les mastocytes et les autres
cellules immunitaires. 1l est également admis gege heurones sensoriels contiennent des
cyclooxygénases capables de synthétiser les plasthiges pro-inflammatoires (Richardson et
Vasko, 2002). L’'augmentation du débit micro-cir¢alee au niveau du site enflammé explique
partiellement I'apparition de chaleur et de rougelexsudation plasmatique induit un cedeme
par distension des tissus et provoque une hypssioresur les terminaisons nerveuse locales, ce

qui explique les sensations de tuméfaction et dedo (Weillet al, 2003).

1.1.2. La phase cellulaire

L’exsudation plasmatique permet I'apparitide plusieurs substances dans les espaces
extravasculaires : anticorps, substances bactéscithcteurs de coagulation, composants du
complément, kininogenes, interleukines, interféreindes dérivés de I'acide arachidonique. Ceci
conduit a un afflux extravasculaire des leucocwittisés par les chimioattractants existants dans

'exsudat et ceux libérés au niveau du site enfléni8choroderet, 1992). La premiere étape de
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cet afflux consiste en une marginalisation des deyies grace a I'expression d’adhésines
(integrines, sélectines, membres de la superfaa@feimmunoglobulines) au niveau des cellules
endothéliales et des leucocytes activés (FauveeeinH1998). Ceci permet l'interaction entre
'endothélium et les phagocytes du sang, principale les polynucléaires neutrophiles (PMNSs)
et les monocytes, et leur passage a travers ledeseendothéliales contractées sous I'effet de
certains médiateurs inflammatoires tel que la bkadye et certains dérives de l'acide
arachidonique (Schoroderet, 1992). Guidées par fladignt de concentration des
chimioattractants, les leucocytes parviennent ssutiésé (Weilet al, 2003). Les monocytes
achévent leur différentiation en macrophages etreamb avec les PMNs la phagocytose des
agents extérieurs et/ou des débris cellulairesndebreuses protéases (collagénase, élastase) et
des radicaux libres dérives du métabolisme de férg et du monoxyde d’azote sont produits
au cours de la phagocytose. Les effets cytocidesubo de ces produits sont trés importants

(Fauve et Hevin, 1998).

1.1.3. La phase de résolution

Le rétablissement de I’'homéostasie tissulaprés une agression nécessite d’abord I'arrét
de la réponse inflammatoire et ensuite la réparatles tissus lésés. L'arrét de la réponse
inflammatoire fait intervenir plusieurs meédiatetes que les cytokines anti-inflammatoires (IL-
10 et TGF-bl), I'expression des récepteurs solubtaesme TNFe et I'apoptose des cellules
inflammatoires (Emingpt al, 2007). La réparation des tissus fait intervégsrmacrophages, les
cellules endothéliales et les fibroblastes (Ematgal, 2007). Dans les conditions les plus
favorables, les agents agresseurs sont éliminéepaolynucléaires neutrophiles. Les produits
de dégradation ainsi que les débris cellulaire$ pbagocytés par les macrophages. Le retour a
un état physiologique consiste dans un premier semfa réparation de I'endothélium par les
cellules endothéliales elles-mémes (Wetllal, 2003). Si I'atteinte est plus sérieuse et enéral
une destruction tissulaire, ce sont surtout leséigtes puis les fibroblastes qui produisent les

protéines de la matrice intercellulaires commedkiagene, la fibronectine et la laminine, pour
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permettre la reconstruction des tissus. Le systgniéangiogenése est ainsi remis au repos et la

réaction inflammatoire peut s’éteindre (Weitlal, 2003).

1.2. Inflammation chronique

L’inflammation chronique se développe d&ss conditions ou persiste une agression ou
dans les tissus soumis a des réactions auto-immand@ntigene ne peut étre éliminé (Rankin,
2004). Elle est caractérisée par une durée étakédes mois ou des années. Elle peut méme se
prolonger tout au long de la vie de l'individu (Wawet Hevin, 1998). A la différence de ce qui se
passe dans l'inflammation aigué, les phases vasesilat cellulaires ne se succedent pas mais
coexistent tout au long de l'évolution de linflaration. Des phénomenes de destruction
tissulaire et de tentatives de réparation sonteégaht présents (Weidt al, 2003). Les cellules
mononuclées et particulierement les macrophagestiaoent I'essentiel de l'infiltrat cellulaire
vers le site inflammatoire (Fauve et Hevin, 199@/gill et al, 2003). La présence de
lymphocytes dans [linfiltrat est habituelle. Tandmue la présence des polynucléaires
éosinophiles est caractéristique des inflammatichsoniques allergiques et parasitaires

(Dombrowicz et Capron, 2007).

1.3. Cellules impliquées dans la réaction inflammaire

La réaction inflammatoire fait intervenir plusietypes cellulaires :

Les polynucléaires neutrophiles représgntée composant cellulaire majeur de
linflammation aigué (40-75 % des cellules inflamimees). lls Migrent sous l'effet des
chimioattractants vers le site inflammatoire oupglmgocytent I'agent agresseur ou les deébris
cellulaires (Descamps-Latscha et Witko-Sarsat, 1998s neutrophiles libérent différentes
molécules tel que les protéinases, les radicawedjbles chimokines et des cytokines pro-
inflammatoires (Descamps-Latscha et Witko-Sars@2@6)L Les polynucléaires neutrophiles sont
egalement impliquées dans la réparation tissu(&ingnget al,, 2007).

Les mastocytes sont des cellules résidetés tissus conjonctifs. lls jouent un réle tres
important dans le déclenchement de la réactiorarmfiatoire (Weillet al, 2003). lls se

caractérisent par la présence dans leur cytoplaentiies nombreuses granulations contenant des
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médiateurs inflammatoires comme la sérotonine,stdmine, I'héparine et des cytokines
(Williams et Galli, 2000). lls sont aussi impliq@édans la réparation tissulaire (Emiegal.,
2007).

Les monocytes sont des cellules mononscléeculantes qui migrent vers le site
inflammatoire et se différencient en macrophagks. ont pour réle de phagocyter I'agent
agresseur ou les fragments de tissus altérés (Desebatscha et Witko-Sarsat, 1999). lIs
interviennent aussi dans I'amplification de la té&actinflammatoire en libérant des médiateurs
stimulant d’autres cellules inflammatoires. Les mwoytes interviennent également dans la phase
de réparation tissulaire (Emirg al, 2007).

Les plaguettes sanguines sont indispensablé®mostase primaire. Elles contribuent au
processus inflammatoire par la libération de nommbrmédiateurs comme le fibrinogéne, le
plasminogene, des protéases plasmatiques ainsieglaesérotonine (Medzitov, 2008).

Les Polynucléaire basophiles sont les péuss des polynucléaires (moins de 1 % des
cellules inflammatoires). Elles présentent égalémem cytoplasme qui contient de tres
nombreuses granulations riches en médiateurs fesvimatoires. Les basophiles sont des
cellules phagocytaires qui interviennent principaat dans les réactions allergiques (Rankin,
2004).

Les polynucléaires éosinophiles représgrde 1 a 6% des cellules inflammatoires. Elles
possédent aussi des propriétés phagocytaires (Ra2®04). Leur fonction principale est de
s'attaquer aux parasites via le contenu de leumsuigs. Elles interviennent aussi dans la
modulation et la propagation de la réponse immireitadaptative en activant directement les

lymphocytes T (Hogaet al, 2008).

1.4. Médiateurs de la réaction inflammatoire

Les changements locaux qui surviennemtiaeau du site inflammatoire sont le résultat de
la formation et/ou la libération séquentielle dedmateurs pro et anti-inflammatoires de nature
divers ; amine (histamine et sérotonine), médiatépidiques (prostaglandines et leukotrienes),
et des cytokines de nature peptidique, protéiquglpcoprotéique. (Botting et Botting, 2000).
(tableau 1)
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Tableau 1. Origines cellulaires et effets des principaux midies inflammatoires. (Adapté de

Rankin, 2004; Malet al,, 2007).

Médiateurs Origine Actions
Histamine Mastocytes, basophiles, éosinophiles | é&ssure la vasodilatation, augmente la perméabilité
plaquettes. vasculaire, induit [I'expression des molécules
d’adhésion sur I'endothélium vasculaire.

Sérotonine Mastocytes et plaguettes. Augmente la perméabilité vasculaire, dilate |es
capillaires et stimule la contraction des musdksek.

Facteur activateur Plaquette, neutrophiles, monocytes |éissure la vasodilatation, augmente I'adhésivitdade

des plaquette (PAF)| cellules endothéliales. paroi vasculaire, stimule la bronchoconstriction,
'aggregation des plaquettes et la libération des
médiateurs qu’elles renferment, induit la productjo
des EOR et la libération des enzymes lysosomiples
par les neutrophiles, les éosinophiles et |les
macrophages.

Kalicréine Présente dans le plasma Transforme et active le systéeme des Kinines

Plasmine Présente dans le plasma Clive le composant du complémenry @ur générer le
C3aetle C3b

Leucotrienes :

-LTC,4 LTD,4 LTE, | Essentiellement par les leucocytes Augmentent la perméabilité des micro- vaisseaux.

-LTB, Essentiellement par les leucocytes Augmente la perméabilité vasculaire et le flux
sanguin local, induit la libération des enzynjes
lysosomiales et la production des EOR et attire et
active les cellules inflammatoires.

Prostaglandine E2 | Essentiellement par les leucocytes Provoque la vasodilatation, renforce [I'action |de
I'histamine, de la bradykinine et des leucotriénes,
augmente la sensitivité des neurones et |est
responsable de la douleur.

Bradykinine Présente dans le plasma sous forme| decroit la vasodilatation, la perméabilité vascdast

kininogenes. stimule la contraction des muscles lisses.

Facteur de Hagman Présent dans le plasma et est activé |planpliqué dans la cascade de coagulation.

(X1 I'adhésion des plaquettes.

Thrombine Présente dans le plasma Catalyse la transformation du fibrinogéne en fibehe
induit la libération de la sérotonine des plaquette

Fibrine Présente dans le plasma, formée a partir thtervient dans la formation du caillot sanguin.

finbrinogéne

IL-8 Monocytes, macrophages, plaquettes | éictive le chimiotactisme des neutrophiles, des

lymphocytes. monocytes et des macrophages. Induit la libération
des enzymes lysosomiales et la production des EOR.
Intervient dans la réparation tissulaire

C3a Fraction C3 du complément inactif. Provoque la dégranulation des mastocytes.

Cbha Fraction C5 du complément inactif Provoque la dégranulation des mastocytes et |des
neutrophile, exerce un effet chimiotactique en Vess
phagocytes et stimule la contraction du muscle liss

15



1.5. Implications pathologiques de I'inflammation

L'inflammation est un mécanisme de défandespensable pour l'intégrité de I'organisme.
Cependant, I'implication de l'inflammation dans gkurs pathologies humaines est bien

évidente. Le tableau 2 site quelques exemples.

Tableau 2.Exemples de maladies liées a l'inflammation (Nattz@92).

Désordres dans les quelles le rble pathogénique peipal revient a I'inflammation

Asthme Polyarthrite rhumatoide
Artériosclérose Artheo

Goutte Thyroidite d'Hashimoto
Maladie d’Alzheimer Lupus érythémateux disséminé
Eczéma Maladie de Crohn
Spondylarthrite ankylosante Rectocolite hémorragique

Broncho-pneumopathie chronique obstructive

Maladies d’origine infectieux dans les quelle I'infammation contribue dans la pathologie

Hépatite C

Tuberculose

Gastrite induite pakrielicobacter pilory
Tuberculose

Dysenterie bactérienne

Maladies d'origines divers dans les quelles la filmse poste inflammatoire est la cause

principale de la pathologie

Fibrose pulmonaire idiopathique
Cirrhose hépatique poste virale ou alcoolique
Bilharziose
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1.6. Anti-inflammatoires

1.6.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiensIN3) ont été utilisés avec succes pour le
soulagement de la douleur, la fievre et I'inflamimatdepuis plus de 3000 ans et ils sont toujours
utilisés quotidiennement par des millions de pasiea travers le monde. Ce sont des
médicaments a propriétés anti-inflammatoires, grétiques et analgésiques. lls présentent une
grande hétérogénéité chimique (tableau 3) maisntsen commun l'inhibition non-sélective de

I'enzyme cyclooxygenase (Bidaut-Russel, 2008).

Tableau 3 Exemples d’anti-inflammatoires non stéroidie(idark et al, 2004).

Classe structurale Nom scientifique Nom commercia
Salicylates Acétyle salicylique Aspirine
Salsalate (Sodium salicylates) /
Diflusinal Dolobid
Dérivés d'acide propionique Ibuprofene Ibuprofene
Fenoprofene calcium Nalfon
Flurbiprofen Ansaid
Ketoprofen Nalfon
Dérivés d’acide acétique Diclofenac Voltarene
Indoles Indométacine Indocine
Tolmetin Tolectine
Sulindac Clinoril

Cependant, 'usage des AINS est assocte anombreux effets indésirables avec une
prévalence considérable de nouvelles maladies piattalité (Bidaut-Russell, 2001). Les effets
secondaires du traitement par les AINS sont a#isba leur inhibition non sélective des
isoformes de la cyclooxygenase dont la COX-1 quipeésente de facon constitutive dans la
plupart des tissus humains. Celle-ci a pour rélerdgulation d’'un nombre de processus
physiologiques tel que la maintenance de l'intéglié la muqueuse gastrique, la fonction rénale,

et I'agrégation plaquettaire (Vonkemaat al, 2008). Pour cette raison, les laboratoires de
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I'industrie pharmaceutigue ont essayé de dévelogeginhibiteurs sélectifs de la COX-2 qui est
une enzyme induite apres I'exposition de I'orgamsanx stimuli inflammatoires. Celle ci induit
(avec d’autres médiateurs) une réponse inflamnegoibséquente (Vonkemanal, 2008).

De nouveaux meédicaments ont été mis sardeché depuis I'an 2000 tel que le rofecoxib
(Vioxx®) et le célécoxib (Celebr8 avec une efficacité comparable et une meillelérance
gastro-intestinale (Weiet al, 2003). Mais en 2004, le rofécoxib a été retivendarché a la
demande de la firme qui le commercialisait car stisation sur le long terme semble avoir

entrainé de tres nombreux accidents cardiovaseslatrdéces (Juret al, 2004).

1.6.2. Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AlS) os fgucocorticoides constituent une vaste famille
de médicaments dérivés du cortigtableau 4). lls représentent le traitement le @ffcace
utilisé pour les maladies inflammatoires chroniqtedsque I'asthme, l'arthrite rhumatoide, les
maladies inflammatoires de l'intestin et les matadauto-immune (Payne et Adcock., 2001).
Leur mécanisme d’action est le méme que celui tlesogorticoides endogenes. lIs se lient au
récepteur des glucocorticoides dans le cytoplasniiisant ainsi sa dimerisation et sa
translocation vers le noyau ou il se lie a son élinide réponse sur les genes appropriés. Ceci
conduit a une élévation de la transcription desegépodants pour les protéines anti-
inflammatoires tel que la lipocortine-1 et I'inteakine 10, avec une inhibition de I'expression de
plusieurs génes codants pour des protéines pm@nrinflatoires incluant des cytokines, des
enzymes, des récepteurs et des molécules d’adn@zaomes., 1998).

Comme pour les AINS, l'usage des glucocortiesicest associé a de nombreux effets
indésirables. Le risque d'apparition de ces effetésirables s’accroit avec le prolongement de
la durée du traitement et 'augmentation de la lpg& Divers troubles peuvent étre observé.
Ces troubles peuvent étre aigués tel que I'hypsidenartérielleja dérégulation de la synthése
naturelle de glucocorticoides a la fin du traitemé&euphorie avec insomnie allant jusqu’a une
psychose aigué@t I'apparition d’ulceres gastro-duodénaldes troubles chroniques peuvent

aussi se manifesté tel que I'ostéoporose, lesaxdts et la prise de poiftldenzen, 2003)
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Tableau 4. Principaux glucocorticoides (Henzen, 2003).

Glucocorticoide Nom commercial

Cortisol (Hydrocortisone) Hydrocortone, Solu-Cortef
Cortisone Cortison CIBA
Prednisone Prednison Streuli
Prednisolone Spiricort, Ultracorten
Methylprednisolone Urbason, Solu-Medrol
Triamcinolone Kenacort, Ledercort
Bétamethasone Celestene, Diprostene
Dexamethasone Fortecortin, Decadron

1.6.3. Anti-inflammatoires d’origine végétal

Les plantes médicinales sont tres utiisée médecine traditionnelle a travers le monde
pour le soulagement des maladies inflammatoireqquel I'arthrite rhumatoide, I'asthme, la
bronchite 'eczéma, I'arthrose, la goutte, la rt@rallergique, les ulceres gastriques et duodénaux
(Setty et Sigal, 2005 ; Wiart, 2006). Le tableaum®ntre quelques plantes meédicinales
traditionnelles avec leurs usages.

L’activité anti-inflammatoire de ces plast revient a leur contenue en métabolites
secondaires doués d'activités biologiques; polypl#n stérols, alcaloides, saponines,
coumarines, terpenes et polysaccharides...ext.

Des études menéiesvitro et in vivo ont démontré I'effet anti-inflammatoire d’'un grand
nombre de ces plantes ainsi que le mécanisme aladé plusieurs d’entre elles. Les substances
actives des plantes peuvent agir a plusieurs nidaua réaction inflammatoire en inhibant le
meétabolisme de I'acide arachidonique, les mécargsteetransduction du signal impliqués dans
l'activation des cellules inflammatoires, la dyge des cytokines pro-inflammatoires,

'expression des molécules d’adhésion, I'activatilbnfacteur nucléaire kappa-B et la production

des especes oxygénées réactives ((Duwiejua einZéi®l93 ; Lwalewaet al, 2007).
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Dans ce contexte, plusieurs exemples de plantesgepeétre cités :

Curcuma longacurcuma) contient un pigment jaune appelé curnamin polyphénol qui
inhibe la production de la prostaglandine E2 etdression de la cyclooxygénase 2 (Madédén
al., 2009). En revanche, il n'exerce aucun effet [&xpression de la cyclooxygénase 1. Le
curcumine inhibe aussi I'expression des genes e et de L'IL-8 et diminue de maniére dose
dépendante la production de NO et I'expression’@egyme NO Synthase (NOS) inductible
(Mathy et al, 2007). Le curcumine inhibe également le factawoléaire kappa-B (Aggarwal et
Sung, 2008).

Zingiber officinale(gingembre), utilisé en médecine asiatique paitetr les inflammations
et les rhumatismes. Il contient un grand nombrecdastituants; gingerol, beta-carotene,
capsaicin, acide caffeique et curcumine, dontiViét anti-inflammatoire est bien évidente. Les
extraits du rhizome du gingembre sont de puissahibiteurs de la synthese des prostaglandines
et des leucotrienes, comme ils inhibent la productiu TNFe en agissant sur I'expression des
genes (Setty et Sigal, 2005).

Baccharis trimera(Guayapi Tropical), une plante médicinale utdig@ur le traitement du
rhumatisme. Elle contient un diterpenoide qui mentme inhibition importante de la
phospholipase A2 (Januamb al, 2004).

Arnica montanaArnica) est également tres utilisée par les aadigux pour le traitement
des cedemes et des meurtrissures. Son effet datihmftoire revient a ces sesquiterpenes
lactones tel que le helenaline et le dihydrohelaeatui inhibent I'activation du facteur de
transcription du Facteur nucléaire kappa-B, im@diglans la transcription de médiateurs pro-
inflammatoires (Wiart, 2006).

Harpagophytum procumbenyriffe du diable) est une plante issue de la roéde
traditionnelle africaine. Son activité anti-inflaratoire a été largement investiguéevivo et in
vitro. Cette plante réduit significativement I'oedéme ldepatte induit par le Carrageenan
(Catelanet al, 2006). Elle inhibe la synthese des eicosanoicta®me elle inhibe la production

du TNFo par les monocytes humains. Elle réduit égalememt pfoduction de la
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myelopéroxydase par les neutrophiles et blogueytahése de la prostaglandine E2 (Setty et

Sigal, 2005).

Tableau 5.Exemples de plantes médicinales anti-inflammasoffedapté deerdemogluet al,
2003 ; Setty et Sigal, 2005).

(4%

Nom scientifique Famille Partie Nom Utilisation
utilisée commun
Zingiber officinale Zingiberaceae rhizome gingembre arthrose, migraioeleurs
rhumatismales
Helleborus orientalis| Ranunculaceae| racines lenten-rose ocedémes, dorilaoratismales
L.
Urtica dioica Urticaceae feuilles | ortie rhinite allergique, eczéma goutte,
racines douleurs rhumatismales
Laurocerasus Rosaceae feuilles | laurier fievre, pharyngite,
officinalis R. douleurs d’estomac, hémorroides
graines
Curcuma longa Zingiberaceae rhizome curcuma douleurs rhumatiesnalpus
systémique, psoriasis,
infections rénales
Ocimum basilicum Lamiacées feuilles basilic lombalgie, arthrose
Rubus sanctus Rosaceae racines ronces douleurs rhumatismales,
Schreber infections rénales, hémorrhoide
Nerium oleandet.. Apocynaceae fleures laurier rose¢  douleurs, mauwét
Harpagophytum Pédaliacées tubercule|  griffe du | arthrose, lombalgie, neuvralgie,
procumbens diable maux de téte, fievre
Rhododendron Ericaceae feuilles rhododen- | oedemes, états grippaux, mal d
ponticumL. dron dents
pontique
Juglans regid.. Juglandaceae feuilles | noyer douleurs rhumatismales, fievre,
commun eczéma.
fruits douleurs rhumatismalesalaria
Oenothera biennis | Onagraceae graines onagre douleurs rhumatismales,
bisannuelle | syndrome de sjogren
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Urtica dioica (ortie) est une plante tres utilisée dans léorégnéditerranéenne pour le
soulagement de la rhinite allergique, I'eczémaestdouleurs arthritiques. Les extraits de l'ortie
inhibent la dégradation protéolytique de [linhibitel kappa-B (lk-B), ce qui empéche
l'activation du Facteur nucléaire kappa-B (Leb al, 1995). Une autre activité des extraits de
I'ortie est Iinhibition du facteur de transcripticAP-1. Des études antérieures ont montré que

l'inhibition de AP-1 prévient I'arthrite induite p&e collagéne (Setty et Sigal, 2005).
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2. Stress oxydant

Le stress oxydant est défini comme un @giéibre de la balance entre antioxydants et pro-
oxydants, que ce soit par une augmentation deolduption d’espéces oxygéenees réactives et/ou
par une diminution des défenses antioxydantesii#dllet Whiteman, 2004). Ceci conduit & des

endommagements cellulaires et tissulaires souunéveirsibles (Sorg, 2004).

2.1. Especes oxygénées réactives

L’oxydo-réduction est le transfert d’'un pluisieurs électrons d’'un atome vers un autre. Un
tel processus est nécessaire pour la vie en aébpieur notre organisme, puisque lI'oxygene est
I'accepteur ultime d’électrons au niveau de la shakspiratoire pour former de I'énergie sous
forme d’ATP. Plusieurs autres réactions biologiqirepliquent I'oxydation de substrats ou
I'accepteur d’électrons est I'oxygene moléculaitependant, dans le cas ou il y a un transfert
d’'un nombre d’électrons impair, nous assistons #&tmation d’especes toxiques tel que le
radical superoxyde, le radical hydroxyle et le mome d'azote, ayant des électrons non
appariés (célibataires), ce qui leur confére urectnédté importante (Kocchilin-Ramonatxo,
2006). Ces espéces toxiques sont appelées radibaes et font partie de la classe des espéces
oxygeénees réactives (EOR) ou reactive oxygene epd&8lOS) selon les anglo-saxons. Cette
classe comprend en plus des radicaux libre, ceridémivés réactives non radicalaires dont la
toxicité est plus importante tels que le peroxythgdrogene et le peroxynitrite (Bartosz, 2003 ;
Halliwell et Whiteman, 2004) (Tableau 6).

Du fait de leur caractere tres électraphiés especes radicalaires vont tenter de ragpari
leurs électrons célibataires en agressant touteéaul@ susceptible de se faire arracher un
électron (Lehucher-Michedt al., 2001). La molécule agressée devient a son toucalaite et
peut donc agresser d’autres molécules provoquargi aine perturbation de l'organisme
(Kocchilin-Ramonatxo, 2006).

La toxicité des EOR n’est pas nécessaintroarrélée avec leur réactivité. Dans plusieurs
cas, des especes peu reactives peuvent étre gin’'une grande toxicité en raison de leur

demie vie longue qui leur permet de se diffusegagner des locations sensitives ou elles
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peuvent interagir et causer des dommages a lonigtande de leurs sites de production (Kohen

et nyska, 2002).

Tableau 6.Especes oxygénees réactives générees dans lesaystidlogiquegBartosz, 2003).

Especes radicalaires ryole
Anion superoxyde 5}
Radical hydroxyle OH
Monoxyde d’'azote NO
Especes non radicalaires Symbole
Peroxyde d’hydrogéne KD,
Acide hypochlorique HOCI
Oxygeéne singulier 10,
Peroxynitrite
ONOO

Dans I'organisme une partie de I'oxygerm@éuoulaire peut capter de maniére univalente et
séquentielle un électron conduisant alors a la &ion du précurseur des espéces oxygénées

réactives : I'anion superoxyde (Kocchilin-Ramonat006).

z‘ee > 02.-

Le radical superoxyde est peu réactif, smaprésente un précurseur d'especes plus
agressives tel que le peroxyde d’hydrogeneOdH qui est formé suite a une dismutation

spontanée ou enzymatique du radical superoxydia gaperoxyde dismutase (Pal Yu, 1994).

Superoxyde dismutase
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22C)+2H+ » H>O,+0O >
L’absence de charge a sa surface rendrtiexpde d’hydrogéne tres lipophile et peu réactif

en milieu aqueux. Le peroxyde d’hydrogéne peut mé&ams étre considéré comme un dérivé
réactif de 'oxygene potentiellement toxique carfaible réactivité associée a sa capacité de
traverser les membranes biologiques lui permeedetsouver a une grande distance de son lieu

de synthese (Pal Yu, 1994 ; Cagtal, 2007).

La dégradation de,8, en présence de métaux de transition’(FELF"), conduit & la

formation du radical hydroxyle selon la réactionfelgton (Sorg, 2004).

Fe+ Hy0 » » F€"+ OH + OH°

Selon la réaction d’Haber et Weiss, |gOH peut également réagir avec le radical

superoxyde, aboutissant la encore a la productioadical hydroxyle (Sorg, 2004).

0,* + H,0, » O,+ OH + OH*

Avec une demi-vie de l'ordre de la nanosecondeadiécal hydroxyle est le plus réactif de
toutes les EOR. Il réagit avec de nombreuses migieae trouvant dans son voisinage (protéine,

lipide, ADN) entrainant ainsi de multiples dommag@setteridge, 1993).

2.2. Sources des espéces oxygénees réactives

Les EOR sont produites dans I'organisme dsnombreux mécanismes tant endogenes

gu’exogenes.

2.2.1. Sources endogéne

Divers types cellulaires et tissus donmaissance au EOR par des réactions enzymatiques
ou par auto-oxydation au cours de leur métabolisorenal et parfois en réponse a un stimulus

spécifique (Figure 2).
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a) Chaine respiratoire mitochondriale

Au cours du métabolisme normale, la chakéransport d'électrons mitochondriale est la
source la plus importante de la production des ECHenet al, 2003). Environ 5% de I'oxygéne
utilisé par les mitochondries est partiellementuréghar des électrons qui s'échappent des
transporteurs d'électrons de la chaiespiratoire. Une quantité de¥est alors forméeCelle-ci
peut étre amplifiee avec l'augmentation du volunge 'dxygéne consommeé dans certaines
situations tel que I'augmentation de l'intensitgpieatoire durant I'exercice physique et lors des

désordres inflammatoires ou nutritionnels (Bart@§)3).

b) Cellules phagocytaires

Les cellules phagocytaires activées aurscale l'inflammation constituent une source
importante de radicaux oxygénés. Ces radicaux mpauuits directement lors d'un phénomene
appelé explosion oxydative qui consiste en l'attwadu complexe enzymatique ; NADPH
oxydase, capable d'utiliser I'oxygene moléculaiogrpproduire de grandes quantités d'anion

superoxyde au niveau de la membrane cellulaireifatt al, 2006).

NADPH oxydase

NADPH + 20; » NADP" + H + 20"

Ce mécanisme, lorsqu'il est contr@gt capital dans la lutte anti-infectieuse car il
permet la destruction des bactéries et des corpegars phagocytés (Favier, 2003). De méme, la
myeéloperoxydase lysosomale des cellules phagoegtaiarticipe dans ce processus par sa

production du HOCI a partir du,®, et du Cl (Rodrigueset al, 2002).

c) Xanthine oxydase
La xanthine oxydase est une enzyme que jau role important dans le catabolisme des
purines. Elle génere des EOR lors de I'oxydatioffildgooxanthine en xanthine, et de la xanthine

en acide urique (Harrison, 2002).
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Figure 2 : Principales sources cellulaires des especes oxggéadactives

(Bonnefont-Rouseelot, 2003).
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Xamh oxydase

Xanthine + 20, + H,0O » Acide utig + 2Q° + 2H"

La production des EOR par la xanthine @egl est faible dans les conditions
physiologiques normales, mais joue un réle imparians de I'ischémie-reperfusion (Grangsr

al., 1981).

d) Cyclooxygénase et lipoxygénase

L’activation des phospholipases induit li@ération de I'acide arachidonique des
phospholipides membranaires. L'acide arachidonegienétabolisé par la cyclooxygénase et la
lipooxygénase en prostaglandines et leucotrienede @oie implique un transfert d'électrons qui
pourrait initier la formation des EOR, principalamale superoxyde (Densiov et Afanas’ev,

2005).

e) Nitrigue oxyde synthase

Le monoxyde d’azote (N)est une espéece radicalaire synthétisée a partiadjinine par
'enzyme nitrique oxyde synthases. Cette produc@eh physiologique et joue un rble majeur
dans la neurotransmission, la régulation de lasprassanguine, les mécanismes de défense, la
relaxation des muscles lisses et la régulation imam(Valko et al, 2007). Cependant, a une
concentration élevée le N@evient délétere pour les cellules notamment agiséant avec le
O," pour former un puissant oxydant; le peroxynitr®NQQO). Celui-ci peut se décomposer en

d’autres oxydants comme le M@t le OH (Densiov et Afanas’ev, 2005).

f) Réticulum endoplasmique

Au niveau de la membrane du réticulum ehakmique, la chaine de transfert d’électron
fait intervenir des cytochromes P450 qui peuveontdpire des EOR au cours des réactions de
détoxification des drogues et d’autres produitsai@iques toxiques. Ces réactions prennent

lieu principalement au niveau du foie (BonnefontiBselotet al, 2003).
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2.2.2. Sources exogenes

L’organisme humain est soumis a l'agressie différents agents capables de donner

naissance aux EOR.

Les rayonnements sont par difféerents mécanismesaleses de radicaux libres, qu’il s’agisse
des rayons ionisants X ou gamma, ou des rayonavigdtets capables de produire des anions

superoxydes ou de I'oxygene singuliBeani, 1995).

L’ingestion d’alcool est suivie de la faxtion de radicaux libres selon divers mécanismes
impliquant principalement laxanthine oxydase et I'aldéhyde oxydase qui peuwswytder le
métabolite principal de I'éthandiacétaldéhyde, avec production de superoxyde.haéol
stimule également la production d’anisoperoxyde par induction de la transcription des

NADPH oxydase, NADPHytochromeaéductase et du cytochrome P 450 (Milane, 2004).

Des toxigues tels que le monoxyde d'aZbl®") et le dioxyde d’azote (Ng), présents
dans notre environnement (goudron, tabac, polluadtsstriels...ext.), participent a la genese de
radicaux libres. lls sont responsables d’'une awtahation des acides gras polyinsaturés des
alvéoles pulmonaires. Le N@t le NG, peuvent aussi réagir avec I'anion superoxyde et le
peroxyde d’hydrogéne produit par les macrophagesieeau des alvéoles pulmonaires pour

former de puissant oxydant ; le peroxynitrite (OND& le radical OH(Pincemailet al.,1998).

Une large variété de xénobiotiques (tosinpesticides et herbicides) et médicaments
(antibiotiques et anticancéreux) peuvent contribailda production des EOR qui se forment

comme produits de leur métabolismevivo (Martinez -Cayuela, 1995).

Une partie des aliments consommeés estéexyd contient différents types d’oxydants tels

gue les peroxydes, les aldéhydes, les acides gyae® et les métaux de transition (Ames, 1986).

2.3.Conséquences biologiques du Stress oxydant

Le stress oxydatif conduit & des endommmages cellulaires et tissulaires souvent

irréversibles (Sorg, 2004).
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Les cibles biologiques susceptibles atixqakes radicalaires sont, les lipides, les proine

et I'acide desoxyribonucleique (Kohen et NyskRa02 (Figure 3).
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Les lipides et principalement leurs acidess polyinsaturés sont la cible privilégiée des
EOR. Le radical hydroxyle est capable d'arracherhydrogene sur les carbones situés entre
deux doubles liaisons sur les acides gras polyingsitdes phospholipides membranaires (Favier,
2003). Ceci conduit a des processus de peroxyddifpiciqgue en chaine aboutissant a la
désorganisation compléte de la membrane altéraoe dait ses fonctions d’échange, de barriére

et d'information (Beckmaet Ames, 1998 ; Lehucher-Michet al, 2001).
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Les EOR peuvent également s’attaquer aokéipes cellulaires. Les protéines les plus
sensibles aux attaques sont surtout celles qui cderd un groupement sulfhydryle (SH) (Favier,
2003). Des dommages importants peuvent étre indDés dommages sont soit sous forme de
modifications structurales tel que la fragmentatides macromolécules; collagene et
protéoglycannes, la formation de dimeres ou d'agegrotéiniques dans les membranes
cytoplasmiques, ou sous forme de modifications tionoelles tel que linactivation des

enzymes (Lehucher-Michel al, 2001 ; Valkeet al, 2007).

Les ADN nucléaire et mitochondrial somistsensible a I'attaque des les EOR. Les attaques
radicalaires peuvent conduire a des modificati@sslzhses, des cassures simples et doubles de la
chaine d’ADN, des sites abasiques et pontage awsqutéines (favier, 2003). De puissants
systemes de réparation (glycosylases, endonuc)gasmsettent d’assurer dans la plupart des cas
la conservation du génome. Cependant, une surchartgsions en cas de stress important peut
induire des effets mutagenes ou l'arrét de la céibn de I’ADN conduisant a la mort cellulaire

ou a la formation des cellules cancéreuses (Intlayna, 1998).

2.4. Implications pathologiques des espéces oxygéas@éactives

L’interaction des EOR avec les différentesécules biologiques conduit a I'altération de
I’'homéostasie de I'organisme. Ceci fait que lestrexydant intervient dans de nombreuses
pathologies comme facteur déclenchant ou assoei@lu3, la plupart des pathologies liées au
stress oxydant apparaissent avec I'age car ldissgiment diminue les défenses anti-oxydantes
et augmente la production mitochondriale des EQRi@f, 2003) avec une diminution de
I'efficacité des systémes de réparations et deadiagions des constituants oxydés (Sehail,
2002). En fait, de nombreuses études tant epidégigples que cliniques ont démontré
'implication du stress oxydant dans le développeingéun grand nombre de pathologies
humaines différentes allant de I'athéroscléroseaacer tout en passant par les maladies

inflammatoires, cardiovasculaires, neurodégénérativ le diabéte (Pincematl al, 2002)
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(Tableau 7). Le role du stress oxydant dans Idligeement a été également évoqué (Lehucher-

Michel et al,, 2001 ; Valkeet al, 2007).

Tableau 7.Principales affections liées au stress oxydant.

Pathologies Références

Lésions de reperfusion post-ischémique(Zweier et Talukder, 2006)

Maladies auto-immunes (Halliwel et guetteridge, 1999)
Arthrite rhumatoide (Ahsanet al.,2003)
Maladies inflammatoires (Densiov et Afanas’ev, 2005)
Athérosclérose (Harrisonet al, 2003)

Maladies d’Alzheimer, de parkinson (Sorg, 2004)

Emphyséme (Lechuer-Michekt al,. 2001)
Diabéte sucré (Pal Yu, 1994)

Certains cancers (Valko et al, 2007)
Anémie drépanocytaire (Martinez-Cayuela, 1995)

2.5. Défenses antioxydantes
Pour contrarier les effets néfastes dpgeas oxygénées réactives, I'organisme utilise un
arsenal d’antioxydants qui ont pour role de rafteati d’'inhiber les effets néfastes des especes

oxygeénees réactives.

2.5.1. Antioxydants enzymatiques

Les principales enzymes antioxydantes dansuperoxyde dismutase, la catalase, les

glutathion peroxydase et réductase (Figure 4)

La superoxyde dismutase (SO} une enzyme qui catalyse la dismutation deolani
superoxyde en peroxyde d'hydrogéne et en oxygérécniaire. La SOD existe sous trois
formes. La plus importante a pour cofacteurs lereuet le zinc (CuzZn-SOD). Elle est présente
dans le cytoplasme de toutes les cellules. Uneieimexforme a pour cofacteur le manganése

(Mn-SOD) et elle est située dans les mitochondii@stroisieme forme a pour cofacteurs le
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cuivre et le zinc. Elle est extracellulaire et suve au niveau de la lymphe et du plasma. Les
trois formes de la SOD catalysent la méme réactiais different par leurs séquences d’acides

aminés et leurs masses moléculaires (Zetkal., 2002).

La catalase (CAT) est présente en particudans les hématies et les péroxysomes
hépatiques. Elle agit en synergie avec la SOD peispn role est d'accélérer la dismutation du

peroxyde d'hydrogene en eau et en oxygene moléearg, 2004).

La glutathion peroxydase est une séléngraz(Se-GPx) qui joue un réle trés important
dans la détoxification du peroxyde d’hydrogéne,sraissi d’autres hydroperoxydes résultants
de l'oxydation du cholestérol ou des acides grasaamplant la réduction de ces dérivés réactifs
avec l'oxydation de substrats réducteurs commelueattpion (GSH). La glutathion réductase
(GR), quant a elle, a pour réle de régénérer le @Sdrtir du glutathion oxydé (GSSG) tout en

utilisant le NADPH comme source d’hydrogene (MatiCayuela, 1995 ; Sorg, 2004).

SOD CAT
(}1—"‘ 0, ——» Hv(h—“‘ H;O0 +120;
GSH NADP*
GPx (: PD
(:":‘-s(: NADPH 4/

Figure 4 : Mécanisme réactionnel invoqué dans la détoxificaéinzymatique des espéeces

oxygénées réeactives (Marfak, 2003)
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2.5.2. Antioxydants non enzymatiques

Cette classe regroupe des composés engogerfaible poids moléculaire qui peuvent étre
soit des produit de synthese (glutathion, histidiigeptide) ou issus du métabolisme cellulaire
(acide urigue) (Kohen et Nyska, 2002). Des pro&ited que la ferritine, la ceruloplasmine et
'albumine contribuent a leur tour dans la défeastioxydante secondaire en chélatant les
métaux de transition permettant ainsi de préveaiformation du radical hydroxyle via la

réaction de fenton (Martinez-Cayuela, 1995).

2.5.3. Antioxydants d’origine végétale

Malgré que le concept du stress oxydantdai que de quelques dizaines d’années,
plusieurs plantes utilisées en médecine traditibarsnt douées de propriétés anti-oxydantes
remarquables. Ceci vient du fait que le stress amya@st impligué dans un grand nombre de
maladies humaines et que I'idée derriere I'utilmatde plusieurs recettes traditionnelles est non
le traitement des maladies mais leur préventiorsiajjue de faire face au vieillissement
(Scartezzini et Speroni, 2000).

Par exemple, Ayurveda est I'une des amgdnrmule utilisée en inde pour ce bute. Cette
formule contient de nombreuses plantes ddainplica officinalis Curcuma longaMangifera
indica, Momordica charantia, Santalum albyt@wertia chirataet Withania somniferagui ont
un effet anti-oxydant confirmé par plusieurs étu(fesartezzini et Speroni, 200Q)effet anti-
oxydant des plantes médicinales est di a leur oon&: substances bioactives dites anti-
oxydantes tel que les tannins, lignanes, coumariggisones, xanthones, acides phénoliques,
flavones, flavonoles, anthocyanines et proanthdogafMarwahet al 1991). Le tableau 8
montre quelques exemples de plantes médicinalesedaliactivité anti-oxydantes.

Des études longitudinales montrent qu’un taux éla@tioxydants obtenus grace a une
alimentation riche en fruits et légumes réduit ieque relatif de mortalité dans diverses
pathologies : cancers, maladies cardiovasculagefronchopneumopathie. Les fruits et les
légumes contiennent une grande variété d’antioxgdemmme la vitamine C, la vitamine E, les

caroténoides, les oligoéléments et surtout lespp@lyols Defraigne et Pincemail, 20D8
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Tableau 8. Exemples de plantes médicinales douées d'actavitieoxydantes. L’activité est

confirmée par les tests: acide thiobarbituriqudBA), évaluation de malonaldehyde par
chromatographie phase gazeuse (MA/GC), 2,2-diphkmytrylhydrazyl (DPPH), pouvoir

réducteur du fer / pouvoir antioxydant (FRAP), algde / acide carboxylique (TCA) et diene
conjugué (Moon et Shibamoto, 2009).

Nom scientifique Nom Méthodes testées Composés actifs
commun

Glycyrrhiza glabra réglisse TBA, MA/GC glycyrrhizine

Zingiber officinalis gingembre | DPPH 6-gingerdiols

Solanum lyopersicum | tomates FRAP rutine, acide ascorbique,

acide chlorogenique,

lycopene
Glycine max soja ACA, MA/GC eugenol, maltol, Alcool
benzylique
Thymus vulgaris Thyme TBA, FRAP thymol, carvacrol,
terpinene
Rosmarinus officinalis | romarin Diéne conjugué acide carnosoique
Zanthoxylum piperitum poivre noir | TBA, DPPH arbutine, magnoflorine
Eucalyptus globulus | Eucalyptus| MA/GC, ACA 1,8-cineole, benzaldéhyde,
Syzygium aromaticum| Giroflier MA/GC, ACA eugenol, eugenyl acétate
Vitis vinifera raisin [3-carotene/ acide Composés phénoliques

linoléique
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a) Vitamine C

La vitamine C ou l'acide ascorbique esptacipal antioxydant hydrosoluble. Elle peut
directement réagir avec les EOR comme le radicall @ O et former un radical
semidehydroascorbate peu réactif qui est rapideroeydé en acide déshydroascorbique. La
vitamine C inhibe également la peroxydation lipicddcen régénérant la vitamine E. Cependant a
forte dose et en présence de quantité importanterdéa vitamine C peut devenir prooxydante

(Densiov et Afanas’ev, 2005).

b) Vitamine E

La vitamine E oa-tocophérol posséde une structure qui lui permetageer les radicaux
libres non seulement dans les zones lipophilesndesibranes cellulaires grace a sa chaine
phytyle, mais aussi dans les zones hydrophilessuace des membranes plasmiques grace a
son hydroxyle phénolique. &°tocophérol réagit également avec les radicaux énxgg

lipidiques en empéchant leur propagation (Liet200Q4 ; Traber et atkinson, 2007).

c) Caroténoides

Les caroténoides forme une grande famille de pely&onjugué que I'on trouve en abondance
dans les plantes et notamment les fruits et laség A ce jour, plus de 600 caroténoides ont été
identifiés, maisseul un nombre limité d’entre eux sont présentsdarsang humain et en quantité
trés faible. Les principaux sonti et lep-caroténe, la lutéine, la zéaxanthine, la cryptthiae et le
lycopéne. Les caroténoides possedent des capaotiégydantes similaires a celle des tocophérols.
Grace a leur longue chaine carbonée riche en ddiaiden, ils sont d’excellents piégeurs de
radicaux peroxyles et d'oxygene singulier (SiesS¢hhl, 1995). La figure 5 résume le
mécanisme probable par le quel la R-caroténe etit@siines C et E inhibent I'oxydation des

lipoprotéines a faible densitée.

e) Composeés phénoliques
Les composés phénoliques regroupent ute vassemble de plus de 8000 molécules

divisées en une dizaine de classes chimiques quirencaractéristique commune ; la présence
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dans leur structure d’au moins un cycle aromatgyéecarbones. Celui-ci peut porter un nombre
variable de fonctions hydroxyles (OH) (Hennebeli@l, 2004).

Les flavonoides sont les polyphénols les mombreux (plus de 5000 molécules isolées)
(Pietta, 2000). lls sont considérés comme des pitgnguasi universels des végétaux dont
plusieurs sont responsables des couleurs viveslales, des fruits et des Iégumeableau 9)

(Pietta, 2000; Ghedira, 200%)es composés phénoliques et particulierementdgsrioides

Milien aquenx

'L'DEH LH Surface

Intérieur

Figure 5 : mécanisme probable de I'inhibition de I'oxydatides lipoprotéines a faible densité
par la B-caroténe (B), la vitamine C (C) et lamitae E (E). lipide (LH), peroxyde lipidique
(LO,*), hydroperoxyde lipidique (LOOH) (Nilet al1995).

suscitent depuis une dizaine d’année un intéréssant de la part des nutritionnistes, des
industriels de l'agro-alimentaire et des consommnateUne des raisons principales est la
reconnaissance de leurs propriétés antioxydantesinst leur implication probable dans la
prévention de diverses pathologies associées assstixydant. La propriété antioxydante des

flavonoides la mieux décrite est leur capacitééyemi les radicaux libres : radicaux hydroxyles
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(OH®), anions superoxydes {0 et radicaux peroxylipidiques. Les flavonoidescthent et
stabilisent les radicaux libres grace a leur grougr@ hydroxyle (C3-OH) fortement réactif
(Pietta, 2000 ; Ghedira, 2005). lls peuvent égafgrmpeotéger les membranes cellulaires par leur
action a différents niveaux sur la peroxydationdigue. lls sont aussi capables de capturer
directement les composés radicalaires et d'intgorenainsi la propagation de la réaction en
radicalaire chaine (Havsteen, 2002). Les flavormipeuvent aussi inhiber la formation des
radicaux libres par la chélation des métaux desitian tels que le cuivre (Cu+, Cu+2) et le fer
(Fe+2, Fe+3), impliqués dans la production des BA2Res réactions de Fenton et Haber-Weiss

(Puppo, 1992).

e) Oligoéléments
Les oligoéléments (Cu, Zn, Se, Mn) ontsadss propriétés antioxydantes. lls servent

notamment de cofacteurs aux enzymes antioxydaBezgér, 2006).
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Tableau 9. Exemples de composés phénoliques apportés pamdiatation Defraigne et

Pincemail, 2008

Polyphénol

Source alimentaire

Acides phénoliques
Acide vanillique
Acide galique
Acide cafeique
Acide ferulique

Acide chlorogenique

Resveratrol

Vanille

Thé

Café

Riz, Blé, Asperges

Pelure de pomme de terre
Pomme, Artichaut

Raisin

Flavonoides
flavonols

Quercetine, kaempherol
Flavones
Lutéoline

Apigenine

Flavanones

Naringénine

Flavines-3-ols

Catéchine, epicatechine

Isoflavones

Genistéine, daidzéine

Anthocyanidine

Oignon, Brocoli

Céleri, Persil
Céleri, Romarin, Thym

Agrumes

Raisin, Thé vert, Cacao

Soja

Cyanidine Fruits rouges, Raisin
Tanins
Punicalagins Grenade
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3. La plante Malva parviflora L.

bY

Malva parviflora L. est une plante appartenant a la famille des Mab&c Appelé
communément la mauve. En Algérie, elle est conous £ nom ; Khoubeiz ou Amedjir. Elle
est trés répondue a travers le monde. Elle sedrdans la région méditerranéenne de I'Europe,
en Asie moyenne et dans le nord d’Afrique. C’'est plante spontanée qu’on trouve dans les
terrains incultes, le long des haies, au voisindgge maisons ou au bord des chemins. Elle est
utilisée traditionnellement pour le traitement @éfections inflammatoires. Elle est également

utilisée en cuisine méditerranéenne dans diversgmmtions.

3.1.Classification de la planteMalva parviflora L.

Embranchement : Spermatophytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Dialypétales

Ordre : Malvales

Genre : Malva

Famille : Malvacées

Espece Malva parviflora

3.2. Aspect botanique de la plant&alva parviflora L.

C’est une plante herbacée appartenantamdle des Malvaceae. Cette plante a des tiges

rameuses, un peu scabres, longues d'environ deds.ies feuilles sont alternes, arrondies, en
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cceur a la base, a sept lobes obtus peu profordsegtt nervures principales. Elles sont crénelées,
un peu tomenteuses, portées sur de tres-longdgseties stipules sont ovales, pointues, ciliées.
Sa racine est pivotante, et donne naissance apladiges, dont la principale est droite, tandis
gue les latérales sont tombantes ou méme totateznaohées a terre. Les fleurs sont tres petites,
assez nombreuses, et ramassées en groupes pressjlesaux aisselles des feuilles. Les pétales
débordent a peine les calices, ils sont blancerégent teints de rose au sommet et bifides. Les
folioles du calice externe sont filiformes et n'gata peine les deux tiers de la longueur du calice
intérieur. Ce dernier est presque parfaitementrglab divisé, dans son tiers supérieur en cing
découpures arrondies et acuminées qui s'évasendédd maturité des semences. Le fruit est
circulaire, arrondi, glabre, comme ciselé, rudetawcher, déprimé dans son milieu et I'on
remarque une petite pointe au centre de cette sipre Il est moins grand que le calice et
composé de dix a douze capsules monospermes stuéedées transversalement, légerement
creusées en gouttiere dans leurs parties dorsaldsnéiculées a leurs bords (Jauzein, 1995)

(figure 6).

3.3. Usage thérapeutique traditionnel délalva parvifloraL.

La mauve est utilisée en phytothérapies atifférente formes ; la décoction ou l'infusion
des feuilles est utilisée pour soulager les doslecwlitiques et comme laxatif pour la
constipation (Moreno-Salazat al, 2008). Elle est également utilisée dans les @@appaux et
surtout pour la toux séche. Le gargarisme par t@c®n et I'infusion de la mauve est employé
pour I'Inflammations de la bouche et les maux deggo(pharyngite, laryngite, enrouement,
extinction de voix) (Navarro Garciat al, 2003). Des compresses de feuilles sont applegquée
localement Pour le traitement des inflammationsmées et des furoncles (Grierson et Afolayan,

1999).

3.4. Activités biologiques dedalva sp.

Tres peut d’études ont été effectuées péualuation des activités biologiques Malva
parviflora. Cependant plusieurs autres especes du genre "Malv&té largement étudiées. Les

résultats publiés jusqu’a présent révéelent plusietfets biologiques d’'un grand intérét.
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Figure 6: Aspect morphologique de la plarNialva parvifloraL (Jauzein, 1995)
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Tadeget ses collaborateurs (2005) ont étudié I'effet-battérien des extraits de huit
plantes utilisées traditionnellement dans le traéet des infections cutanées. Leurs résultats
montrent que I'extrait méthanolique des feuilles Malva parviflora posseéde une activité
antibactérienne enve&taphylococcus aurewt Pseudomonas aeruginos plus d’'une activité
anti-fongique plus importante contfeichophyton mentagrophyte€heng et Wang (2006) ont
montré queMalva sylvestrisilune espece du méme genre diava parviflorg disposent de
propriétés bactériostatiques vis-a-vis $tlaphylococcus aureu€ette activité augmente avec le
taux des anthocyanines de la plante dans le mieculture.Jimenez et ses collaborateurs
(2003) ont montré que l'extrait Héxanique Melva parviflora possedent une activité anti-
bactérienne vis-a-vis d&lucobacterium tuberculosisXing et ses collaborateurs (2001) ont
purifié trois protéines douées d’activité anti-migienne importante a partir graines Malva
parviflora Ces trois protéines ; CW-3, CW-4, et CW-5, omtigablement une action synergique.
Les protéines ; CW-3, CW-4 ont montré un effet -&mtigique puissant contré?hytophthora

Infestansalors que CW-5 montre un effet envdfasarium graminearum.

Les études menées par Mavi et ses coblaédans (2004), montrent que I'extrait
méthanolique des feuilles ddalva neglecta(une autre espéce du méme genre Nladva
parviflora) possede un effet anti-oxydant remarquable. Lesltaésuobtenus montrent que
'extrait méthanolique piége le radical DPPH avete uGy de 2,24 mg/ml et inhibe la
peroxydation lipidique dans les liposomes avecl@agde 0,44 mg/ml. Dans une autre
étude menée sur l'effet antioxydant de I'huile esisé et de I'extrait aqueux des feuilles de
Malva sylvestris Ferreira et ses collaborateurs (2006) ont mogtré I'huile essentiel ne
présente aucune activité vis-a-vis du radical 1lphehyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH). Cependant,
il exerce une inhibition de 77 % du blanchisseméet 3-carotene. D’une autre part, La
décoction montre une activité anti-radicalaire 6803 envers le DPPH et une inhibition de 78%
du blanchissement de R-caroténe. L’effet antioxiydamalva parvifloraa été également étudié
par Afolayan et ses collaborateurs (2008) qui oohimé que I'extrait méthanolique déalva

parviflora piege 94%du radical 2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazolinsw@fonic acid) (ABTS).
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L’effet anti-inflammatoire des extraits Bialva parvifloraa été également étudié. Shale et
ses collaborateurs (1999) ont montré que les éxtemjueux, méthanolique et héxanique des
feuilles deMalva parviflorainhibent la synthése des prostaglandimesitro. Dans une étude
ultérieure réalisée par Shale et ses collaboraté@85), L’extrait dichlorométhanique a été
fractionné par chromatographie liquide. Les fratdiobtenues ont montré une inhibition de 79%
de la cyclooxygénase 2. Conforti et ses collabarate(2008) ont montré que ['extrait
méthanolique des feuilles déalva sylvestrisnhibe 'cedeme de I'oreille induit par I'huile de

croton chez la souris.

Les études réalisées par Gurbuz et sémboohteurs (2005) montrent gialva neglecta
posséde aussi un effet Anti- ulcérogénique. Ert dféxtrait agueux de la partie aérienne de la
plante réduit de 89% les lésions gastrigues dansddele del'ulcere gastrique induit par

I’éthanol chez le rat.
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MATERIEL ET METHODES

1. Matériel

1.1. Réactifs

Les réactifs chimiques utilisés dans kspnte étude sont : Indométacine, ferrozine [3-(2-
pyridyl)-5, 6-bis (4-phenyl-sulfonicacid)-1, 2, dazine)], chlorure ferreux (Feg] acide
ethylenediamine tétraacétique (EDTA), 2,2'-azo-H@-amidinopropane) HCI (AAPH),
hydroxytoluene butylé (BHT) et huile de croton peoant de sigma (Allemagne). 1,1-diphenyl-
2-picryl-hydrazyl (DPPH) provenant de Fluka (Allegn&). Bleu d’Evans obtenue aupres de
RAL reactifs (France). Les sels utilisés pour lapgaration des tampons sont obtenus aupres de
Panreac (Espagne). Le méthanol, I'acétone, I'aatdtique et le xylene sont de grade analytique

et obtenus auprés de Reidel, Prolabo et Sigma.

1.2. Animaux

L’étudein vivo a été réalisée sur des sousiwiss albinoglont le poids varie entre 25 et
30 gprocurés aux prés de I'Institut Pasteur d’ Algegs lanimaux répartis en groupes comportant
7 a 9 chacun, sont hébergés dans des cages degpylgme a une température ambiante, avec
acces libre a I'eau et a I'aliment fourni par [fioé National des Aliments de Bétails (ONAB) de
Bejaia. Aprés une période d’adaptation de 7 jdesssouris sont pesées, marquées, et soumises a

jeun pendant une nuit avant leur utilisation.

1.3. Matériel végétal

La planteMalva parviflora a été récoltée au mois d’avril 2008 de la régierBdrdj Bou
Arréridj. L'identification a été faite par Dr LaouaHoussin (laboratoire de botanique a
'université de Sétif). Les feuilles sont nettoyéséchées a I'ombre et a température ambiante,

puis stockées a I'abri de la lumiére.
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1.4. Solutions de travail

- Solution de r'huile de Croton 5,33 mg/ml: préparen solubilisant I'huile de croton
initialement dans l'acétone. L'eau distillée essute ajoutée jusqu'a I'obtention du rapport
acétone—eau (1:1).

- Bleu d’Evans 1% : préparé dans du NaCl 0.9%.

- Acide acétique 0,7% : préparé dans du NaCl 0.9%.

- Solution tampon PBS : préparée en mélangeantrgssiyement la solution de NgPD, 2H,0O
(10 mM) avec la solution de NMdPO, 2H,O (10 mM) jusqu’a I'obtention d’'un pH égale a 7.4.
Le mélange obtenu est en suite supplémenté paa@i (125 mM).

- Solution de AAPH (150 mM) préparée dans la solutampon PBS.

- FeChk (0.6 mM) : préparée dans I'eau distillée.

- Ferrozine (5 uM) : préparée dans le méthanol.

- Les solutions de l'extrait méthanolique et aquews deuilles deMalva parviflora et de

indométacine utilisées dans les essaisivosont fraichement préparées dans du NaCl 0.9%.

2. Méthodes
2.1. Extraction
2.1.1. Préparation de I'extrait méthanolique des fdlles de Malva parviflora

L’extrait méthanolique est préparé selanniéthode delTadeget ses collaborateurs
(2005). Les feuilles deMalva parviflora broyées sont mise a macérer dans un mélange
meéthanol/eau (8 : 2 V/V) a un rapport de 10 g/10Gous agitation douce pendant 48 heurs a
température ambiante. L’'extrait hydroalcoolique estupéré dans un premier temps apres
filtration du mélange. Le méthanol est ensuite @Eéndu filtrat par évaporation sous pression
réduite dans un rotavapor (BUCHI). L’extrait obteast lyophilisé (lyophilisateur PHYWE

chrisa) pendant 12 heures. Une poudre brune faestémbtenue.
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2.1.2. Préparation de I'extrait aqueux des feuillede Malva parviflora

L’extrait aqueux est préparé selon la mé¢éhde Ferreir@t ses collaborateu(006).
Cinquante grammes de poudre de feuilleddéra parviflorabroyées sont mises a bouillir
pendant 20 minutes dans 500 ml d'eau distillée.éApfiltration, la solution obtenue est

lyophilisée et une poudre brune claire est obtenue.

2.2. Activité anti-inflammatoire in vivo

2.2.1. Edeme de l'oreille induit par le xylene chela souris

Pour évaluer l'effet anti-cedémateux detfat méthanolique et aqueux des feuilles de
Malva parviflora I'cedéme de l'oreille est induit par le xyléneosela méthode de Rotelli et ses
collaborateurs (2003). Quatre groupes de sourisugdisés dans ce test.

Les souris des groupes traités recoiveft 360 et 50mg/Kg de I'extrait méthanolique, de
I'extrait aqueux et de l'indométacine (anti-inflaratoire standard) respectivement par voie orale
une heure avant I'induction de I'cedeme. Alors aqgedouris du groupe témoin recoivent 0,2 ml
d’une solution de NaCl 0.9 %.

L’cedeme de l'oreille est induit par I'ajgaltion locale de 30 pl de xyléne sur la face
interne de l'oreille droite de chaque souris deatigu groupes a l'aide d’'une micropipette.
L’épaisseur de I'oreille est mesurée avant et wmaicheure apres I'induction de l'inflammation
par un pied a coulisse digitaDélaporteet al, 2004) La différence de I'épaisseur avant et
apres l'application du xylene est calculée. Le pentage d’inhibition de I'cedéme est défini par

rapport au groupe témoin selon la formule suivante

% inhibition =A(Témoin —A traité /A Témoin) x 100

2.2.2. Edeme de l'oreille induit par I'huile de crdon chez la souris

Pour évaluer l'effet anti-cedémateux dutdraent local par I'extrait méthanolique et
agueux des feuilles ddlalva parviflora 'oedéme de l'oreille est induit par I'huile deoton,

selon la méthode dblangaet ses collaborateurs (2004). Pour chacune desssoes quatre
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groupes utilisés dans ce test, 15ul d’'une solwicétone—eau (1:1) contenant 80 pug d’huile de
Croton sont appliqués localement sur la face istelenl’oreille droite a I'aide d’'une micropipette.
Les groupes de souris recoivent localement 2 mg)g2ou 0,5 mg par oreille de l'extrait
meéthanolique, I'extrait aqueux et de 'indométaciaspectivement, simultanément avec I'agent
phlogogénique. Les souris du groupe témoin recoivgnguement la solution de I'huile de
croton.
L’épaisseur de I'oreille est mesurée papied a coulisse digitaDelaporteet al., 2004)

avant le traitement et six heures apres l'inductlerfinflammation. La différence de I'épaisseur
avant et aprés l'application de I'huile de crotast ealculée. Le pourcentage d’inhibition de

I'cedeme est défini par rapport au groupe témoiorskel formule précédente.

2.2.3. Perméabilité vasculaire induite par I'acidexcétique chez la souris

L'effet de I'extrait méthanolique et aquedes feuilles deMalva parviflora sur la
perméabilité vasculaire induite par I'acide acétigqhez la souris a été évalué selon la méthode
de Kou et ses collaborateurs (2006). Quatre groulgesouris sont utilisés. Les souris des
groupes traités recoivent 500 mg/Kg d’extrait matigue, 360 mg/Kg d’extrait aqueux, et
50 mg/Kg de l'anti-inflammatoire standard par valeale. Les souris du groupe témoin
recoivent 0,2 ml d’'une solution de NaCl 0,9 %. Umeure aprés, les souris recoivent une
injection intraveineuse de 10 ml/Kg d’'une solutwa bleu d’Evans 1%, suivie d’'une injection
intra péritonéal de 10 ml/Kg d’acide acétique 0,7%fente minutes apres, les souris sont
sacrifiées par dislocation cervicale. L’'exsudatitpégal est récupéré par lavage de la cavité
péritonéale par 3 ml d’une solution saline normhakesolution de lavage est ensuite centrifugée.
L’absorbance du surnagent est mesurée a 610 nmecamé solution NaCl 0,9% qui est notre
blanc. La concentration du bleu d’Evans dans latewl de lavage de la cavité péritonéale est
ensuite déterminée a partir d'une courbe d’étalgana

La concentration du bleu d’Evans exprimepkerméabilité vasculaire. Le pourcentage
d’inhibition de la perméabilité vasculaire est cédcselon la formule suivante :

% inhibition =[Concentration (Témoin) — Concentoati(Traité) / Concentration (Témoin)] x 100
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2.3. Activité antioxydantein vitro

2.3.1. Effet scavenger du radical DPPH

L’activité antiradicalaire de l'extrait iié@nolique et de l'extrait aqueux ddalva
parviflora a été évaluer vis-a-vis du Diphényl picryl-hyddayPPH) comme un radical libre
relativement stable selon le protocole décrit pandburiet al (2005). Brievement, La solution
de DPPH est préparée par solubilisation de 2,4 en@®EPH dans 100 ml de méthanol. Un
volume de 25 puL des solutions d’extraits et datlaxydant standard, le hydroxytoluene butylé
(BHT) sont ajoutés a 975 puL de DPPH. Le mélangéaessé a I'obscurité pendant 30 min et la
décoloration par rapport au control contenant wengent la solution de DPPH est mesurée a
517 nm contre un blanc de méthanol. Le controldgienhtous les réactifs a I'exception de
I'échantillon a tester qui est remplacé par un r@wegale de méthanol. L'activité antiradicalaire

est déterminée selon I'équation suivante:

Activité antiradicalaire (%) = [Akg; controle—Abs, 7 test) / Abs;;contréle] x 100

Deux autres parametres sont introduits paaux caractériser le pouvoir antiradicalaire; la
concentration effective a 50% (EfLet le pouvoir antiradicalaire (APR) :
- L'ECspprend en considération la concentration de DPPEiepté dans le milieu réactionnel
[concentration effective a 5Mso = (ICso/mg de DPPH/m)]
- APR est inversement proportionnel a llg(APR = 1/EC50) (P rakagdt al, 2007).
Les concentrations des extraits dans le milieutigarel sont comprises entre 13,6 et 340 ug
pour I'extrait méthanolique, entre 9 et 225 ug pitextrait aqueux, et entre 21 et 151,25 pg/ml

pour I'antioxydant standard (BHT).

2.3.2. Chélation du fer ferreux

La capacité chélatrice des extraits dedllés deMalva parviflora est mesurée selon la
méthode de Le et ses collaborateurs (2007). Desicod d’extraits et de I'antioxydant standard
(500 pl) sont initialement mélangés avec 100 pFe€L (0.6 mM dans 'eau distillée) et 900 pl

de méthanol. Apres 5min, 100 ul de Ferrozine (5 ddvis le méthanol) sont additionnées au
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milieu réactionnel. Le mélange est bien agité paisser pour réagir pendant 10 min a
température ambiante permettant ainsi la complexatdu fer résiduelle et la formation d’un
chromophore rouge (Fe(ll)-Ferrozine) ayant un maxind’absorption a 562 nm. Le contréle
négatif contient tous les réactifs a I'exceptionl’dehantillon a tester qui est remplacé par un
volume égale de méthanol.

Les lectures sont effectuées a 562 nnreant blanc de méthanol. L’effet séquestrant des

échantillonsvis-a-visdu fer est exprimé en pourcentage de chélatimmd@&quation suivante :

% Chélation = [(Abssz contréle — Abss, test) / Abgg, contrdle] x 100

Pour une caractérisation meilleure defi€atité des extraits, leur activité chélatrice est

exprimée en mg d’équivalent d’EDTA/g d’extrait.

Les extraits ont été utilisés a des coneéiotis allant de 0,14 a 1,42 mg/ml pour I'extrait
méthanolique, 4 a 146,8 pg/ml pour l'extrait aquesixde 0,23 a 23ug /ml pour chélateur
standard L'EDTA.

2.4. Activité antioxydantein vivo: Capacité antioxydante totale du sang

Le potentiel global de défense antioxydaatété mesuré selon le protocole décrit par
Alonso-Alvarez et ses collaborateurs (2004). Desisdemelle sont répartie en cing groupes de
9 animaux chacun. Deux groupes sont gavées qumieiieent par 300 et 600 mg /kg d’extrait
meéthanolique des feuilles déalva parviflora.Deux autres groupes sont gaves quotidiennement
par 180 et 360 mg /kg de I'extrait agueux des lesiitleMalva parviflora Les souris du groupe
témoin recoivent le méme volume d’'une solutionngahormale.

Aprés trois semaines de traitement, legsest prélevé par une ponction cardiaque. Au
cours de chaque prélevement, une quantité d’endrdbrml de sang est recueilli dans un tube
eppendorff. Un aliquote de 100 ul de sang totalérassféré immédiatement vers un autre tube
contenant 2,4 ml de tampon (pH 7,4) afin d’obtemie dilution de 4%. Des aliquotes de 80 pl de

chacune des solutions sanguines obtenues précéagnsopt déposés dans des puit de
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microplaque et exposés au radicaux produits paéédamposition thermique a 40 @& 136 pl de
2,2'-azo-bis (2-amidinopropane) HCI (AAPH) (150 mM)

La cinétique de disparition progressives de&maties est suivie par la mesure de la
diminution de I'absorbance a 630 nm (Giratdal., 2006) par un lecteur de microplaques (ELX
800 de Bio-TEK instruments). La résistance du safigttaque radicalaire est exprimée par le
temps nécessaire a la lyse de 50% des érythrofeesps de demi Hémolyse ; T qui est
déterminée a partir des sigmoides de la cinétidu@énmblyse établis par le logiciel (Grap Pad.

Prism. V 5.00)

2.5. Analyses statistique

Les résultats des tests effectudsvitro et in vivo sont exprimés en moyenne + SD et
moyenne + SEM respectivement. Les valeurs IC50 dgatnation inhibitrice a 50%) sont
calculées par la méthode de régression linéaireardir pde la courbe [% inhibition =
f (concentration)]. Les sigmoides de la cinétiquesdiblyse ainsi que la détermination dusg§H
sont effectués par un logiciel (Graph Pad. Prisnh.Q0). La différence entre le contrdle et les
différents tests est déterminée par le test ANOWvariée suivi du test de Dunnett pour les
comparaisons multiples et la détermination des tdexsignification. Les différences sont

considérées statistiquement significatives au s&u,05 (p < 0.05).

51



RESULTATS

1. Préparation des extraits des feuilles d&lalva parviflora
Le rendement de I'extraction méthanoliggst de 17%, tandis que celui de I'extraction

agueuse est de 19%.

2. Activité anti-inflammatoire in vivo des extraits des feuilles deMalva
parviflora
2.1. Effet des extraits des feuilles dilalva parviflora sur 'oedéme de I'oreille

induit par le xyléne chez la souris

L’effet anti-cedémateux de I'extrait métbbaue et de I'extrait aqueux a été investigué en
utilisant le modele de I'edéme de l'oreille indpdr le xylene chez la souris. Les souris du
groupe témoin ayant recu localement 30 pl de xykmela face interne de Il'oreille droite ont
développé au bout d’'une demi-heure un cedeme casécg@ar une augmentation de I'épaisseur
de l'oreille de 178,33 8,72 pm.

L’administration de 50 mg/Kg de I'indoméitae par voie orale une heure avant I'induction
de I',edéme provoque une diminution significative<®.001) de I'oedéme de l'oreille comparé
a celui des souris du groupe témoin. La différethed’épaisseur de l'oreille avant et une demi-
heure apres l'induction de linflammation est de010 5,77 um, ce qui correspond a une
inhibition de 44% (figure 7).

Le traitement par 500 mg/Kg d’extrait natblique des feuilles delalva parviflora par
voie orale induit une atténuation significative (p 0.001) de linflammation par rapport aux
souris du groupe témoin. Un cedeme de @00 pum est observé et I'inhibition est de 41%.
Cette inhibition est similaire a celle de l'indoraéine (figure 7).

D’une maniere similaire, le traitement 30 mg/Kg de l'extrait aqueux provoque une
réduction significative (p < 0.001) de l'inflamnat, avec un cedéme de 1145,47 pum qui
correspond a une inhibition de 36%. Cette inhibitiest également similaire a celle de

lindométacine (figure 7).
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2.2. Effet des extraits des feuilles dslalva parviflora sur 'oedeme de l'oreille

induit par I'huile de croton chez la souris

L'effet anti-oedémateux du traitement localar I'extrait méthanolique et par I'extrait
agueux deMalva parvifloraa été évalué en utilisant le modéle de I'cedem&odaille induit par
I'huile de croton chez la souris qui est un mod#gieflammation aigué.

Les souris du groupe témoin ayant recuquerment la solution d’huile de croton ont
développé au bout de six heures un cedeme au noedwreille droite caractérisé par une
augmentation de I'épaisseur de 21% 8,81 pm.

Chez les souris du groupe traité localdnmar 0,5 mg/oreille d'indométacine, on a
constaté une réduction significative (p < 0.004)'ohflammation comparée a celle développée
par les souris du groupe témoin. L'augmentatior’'@wmaisseur six heures apres I'induction de
inflammation est de 116,25 6,25 um, ce qui correspond a une inhibition de 4fi§are 8).

Le traitement par 2 mg/oreille de I'extranéthanoligue a induit une atténuation
significative (p < 0.001) de linflammation par p@ort aux souris du groupe témoin.
L’augmentation de I'épaisseur est de 938,60 um. L’inhibition est donc de 57%. Ce
pourcentage d’inhibition est significativement (p< 0.01) supérieur a celui obtenu avec
lindométacine (figure 8).

Une diminution tres légere et non sigaifice de 'cedeme est observée chez les souris du
groupe traité par 2 mg/Kg de I'extrait aqueux pgpport aux souris du groupe témoin. Cette
diminution correspond a 5% d’inhibition, ce qui sggnificativement (p < 0.001) inférieure a

celle de 'indométacine (figure 8).
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2.3. Effet des extraits des feuilles délalva parviflora sur la perméabilité

vasculaire induite par I'acide acétique chez la sais

L’effet de I'extrait méthanolique et de I'extrafjaeux des feuilles ddalva parviflorasur
la perméabilité vasculaire a été investigué sursoesis en utilisant le modele de la perméabilité
vasculaire induite au niveau de la cavité périttngear I'acide acétique. Une perméabilité
vasculaire importante est observée chez les sdurgroupe témoin. En effet, une concentration
de bleu d’Evans de 30,00 + 0,94 pg/ml dans la mwlule lavage de I'exsudat péritonéal est
enregistrée trente minutes aprées l'induction ddléimmation (figure 9).

Les résultats obtenus avec les trois grsupraités par l'indométacine, I'extrait
méthanolique et I'extrait aqueux une heure avantliction de l'inflammation montrent que
chacun des traitements induit une inhibition sigative (p < 0.001) de la perméabilité
vasculaire au niveau de la cavité péritonéale ().

Le traitement par 50 mg/kg d’'indométaaitmainue la concentration du bleu d’Evans dans
I'exsudat péritonéale qui est de 16,84 + 0,58 pg@amparée a celle du groupe témoin, cette
concentration est significativement plus faible<®.001) et correspond a une inhibition de 44%
de la perméabilité vasculaire (figure 9)

Le traitement par 500 mg/kg d’extrait natblique par voie orale provoque une inhibition
de 36% de la perméabilité vasculaire au niveauadeaVité péritonéale qui est statistiquement
similaire a celle provoquée par I'indométacine. éffet, la concentration du bleu d’Evans dans
'exsudat péritonéale est de 19,31 + 1,05 pg/mteCedleur est également significativement (p
< 0.001) inférieure a celle du groupe témoin (feg9).

D’'une maniére similaire une réduction significatike la perméabilité vasculaire de 40%
est observée chez les souris du groupe traité gian®)/kg de I'extrait Aqueux. Cette inhibition
est également statistiqguement similaire a cellel'iddométacine. La concentration du bleu
d’Evans dans I'exsudat péritonéale est de 17,9%6& Ag/ml. Cette valeur est significativement

(p <0.001) inférieure a celle du groupe témoigufe 9).
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3. Activité antioxydante des extraits des feuillede Malva parviflora
3.1. Activité antioxydantein vitro des extraits des feuilles dMalva parviflora

3.1.1. Effet scavenger du radical DPPH

L’activité antiradicalaire de I'extrait nm@nolique et aqueux des feuilles déalva
parviflora a été évaluée dans la présente étude. Les prdfiesivité antiradicalaire obtenus
révelent que les deux extraits étudiés possedeat aativité antiradicalaire concentration
dépendante (Figure 10).

Une inhibition maximale de 94% du radi€d#?PH est obtenue avec la concentration de
128 pg/ml de BHT. L’extrait méthanolique exerce unhibition maximale de 89% a une
concentration de 231 pg/ml. Alors que I'extrait @gxi montre une inhibition maximale de 85% a

une concentration de 171 pg/ml.

Le tableau ci-dessous montre les concmrtranhibitrice a 50% (Ig) de chacun des
différents extraits et du BHT, ainsi que la concatiin effective a 50%, (Ef) et le pouvoir

antiradicalaire (PAR).

Tableau 10. Activité antiradicalaire des extraits des feuillde Malva parviflora. Les valeurs

représentent la moyenne de trois essais + SD.

IC 50 (g /ml) ECso (Mg /ug DPPH) PAR
BHT 43,48+ 0,58 1,85 0,02 0,53& 0,007
E.Met 89,03 2,65 3,8G:0,11 0,262 + 0,007
E.AQ 76,67+ 0,29 3,274 0,01 0,30% 0,001
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Figure 10 : Activité antiradicalaire de I'extrait méthanolig&.Met) et de I'extrait aqueux
(E.Aq) des feuilles déalva parviflora et de I'anti-oxydant standard BHT vis-a-vis duicadl
DPPH. Chaque valeur représente la moyenne desseas + SD.
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3.1.2. Chélation du fer ferreux

La chélation du fer ferreux par I'extraitthanolique et aqueux téalva parvifloraa été
évaluée en utilisant la ferrozine comme détecteufed libre. Celle-ci se complexe avec le fer
résiduel dans le milieu réactionnel et forme urootophore rouge (Fe(ll)-Ferrozine) ayant un
maximum d’absorption a 562 nm

Les absorbances mesurés a 562 nm morgtenies deux extraits ddalva parviflora
possedent une activité chélatrice vis-a-vis denlferreux (Figure 11).

Une chélation maximale de 97% du fer fexrest obtenue avec la concentration de
17,5 pug/ml d’EDTA. L’extrait méthanolique exerceeuchélation maximale de 83% a une
concentration de 710,22 pg/ml. Alors que I'exti@ijueux montre une chélation maximale de
92% a une concentration de 120 pg/ml.

Le tableau ci-dessous montre les valeut€ ¢ obtenues avec 'EDTA et les deux extraits
de Malva parviflora ainsi que leur activité chélatrice exprimée en atgguivalent d’'EDTA/g

d’extrait.

Tableau 11 Activité chélatrice des extraits des feuilleshalva parviflora.Les valeurs représentent la

moyenne de trois essais + SD.

ICs0 (Lg/ml) Activité chélatrice (mg E-EDTA/g d’extrait
EDTA 6,87 + 0,131 -
E.Met 346,71+ 7,25 19,82 + 0,41
E.Aq 42,26 + 0,61 162,58 + 2,36
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Figure 11 : Activité chélatrice des extraits des feuillesMalva parvifloraet de 'EDTA vis-a-
vis du fer ferreux, exprimé en pourcentage de tioélaExtrait métanolique (E.Met), extrait

agueux (E.Aqg). Chaque valeur représente la moydanmis essais + SD.
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3.2.Effet des extraits des feuilles d&alva parviflora sur la capacité

antioxydante totale du sangn vivo

L’effet antioxydant de I'extrait méthargplie et de I'extrait aqueux des feuilles Malva
parviflora sur I'état de défense des souris vis-a-vis desaag libres est évalué dans cette étude.
Des échantillons du sang de souris sont soumiagielssion radicalaire par le 2,2'-azo-bis (2-
amidinopropane) HCI (AAPH). Les hématies sont Igsséeus I'effet des radicaux issus de la
décomposition thermique du AAPH. A partir de laétique de disparition progressive des
hématies obtenues par la mesure de la diminutiohabeorbance a 630 nm, il parait que le
traitement par I'extrait méthanolique et I'extragueux entraine un retardement de la disparition
des hématies qui apparais dans un décalage desidagnvers la droite (figure 12).
Effectivement les valeurs des Temps de demi Hérmol{BHs)) obtenues révélent un
prolongement de ce temps chez tous les groupésstizar rapport au groupe témoin (Figure 13).

Le traitement par I'extrait méthanoliquerze dose de 300 mg/kg provoque une élévation
du THso obtenue (THy= 100,00+ 2,06 min), mais qui est statistiquement non sigaiive par
rapport au groupe témoin. Par contre, 'adminigirad’une dose plus élevée (600 mg/kg) a
provogué un retardement significatif (p < 0,05)laldisparition des hématies avec unesd de
103,96 £ 1,43 min (figure 13).

Pour les souris du groupe traités parm8(kg de I'extrait agueux, 'augmentation duspH
(100,16+ 1,70 min) reste statistiquement non significapee rapport au groupe témoin (g
96,24+ 1,78 min). Tandis que le traitement par une doss glevée (360 mg/kg) d’extrait
agueux engendre un retardement tres significati (8001) de la disparition des hématies {g’H

=107,07 £ 1,92 min) (figure 13).
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Figure 12 : Effet des extraits des feuilles de malva parviflew@r la cinétiqgue de la lyse
érythrocytaire. Les groupes sont gavés pendard s&naines par ; une solution saline normale
(Témoin), par I'extrait méthanolique 300 et 600 kggvespectivement (E.Met 1) et (E.Met 2), et
par I'extrait aqueux 180 et 360 mg/kg respectiventEnAq 1) et (E.Aq 2). Le sang est prélevé
via une ponction cardiaque puis dilué a 4%. Degualies de 80 ul sont exposés au radicaux
produit par la décomposition de 136 pl de AAPH (b8d) a 40 C°. La cinétique de disparition
progressive des hématies est suivie par la mesule d@iminution de I'absorbance a 630 nm. Les
valeurs représentent les moyennes + SEM (n ¥ 7-9
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Figure 13 : Effet des extraits des feuilles de malva parvifletat le temps de demi hémolyse
(THs0). Les conditions expérimentales sont les mémeceile de la figure précédente. Groupes
traités par I'extrait méthanolique 300 et 600 mgfiegpectivement (E.Met 1) et (E.Met 2),
groupes traités par I'extrait aqueux 180 et 360kaqngéspectivement (E.Aq 1) et (E.Aq 2). La
résistance du sang a l'attaque radicalaire estragprpar le temps nécessaire a la lyse de 50%
des érythrocytes (Tdd) qui est déterminée a partir des sigmoides denkétigue d’hémolyse
établis par le logiciel (Grap Pad. Prism. V 5.0®s valeurs représentent les moyennes + SEM
(n = 7-9). Les comparaisons sont effectuées pgrora@au groupe témoin ; ***: p < 0.001, ©:

< 0.05, NS : non significatif (ANOVA univarié su@&idu test de Dunnett).
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DISCUSSION

1. Préparation des extraits des feuilles delalva parviflora

L’extrait méthanolique des feuilles alva parvifloraa été préparé dans la présente étude
par macération de la poudre de feuilles dans leamgé& méthanol/eau. L'utilisation de ce
mélange hydroalcoolique a pour bute d’extrairectamposés polaires ainsi que les composées de
moyenne et de faible polarité. L'aptitude du métiatiaugmenter la perméabilité des parois
cellulaires facilite I'extraction d’un plus gran@mbre de composés (Seidel, 2005). L'utilisation
du méthanol permet également de prévenir la cnaigsenicrobienne au cours de la macération
(Seidel, 2005). De méme, le déroulement de cet@aion a température ambiante ainsi que
I'épuisement du solvant a pression réduite pern@tenir le maximum de composés et de
prévenir leur dénaturation ou modification probathles aux températures élevées utilisées dans
d’autres méthodes d’extraction.

L'extrait aqueux a été préparé selon lahode traditionnelle qui consiste a faire bouillir
les feuilles pendant 20 minutes (Ferredtaal., 2006). La poudre de feuilles a été utilisée au lieu
des feuilles entieres pour permettre une extragbiois efficace. Toutefois I'eau n’est pas le
solvant idéal pour plusieurs constituants bioactifes plantes. Elle permet d’extraire
préférentiellement les composés polaires. A tentpegaélevée, I'eau peut aussi extraire
guelques composés amphiphile (Jones et Kinghor§)200

Le rendement de I'extraction hydroalcooéq(17%), est relativement supérieur a celui
(14%) obtenu par Afolayan et ses collaborateur®§P0Le rendement de I'extraction aqueuse

(19%) est relativement supérieur a celui obtene dextraction hydroalcoolique.

2. Activité anti-inflammatoire in vivo des extraits des feuilles deMalva

parviflora

2.1. Effet des extraits des feuilles dilalva parviflora sur 'oedéme de l'oreille

Deux modéle de I'cedéme de l'oreille ontudtisés dans la présente étude. Le premier est

induit par le xyléne et le deuxiéme par I'huileateton.
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L’cedeme de l'oreille induit par le xyléokez la souris qui est un modele d’inflammation
aigué, a ete utilisé pour évaluer I'effet anti-cedtaux de I'extrait méthanolique et de I'extrait
aqueux des feuilles ddalva parviflora.L’cedéme de I'oreille induit par le xylene est undale
expérimental reproductible et concéde une bonneuvaglrédictive pour le criblage des agents
anti-inflammatoires (Luat al, 2006).

L’application du xylene sur l'oreille induwne accumulation de liquide conduisant a la
formation d’'un cedeme qui est caractéristique defldimmation aigué (Okolet al, 2007).
L’épaisseur de I'oedéme atteint son maximum 30 remajpres I'application du xylene (Lea
al., 2006).

La difference de I'épaisseur de l'oreillees souris avant et une demi heure aprés
I'application locale du xyléne a été exploitée démprésente étude pour évaluer I'effet anti-
cedémateux de I'extrait méthanolique et aqueuMalea parviflora.

Le mécanisme moléculaire et cellulaire lpaguel le xyléne induit I'inflammation met en
jeu les neurones sensoriels sensibles a la capsaggii suite a une stimulation, libérent un
nombre de médiateurs qui peuvent initier la réactidlammatoire (Rotelliet al, 2003). Ce
phénomene est connu sous le nom de l'inflammateamagénique. La substance P et le peptide
lié au gene de la calcitonine sont les principautiateurs de I'inflammation neurogénique. lls
induisent une vasodilatation et une exsudationnpddisjue en agissant sur les muscles lisses des
vaisseaux sanguins et les cellules endothélialete(lRet al, 2003), comme ils peuvent activer
directement les mastocytes et les autres celluhesunitaires. Il est également admis que les
neurones sensoriels contiennent des cyclooxygéresables de synthétiser les prostaglandines
pro-inflammatoires (Richardson et Vasko, 2003).

Le prétraitement des souris par I'indoroéta par voie orale réduit significativement le
développement de I',cedéme avec une inhibition de.44%t ses collaborateurs (2008) ont
rapporté un effet relativement similaire (51%g mécanisme d’action de l'indométacine sur
linflammation est basé sur I'inhibition de la sggse de prostaglandines pro-inflammatoires.

D’une maniere similaire, le prétraitemees souris par I'extrait méthanolique et aqueux

entraine une inhibition significative du dévelopgem de I'oedéme. Cette inhibition est
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statistiguement similaire a celle exercée par Faritammatoire standard. Cette inhibition peut
étre due a la réduction de la libération de la wulce P ou a I'antagonisation de son action
(Zhouet al, 2008).

D’autres mécanismes peuvent expliqué dtefinti-inflammatoire montré par les deux
extraits testés delalva parviflora. Les travaux de Shale et ses collaborateurs (1888portent
gue les extraits aqueux, méthanolique et héxanitpsefeuilles deMalva parviflora inhibent
significativement la synthese des prostaglandimesro.

Dans une autre étude, Shale ses collahosai(2005) ont rapporté que des fractions de
I'extrait dichlorométhanique possédent une actiintdbitrice vis-a-vis de la cyclooxygénase 2
responsable de la synthése des prostaglandinesflammatoires. D’une autre part, Afolayan et
ses collaborateurs (2008) ont rapporté un contelativement élevé de I'extrait méthanolique de
Malva parviflora en flavonoides, sachant que le réle des flavosoidens l'inhibition de
I'activité de la COX 2 ainsi que sa transcripticst bien démontré (O’Leargt al, 2004). Les
flavonoides agissent aussi sur I'expression deséontds d’adhésion et des cytokines pro-
inflammatoires par divers mécanismes incluant ibitton de la transcription du facteur
nucléaire Kappa-B en inhibant les kinases impligugns la transduction du sigri@onzalez-

Gallegoet al. 2007).

L’cedéme de l'oreille induit par I'huile deoton chez la souris qui est aussi un modéle de
linflammation aigué, a été utilisé pour évaluafiét anti-inflammatoire du traitement local par
'extrait méthanolique et par I'extrait aqueux diesiilles de Malva parviflora. Ce modéle
expérimental est tres utilisé pour le criblage t-aflammatoires synthétiques ou naturels a
effet local (Della Loggia et Tubaro, 2007).

L’effet phlogogénique de l'huile de crotast d0 au principe actif 12-O-tetradecanoyl
phorbol acétate (TPA) qu’elle contient. Le TPA iitdune réponse inflammatoire caractérisée
par une production importante de meédiateurs prhanmihatoires, une augmentation de la

perméabilité vasculaire, un cedeme et une infiitratle neutrophiles (Delaporet al, 2004).

67



L’épaisseur de I'o,edeme atteint son maximum 6 heapess I'application de I'huile de croton
(Tubaroet al, 1985).

Le mécanisme proposé par Murakawa et Yamgo006) par le quel le TPA contenu dans
I'huile de croton induit I'inflammation suggere quelui-ci met en jeu I'activation de la protéine
kinase C, la phosphoplipase A2, la cyclooxygénaséa dipoxygénase avec l'induction de
'expression des cytokines pro-inflammatoires. #ajet ses collaborateurs (2009) suggerent
gue le TPA stimule I'expression de la cyclooxygé@nadset de la NO synthase inductible via
I'activation de la protéine kinase C (PKC).

Le traitement local des souris par I'anflammatoire standard, l'indométacine, réduit
significativement le développement de I'cedeme awvexinhibition de 47%. Cette inhibition est
similaire a celle obtenue avec I'huile de crotoantet ses collaborateurs (2007) ont rapporté des
résultats relativement similaires (54%).

L’extrait méthanolique exerce une inhinitisignificative du développement de I'cedeme.
Cette inhibition est statistiquement supérieureslée exercée par I'indométacine. Ces résultats
sont en concordance avec ceux de Conforti et sksbooateurs (2008) qui ont montré que
I'extrait méthanolique des feuilles déalva sylvestrigune espéce du méme genre ddava
parviflora) inhibe 'ocedéme de l'oreille induit par I'huile dwoton chez la souris. L'effet anti-
inflammatoire de I'extrait méthanolique des fewsleMalva parvifloraest probablement di a la
présence de substances lipophiles capables deseava barriere cutané et douées d’activités
anti-inflammatoire (Mangat al,, 2004).

Le traitement local des souris par l'eittr@queux ne conduit & aucune inhibition du
développement de I'cedeme, ce qui peut étre di iugdi@ cet extrait ne contient que des
substances hydrosolubles qui ne peuvent travexssartiere cutanée (Seidel, 2005).

Selon Kimces et ses collaborateurs (1968t anti-inflammatoire observé n’est pas di a
I'inhibition de la cyclooxygénase et de la lipoogymse car I'utilisation d’inhibiteurs spécifique
de ces deux enzymes ne réduit pas I'cedeme danediarexpérimental de I'inflammation. Cet
effet est probablement di a la présence de complosés d’activité antioxydante dans I'extrait

méthanoliqgue comme I'on suggéré Conforti et sellsotateurs (2008), sachant que les espéces
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oxygénées réactives produites au cours de l'inflation par les cellules phagocytaires, et durant
le métabolisme de I'acide arachidonique peuvenvercta phospholipase A2 qui a pour rble de
libérer ce dernier a partir des phospholipides nmramdires pour qu'’il soit transformé par la suite
en médiateurs pro-inflammatoires (Geronikaki etvdkas, 2006). Cette possibilité est soutenue
par les résultats de Afolayan et ses collaborat¢@f08) qui ont rapporté un contenu
relativement élevé de I'extrait méthanolique Malva parvifloraen flavonoides et une activité
anti-oxydante remarquable vis-a-vis du radical'Z3Zno-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid) (ABTS), avec une inhibition comparable aeeleé I'anti-oxydant standard, le (BHT). Les
effets anti-oxydants observés dans notre étudet(®thivenger du radical DPPH, chélation du fer
ferreux) supportent également cette possibilité.

L'effet anti-inflammatoire montré par le&it méthanolique des feuilles delalva
parviflora peut étre également expliqué par I'inhibition deAKC dont I'implication dans le

processus inflammatoire est bien évidente dansoziela expérimental (Delaporge al., 2004).

2.2. Effet des extraits des feuilles délalva parviflora sur la perméabilité

vasculaire induite par I'acide acétique chez la sois

La perméabilité vasculaire induite pacike acétique est un modele expérimentale typique
pour évaluer l'effet des substance naturelles omthgfiques sur la phase exsudative de
linflammation aigué (Okolet al, 2007).

L’augmentation de la perméabilité vasaelagst un élément essentiel dans la réaction
inflammatoire aigué (Zhoet al, 2007). Dans ce modele, I'acide acétique adméigar voie
intrapéritonéale induit une augmentation du contpéudtonéal en sérotonine, histamine et
prostaglandines (PGE2 et PGF2). Ceci conduit adila¢ation des artérioles et des veinules
(Careyet al, 2008) avec une contraction et une séparationcdlsles endothéliales, ce qui
entraine une augmentation de la perméabilité vaseuét par conséquent, I'extravasation des
protéines plasmatiques vers la cavité péritonéakelf et al, 2007).

Le bleu d’Evans est un colorant vital trélisé comme marqueur de I'exsudation

extravasculaire (Dallal et Chang, 1994 ; Durmidteal, 1997). Son injection préalable dans la
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circulation sanguine lui permet de se complexer@oxeines plasmatiques (Wilhelm, 1973). De
ce fait, la mesure de la concentration du bleu dfisvdans le liquide de lavage de la cavité
péritonéale de souris une demi-heure aprés l'iigedhtrapéritonéale de I'acide acétique permet
d’évaluer 'augmentation de la perméabilité vasicala

Le prétraitement des souris par l'indoroiéia, réduit significativement la perméabilité
vasculaire avec une inhibition de 44%. Dans uneettmenée par Okoli et ses collaborateurs
(2007) 'indométacine a montré une inhibition relament similaire (51%).

L’action de l'indométacine est due a lilntion non sélective des cyclooxygénases 1 et 2
(Bidaut-Russel, 2008), dont la deuxiéme est resguasde la production de prostaglandines
(PGE2, PGF2) ayant une activité vasodilatatrice confirmée, gns de Iinduction de
'augmentation de la perméabilité vasculaire (M2LRQ7).

Le prétraitement des souris par I'extraéthanolique et par I'extrait aqueux entraine une
inhibition significative de la perméabilité vasduta Cette inhibition est statistiguement similaire
a celle exercée par 'indométacine.

La perméabilité vasculaire est derrieexdudation plasmatique qui contribue a enrichir le
milieu extravasculaire en facteurs destinés a tamireet a amplifier la réponse inflammatoire
(Regnault, 1992). La capacité des deux extraitthiber la perméabilité vasculaire indique qu’ils
peuvent moduler 'amplitude de la réaction inflantoir@, ce qui peut expliqué l'effet anti-
cedemateux observeé dans les deux tests précédents.

Ces résultats suggerent que les deuxiextestés exercent une activité anti-inflammatoire
d’'une maniére similaire a celle de I'indométacire finhibition de la cyclooxygénase (Carely
al., 2008). Ceci est soutenu par les travaux de SHades collaborateurs (1999 ; 2005) qui ont
montré la capacité des extraits Mlva parviflora d'inhiber la cyclooxygénase 2, qui est

responsable de la production des prostaglandireesflfammatoires.
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3. Activité anti-oxydante

3.1. Activité anti-oxydantein vitro des extraits des feuilles d&alva parviflora

Deux tests ont été utilisés pour évaluer I'effetiatydant des extraits des feuilles talva
parviflora :

D’une part, I'effet piégeur a été évaluméutilisant le test d®PPH qui estin radical libre
stable caractérisé pame couleur violette en solution dans le méthahgbrésente une forte
bande d’absorption (817 Inm.[/L’addition d’'un composé donneur de proton (anticyk)
dans une solution de DPPH, conduit & la réductiercel dernier et & sa décoloration en un
composé jaune (Figure 14). Cette décoloration deectement proportionnelle au nombre de
protons captés et peut étre suivie par la lectarkatisorbance du milieu réactionnel 17 'nm
(Mosqueraet al, 2007).Elle permet d’évaluer le taux d’oxydation du DPPiHairnit donc un

moyen pratique pour mesurer le pouvoir anti-oxyakas extraits etudiés.

DPPH (violet) DPPH réduit (iaut
O
©N© + Antioxydant-OH A ,@ + Antioxydant-O"
Ne NH
ON . NO. ON ~ NO,
e | -

Figure 14 : Réaction d’'un antioxydant avec le radical DPPH

Les résultas de la présente étude monguemies extraits des feuilles Mealva parviflora
possédent des effets piégeurs remarquables vis-dwiradical DPPH. En effet, les extrait
agueux et méthanolique ont donné des valeurssgltt€s faibles de I'ordre de 76 et 89 pg/ml
respectivement. Etant donné que le pouvoir antieddire est inversement proportionnel a la
concentration inhibitrice a 50%, les extraits aguetiméthanolique possédent un tres puissant

pouvoir antiradicalaire. En comparaison a l'effet kantioxydant standard (BHT), ces deux
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extraits sont deux fois moins actifs. L’activitésdextraits des feuilles ddalva parviflora est

fort probablement attribuée a la présence des ce@spphénoliques qui sont connus comme des
substances antioxydantes ayant la capacité de rpiégeespéces radicalaires et les formes
réactives de I'oxygene (Hennebedieal, 2004).

De nombreux travaux réalisés sur les @étivantioxydantes des extraits de plantes ont
montré que la capacité antiradicalaire déterminge @ test du DPPH est bien corrélée au
contenu en polyphénols totaux présents dans I'ditloanétudié (Mansouret al., 2005; Betaet
al., 2005; Samaniegoa8chezet al, 2007). Dans une étude phytochimique réalisé@iserautre
espéece du genre Malvdélva sylvestriy Cutillo et ses collaborateurs (2006) ont mormfué
cette plante contient plusieurs acides phénoligiges/és principalement de I'acide benzoique
(acide 4-hydroxybenzoique, acide 4-methoxybenzgiguede 4-hydroxy-3-methoxybenzoique,
acide 2-hydroxybenzoique, acide 4-hydroxy-2-methexyoique) et des dérives de l'acide
cinnamic (acide 4-hydroxydihydrocinnamique, 4-hygr@-methoxydihydrocinnamic acide, 4-
acide hydroxycinnamique). De méme, I'étude réalipée Wang (2005) a montré que les
anthocyanines dilalva sylvestrisont de puissants piégeurs de radicaux libres.

Trés peu de travaux se sont intéressédiité antioxydante des extraits déalva
parviflora. L'étude menée parAfolayan et ses collaborateurs (2008) sur les [pétds
antiradicalaires de l'extrait méthanolique des lfesideMalva parviflora vis-a-vis du radical
libres ABTS montre que cet extraigge 94,43%lu radical pour une concentration de 0,5 mg/ml.

L’activité antioxydante d’autres especesgénreMalva a été investiguée dans d’autres
travaux. Mavi et ses collaborateurs (2004) ont moqtie I'extrait méthanolique des feuilles de
Malva neglectainhibe le radical DPPH avec unesiCe 2,24 mg/ml.

Dans le méme contexte, Conforti et sekalsotateurs (2008) ont démontrés que I'extrait
hydroalcolique deMalva sylvestrisprésente une activité scavenger du radical DPPld axe
IC50 de I'ordre de 606 pg/ml.

Bien que le test au DPPH est largemenisétcomme une méthode d’évaluation de

I'activité antioxydante, ce test n'est pas autaanhdardisé, ce qui explique la divergence des
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résultats obtenus d’'un travail a l'autre et minienia fiabilité de toute comparaison (Scherer et

Godoy, 2008).

D’une autre part, I'activité chélatrice ffu ferreux par les extraits méthanolique et agueu
des feuilles deMalva parviflora a été évalué en utilisant la ferrozine qui peumir un
complexe avec le fer (EeFerrozine); chromophore rouge ayant un maximunbstigption &
562 nm. En présence d'agents chélateurs, la famakk ce complexe est perturbée, ce qui
aboutis a une diminution de la couleur rouge qtisagzie spectrophotométriquement (eeal,
2007).

La capacité chélatrice est tres importalutdait qu’elle réduit la concentration des métaux
de transitions catalyseurs de la peroxydation iijpid. En effet, le fer peut stimuler I'oxydation
des lipides par la réaction de Fenton, et accé&gatement cette oxydation en décomposant les
hydroperoxydes en radicaux peroxyles et alcoxylegpquvent a leur tour entretenir la réaction

de péroxydation lipidique (Elmastat al, 2006). Il a été rapporté que les agents chélatguirs
forment une liaison de type avec les métaux sont actifs comme antioxydanismskires car ils

réduisent le potentiel redox et stabilisent la feraxydée de I'ion métallique (Suresh-Kunedr
al, 2008)

Les résultats obtenus dans notre étuddremimue les deux extraits talva parviflora
possedent une activité chélatrice dose dépendardapturant les ions ferreux avant gu’ils soient
complexés avec la ferrozine.

En comparaison avec 'EDTA qui est un figdhexadenate ayant une constante de liaison
avec le fer trés élevée de I'ordre de 4,9 %M (Kolayli et al, 2004) et qui a montré uneC
de 6,87+ 0,13 ug /ml, I'extrait aqueux s’avere 6 fois moadive. Cependant, I'activité montrée
par I'extrait méthanolique est plus faible ; pres@ufois moins active que I'extrait aqueux et 50
fois moins active que 'EDTA.

L’activité chélatrice élevée de I'extragueux par rapport a I'extrait méthanolique perg ét
due a la présence de composés chélateurs damaitedueux. Il est admis que les feuilles des

Malvacée sont trés riches en mucilage (BrunetoB919Ces derniers sont des polysaccharides
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solubles dans l'eau et insolubles dans l'alcocs. dlont caractérisés par leurs propriétés
chélatrices (Watanabe, 2008).
Dans une autre étude, El et Karakaya (R0d4 montré que I'extrait hydroalcolique des

graines déMalva sylvestrigposseéde une activité chélatrice considérable-vis-éu fer ferreux.

3.2. Activité anti-oxydantein vivo des extraits demalva parviflora

L’effet du traitement par I'extrait métraigue et aqueux des feuilles Nalva parviflora
sur I'état de défense globale des souris vis-algsradicaux libres a été évalué par le test de la
capacité antioxydante totale. Ce test réalisé swahg entier des souris, considére toutes les
défenses de l'organisme, étant donné que le santijenb les diverses classes d’antioxydants
(Stockeret al., 2003). Ces antioxydants se mobilisent lors d’utteqae radicalaire induitex
vivo par I'’AAPH pour protéger I'intégrité des érythroey présentes dans I'échantillon sanguin
et retarder ainsi leur hémolyse. La résistanceathg &1 I'attaque radicalaire est exprimée par le
temps nécessaire a la lyse de 50% des érythrogiites) (Alonso-Alvarezet al, 2004).

Les résultats de la présente étude mantreprolongement du Tdd chez touts les groupes
traités par l'extraits méthanolique et aqueux Blkalva parviflora ce qui signifie un
accroissement de la résistance du sang a l'attagliealaire. Cependant, I'analyse statistique de
ces résultats montre que cette augmentation désistance du sang chez les souris du groupe
traité par 180 mg/kg de I'extrait aqueux et du getraité par 300 mg/kg d’extrait méthanolique
reste statistiguement non significative par rapporgroupe témoin. Par contre I'administration
de doses plus élevées (360 mg/kg extrait aqueGR@ing/kg extrait métanolique) entraine une
augmentation plus importante et statistiguememtifsigtive de la résistance du sang a l'attaque
radicalaire, ce qui révele que les extraits agustuméthanolique d&lalva parviflora agissent
d’'une maniere dose dépendante sur 'amélioratiola dapacité antioxydante totale du sang chez
la souris.

Les effets antioxydants des extraitdvldva parviflora démontrés auparavant dans notre
étudein vitro supportent les résultats obtennsvivo. Cependant, le comportement antioxydant

de ces extraits contre 'attaque radicalaire du NAPBste difficile & expliquer car le sang est une
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matrice complexe dans laquelle les substancesetegiéurraient étre impliguées dans de
nombreuses réactions dans le cytoplasme cellulErenembrane cellulaire et/ou au niveau
extracellulaire (plasm&tockeret al.,2003 ; Djeridanet al, 2007).

En se basant sur les travaux de Wang (205 montré que les anthocyaninesvtidva
sylvestris sont doués de propriétés inhibitrices considésablis-a-vis de la peroxydation
lipidique, et les travaux de Conforti et ses cadlateurs (2008) qui ont prouveé que les extraits de
Malva sylvestrigpossédent une activité importante dans le tefiatechissement de B carotéene
qui est en faite un modele mimétique de la perokgdades lipides dans les membranes
biologiques (Ferrierat al, 2006), on peut supposer que I'amélioration de&sistance du sang a
I'attaque radicalaire par les extraitsMalva parvifloraest attribuée en partie a I'inhibition de la

peroxydation lipidique et donc la protection delfubes contre la lyse oxydative.
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Conclusion et perspectives

Dans le présent travail, nous avons évéeféet anti-inflammatoire et anti-oxydant de
I'extrait méthanolique et aqueux des feuilledvldva parviflora

L’'inhibition du développement de I'cedéne [@reille induit par le xylene chez la souris
permet de conclure que l'extrait méthanoligue euea possedent une activité anti-
inflammatoire importante lorsqu’il sont administgger voie orale. Cette activité et comparable a
celle de 'indométacine qui est un anti-inflammegatandard. Ceci est confirmé par les résultats
du test de la perméabilité vasculaire induite [@mide acétique chez la souris.

D’une autre part, I'inhibition du dévelapent de I'cedeme de l'oreille induit par I'huile
de croton chez la souris permet de conclure qudrdie méthanolique appliqué localement
possede un effet anti-inflammatoire significativengupérieur a celui de 'indométacine, tandis
gue l'extrait agueux n’a aucun effet.

Les deux extraits des feuilles Balva parviflora possedent une activité antioxydante
importantein vitro. lls montrent une inhibition vis-a-vis du radicaPPH et possédent une
activité chélatrice vis-a-vis du fer ferreux. Entrey lls posseédent une activité antioxydaime
vivo. En effet, le retardement du temps de demi hémobtlse érythrocytes par I'extrait
meéthanolique et par I'extrait agueux montre quedmsx extraits augmentent significativement
et d’'une maniére dose dépendante la capacité mydaate totale du sang.

L’activité anti-inflammatoire et antioxydli@ des extraits des feuilles Malva parviflora
montre que cette plante possede un fort pouvoirnpieologique, ce qui supporte sont usage
traditionnel pour le soulagement de divers afferdimflammatoires.

Les résultats obtenus dans cette étudiesuffets anti-inflammatoires et antioxydants des
extraits de Malva parviflora sont intéressant, mais des études complémentap@®fondies
sont nécessaires pour comprendre leurs mécanisro&cutaire et cellulaires. Ces études
doivent étre focalisées surla recherche des cofspbsoactifs dans les extraits déalva
parviflora et I'évaluation de I'effet de ces composés suchdhiles inflammatoires et leurs voies
de signalisations, les enzymes impliquées dansolduption des espéces oxygénées réactives et

sur les systemes antioxydants.
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