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Abstract

The objective of the present study is to evaluate the anti-inflammatory properties of the
acetonic extract of the aerial part of Anacyclus clavatus. The contents of total polyphenols and
flavonoids of the extract were determined using the method of Folin-Ciocalteu and aluminum
trichloride, respectively. The results reveal that (AC. E) is riche in polyphenols and flavonoids
with values of 79.85 £ 7.995 ug GAE/mg of extract and 9.474 + 0.1 pug QE/mg of extract,
respectively. Anti-inflammatory activity was assessed using human erythrocyte membrane
stability (HRBC) assays and xylene-induced ear edema assay in mice, Compared with the synthetic
anti-inflammatory diclofenac and indomethacin. The in vitro evaluation of anti-inflammatory
activity shows that AC. E have a strong inhibitory activity with a percentage inhibition of 99.33%
at the dose 2 mg/ml. The results of anti-inflammatory activity in vivo showed a remarquable
reduction in the increase in edema volume with a percentage inhibition of 75% for AC. E, a
relatively high reduction to that obtained with indomethacin, the reference anti-inflammatory
(70%). In conclusion, the acetonic extract of Anacyclus clavatus possess a significant anti-
inflammatory activity due to the presence of phenolic compounds which can be exploited in the

food and pharmaceutical industry.

Keywords: Anacyclus clavatus, anti-inflammatory, polyphenols, flavonoids, plant extract.
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Résumé

Le but de cette étude était d'évaluer I'efficacité anti-inflammatoire de I'extrait acétonique
(E.AC) de la partie aérienne d'Anacyclus clavatus. Les teneurs en polyphénols totaux et en
flavonoides de I’extrait ont été déterminees en utilisant la méthode de Folin-Ciocalteu et de
trichlorure d’aluminium respectivement. Les résultats révélent que I’E.AC est riche en
polyphénols et en flavonoides avec des valeurs de 79.185 £ 7.995 ug EAG/mg d’extrait et 9.474+
0.1 ng EQ/mg d’extrait, respectivement. L’activité anti-inflammatoire a été évaluée en utilisant
les tests de la stabilité membranaire des érythrocytes humains (HRBC) et le test de 1’cedéme de
I’oreille induit par le xylene chez la souris. En comparaison avec les anti-inflammatoires de
références (diclofénac et I’indométacine). L’évaluation in vitro de I’activité anti-inflammatoire
montre que ’E.AC a une activité inhibitrice forte avec un pourcentage d’inhibition maximale de
99.33% a la dose 2 mg/ml. Les résultats de I’activité anti-inflammatoire in vivo montrent une
réduction remarquable de I’augmentation de volume d’cedéme avec un pourcentage d’inhibition
de 75 % d’extrait acétonique, une réduction relativement élevée que celle obtenue avec
I’indométacine, anti-inflammatoire de référence (70 %). En conclusion, I'extrait acétonique
possedent une activité anti-inflammatoire importante due a la présence des composés phénoliques

qui peuvent étre exploités dans 1’industrie alimentaire et pharmaceutique.

Mots clés : Anacyclus clavatus, anti-inflammatoire, polyphénols, flavonoides, extrait de plante.
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

L'inflammation est un mécanisme de défense du systéeme immunitaire de I'organisme
contre les lésions tissulaires, les substances étrangeres indésirables ou les agents pathogénes qui

envahissent les cellules tissulaires (Ribaldone et al., 2018). L'inflammation est un probléme

mondial grave en raison de ses symptomes débilitants, qui entrainent des souffrances considérables
et une perte de productivité. Les maladies inflammatoires chroniques et auto-immunes sont
particulierement préoccupantes. Plusieurs thérapies pharmaceutiques sont déja disponibles.
Toutefois, l'utilisation d'anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) s‘accompagne d'effets
secondaires nocifs et toxiques. 1l est donc impératif de rechercher des alternatives thérapeutiques
plus slres et aux effets secondaires limités. L'utilisation de plantes médicinales est une pratique
courante au sein de la population d'Afrique australe et peut fournir des cibles pour le

développement de médicaments (Khumalo et al., 2022).

Les plantes sont utilisées depuis I'Antiquité pour soigner et guérir les maladies et pour
améliorer la santé et le bien-étre des populations. Les plantes médicinales et aromatiques
constituent toujours la base des systémes de santé traditionnels ou indigenes des populations dans

la plupart des pays en développement (Barata et al., 2016). Les études de bioactivité sont se

concentrer sur les plantes médicinales isolées et leurs composés, grace a des techniques
traditionnelles d'extraction, d'isolement et d'identification, pour trouver des substances ou des
molécules qui produisent des effets bénéfiques avec peu ou pas d'effets secondaires. L'Algérie est

stratégiqguement située et une véritable terre de flore et de diversité (Ziani et al., 2015). De plus,

les Algériens ont une longue connaissance de la médecine traditionnelle et des plantes médicinales.

Dans ce contexte, I’objectif principal de notre travail est d'évaluer l'activité anti-

inflammatoire d'extrait acétonique de la partie aérienne d’Anacyclus clavatus in vitro et in vivo.

» Dans la partie bibliographique en parle sur les diverses connaissances bibliographiques sur
I'inflammation, les anti-inflammatoires et la plante a I'étudie.
» Dans la partie expérimentale, nous devons developper :
e Préparation d’un extrait acétonique de la partie aérienne d’Anacyclus clavatus.
e Détermination de la teneur en polyphénols et en flavonoides de 1’extrait étudie.
e Evaluation de I’activité anti-inflammatoire :
v"Invitro par le test de stabilité membranaire des érythrocytes humains.
v" Invivo par le test de I’cedéme de I'oreille induit par xyléne chez la souris.
e Laderniere partie est consacrée aux résultats obtenus et a leur discussion, puis aux

conclusions.
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PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

l. Inflammation

1.1. Définition

L'inflammation est définie, depuis de nombreuses années, comme la réponse a une lésion
tissulaire ou a une infection. Ce concept a été récemment mis a jour en raison de lI'avalanche de
rapports dans lesquels les molécules et les cellules associées a l'inflammation sont également
impliquées en I'absence de Iésion tissulaire ou d'infection. Ainsi, lI'inflammation peut étre définie
comme la réponse innée a des stimuli nocifs tels que les agents pathogenes, les Iésions et le stress
métabolique, et sa fonction ultime est de rétablir I'état homeostatique physiologique (Antonelli &

Kushner, 2017). En réponse a une agression telle qu'une infection, des composeés toxiques, des

cellules endommageées ou une irradiation, dans le but de restaurer I'homéostasie tissulaire. Elle se
caractérise par cinq éléments essentiels, a savoir la tumeur (gonflement/cedéme), la couleur

(rougeur), la douleur (dolor), la fievre (chaleur) et la (dysfonctionnement des organes/tissus)

(Oschman et al., 2015) . Il y a deux types d’inflammations :

L'inflammation aigué est indispensable a la réponse immunitaire aux agents pathogenes
envahissants ou aux lésions traumatiques aigués. Ce processus permet la réparation et le
renouvellement des cellules dans de nombreux tissus. En revanche, I'inflammation chronique

provoque normalement une inflammation de faible intensité et persistante, qui conduit a la

dégénérescence des tissus (Straub & Schradin, 2016) (Figure 1).

L'inflammation aigué peut se transformer en inflammation chronique (Pawelec et al.,

2014). Si une inflammation aigué ne s'est pas résorbée en quelques jours elle peut donc étre

considérée comme chronique.
1.2. Types de I’inflammation :
1.2.1. Inflammation aigué

L'inflammation aigué est une réponse protectrice de I'ndte qui se met en place en réponse a

une lésion tissulaire ou a une infection (Sansbury & Spite, 2016). Cependant, de plus en plus

d'éléments indiquent que la résolution d'une réponse inflammatoire aigué, considérée comme un
processus actif, est le résultat idéal qui conduit a la restauration des tissus et a la fonction des

organes (Gudernatsch et al., 2020). L'inflammation aigué est une procédure courte, qui dure de

guelques minutes a quelques jours, et dont les principales caractéristiques sont la fuite de protéines
plasmatiques ou de liquide et le déplacement de leucocytes dans une zone extravasculaire. Ces
réactions cellulaires et vasculaires sont favorisées par des facteurs chimiques produits par les

cellules ou le plasma et sont responsables des symptémes cliniques classiques de l'inflammation

2
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tels que le gonflement, la rougeur, la douleur, la chaleur et la perte de fonction. Bien qu'une réponse
inflammatoire puisse survenir a la suite de n'importe quel stimulus, la caractéristique de ce

processus est la réaction du tissu conjonctif vascularisé (Markiewski & Lambris, 2007) .

Acute inflammation >

Chronic inflammation

(i) Short time course (i) Longer time course

(ii) Nonspecific immune (ii) Specific immune
response responsc

(iii) Sterecotyped response (iii) Response is variable
(iv) Fluid production is (iv) Production of
part of the response fibrous tissue

(v) Vascular response

(v) Cells are mainly
macrophages and

(vi) Cells are neutrophils fibroblasts

and basophils

(vi) Always necrosis

(vii) Occasionally necrosis

Figure 1: Classification de I'inflammation en fonction de la durée et des fonctions immunitaires
(Arulselvan et al., 2016).

Les réactions inflammatoires aigués se déroulent en trois étapes principales : augmentation
du flux sanguin vers la zone enflammée, vasodilatation et perméabilité vasculaire accrue avec fuite

de plasma de la microcirculation, et migration des leucocytes phagocytaires vers les tissus
environnants (Kobayashi et al., 2014) (Figure 2).

La réponse inflammatoire est extrémement complexe et comprend plusieurs étapes,
notamment la phase vasculaire, la phase cellulaire et la phase de résolution. Les leucocytes sont
les principaux effecteurs cellulaires qui dirigent cette réponse par divers mécanismes, notamment
des médiateurs chimiques tels que les cytokines (Wynn & Ramalingam, 2012).
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Innate immunity

Chemical and inflammatory

Stimuli p mediators
Infection l
Physical factors
- Acute phase response
Tissue necrosis I Sl PHAsE response
- a |
Foreign bodies l
:
Various immune
Immune cells recruitment
reactions

|

End stimulus/healing

Figure 2: Voies de I'inflammation aigue et leur processus d'activation
(Arulselvan et al., 2016).

1.2.2. Inflammation chronique :

L'inflammation chronique est une inflammation qui n'a pas tendance a guérir d'elle-méme
et qui est progressive, persistante ou s'aggrave au fil des mois ou des années. Contrairement a
I'inflammation aigué, les phases vasculaires et cellulaires ne se succedent pas, mais coexistent tout
au long de la progression de cette inflammation. L'inflammation chronique entraine souvent une
perte de fonction des tissus ou des organes. Le phénomeéne de destruction tissulaire et les tentatives
de réparation existent aussi (Howcroft et al., 2013; Lee & Surh, 2012; Park et al., 2014) (Figure3).
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Adaptive immunity

B Ongoing stimulus

Immune cells recruitment

|

Secretion of more inflammatory

mediators from various immunece cclls

|

Increased inflammation

|

Induced various inflammatory

associated discases/disorders

Figure 3: Etapes des processus inflammatoires chroniques et leurs conséquences
(Arulselvan et al., 2016).

1.3. Médiateurs de ’inflammation :

Les médiateurs de l'inflammation sont des molécules régulatrices qui contrélent la génération,
le maintien et la résolution de cette réponse, qui est déclenchée aprés la reconnaissance d'une
infection ou d'une blessure. La reconnaissance initiale des stimuli inflammatoires entraine la
production de médiateurs pro-inflammatoires. Ces mediateurs proviennent des cellules
immunitaires (amines vasoactives, médiateurs lipidiques, facteur d'activation des plaquettes,
especes réactives de I'oxygéne, oxyde nitrique, cytokines et chimiokines) ou sont des protéines de
phase aigué produites par le foie et circulant dans le plasma (systémes du complément, de la
coagulation et de la kallikréine-kinine). Ensemble, les médiateurs de l'inflammation orchestrent
tous les evénements inflammatoires tels que la dilatation des vaisseaux sanguins, la perméabilité

vasculaire, la migration des leucocytes vers le tissu affecté et la douleur (Galvéo et al., 2018).

Divers médiateurs chimiques provenant du systéeme circulatoire, des cellules inflammatoires
et des tissus lésés contribuent activement a la réponse inflammatoire et I'adaptent (Halliwell &

Gutteridge, 2015). Les médiateurs chimiques libérés comprennent (1) des amines vasoactives
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telles que I'histamine et la sérotonine, (2) des peptides (par exemple, la bradykinine) et (3) des

eicosanoides (par exemple, les thromboxanes, les leucotrienes et les prostaglandines).
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Figure 4: Médiateurs cellulaires et biochimiques qui participent dans le processus inflammatoire
(Amulic et al., 2012).

1.4. Implications pathologiques de I’inflammation :

L’implication de I'inflammation dans une variété de pathologies humaines est assez évidente,
y compris des maladies aussi diverses que la maladie de Crohn, la polyarthrite rhumatoide, les

myopathies inflammatoires et le lupus érythémateux disséminé (Beyaert et al., 2013). De

nombreuses maladies inflammatoires sont associées a des mécanismes considérés comme des
anomalies immunitaires, c'est-a-dire des maladies auto-immunes systémiques et localisées, des
maladies auto-inflammatoires, des états inflammatoires de mécanisme inconnu, notamment des

états iatrogénes ou paranéoplasiques ou le mécanisme n'est pas auto-immun (Serhan et al., 2010).

Quelques exemples sont rapportés dans le tableau 2.
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Tableau 1: Certaines maladies associées a I'inflammation (Nathan, 2002).

Maladies dans lesquelles I’inflammation joue le réle pathogénique principal

e Asthme Lupus érythémateux disséminé

Eczéma
e Maladie de Crohn

e Polyarthrite rhumatoide

e Artériosclérose

e Arthrose e Spondylarthrite ankylosante

e Goutte e Rectocolite hémorragique

e Thyroidite d'Hashimoto *  Broncho-pneumopathie

e Maladie d’ Alzheimer chronique obstructive

Maladies infectieuses dans lesquelles ’inflammation est impliquée

o Hépatite C e Tuberculose

e Gastrite induite par Helicobacter

pilory

e Dysenterie bactérienne

Maladies dans lesquelles la fibrose poste inflammatoire est la cause principale

e Fibrose pulmonaire idiopathique e Cirrhose hépatique poste virale ou

) } alcoolique
e Bilharziose a

1. Anti- inflammatoires :

Il existe deux types d'anti-inflammatoires : les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) et les
anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS). Les deux types different principalement par leur

mécanisme d'action.
I11.1. Anti-inflammatoires stéroidiens :

Les anti-inflammatoires stéroidiens, appelés aussi corticostéroides, sont des dérives
synthétiques des corticoides naturels, hormones sécrétées par le cortex surrénalien. Ce sont des
agents anti-inflammatoires utilisés pour reduire les effets néfastes de la réponse inflammatoire

(Janeway et al., 2009). Les glucocorticoides inhibent les prostaglandines et les protéines

impliquées dans les processus inflammatoires tels que les corticostéroides (Nunes et al., 2020).

Ils ont des propriétés anti-inflammatoires, antiallergiques et immunosuppressives qui contribuent

a leur efficacité thérapeutique (Guilpain & Le Jeunne, 2012). L’utilisation des glucocorticoides

peut entrainer de nombreux effets indésirables. Le risque de ces effets augmente avec la durée et

la dose de traitement. Diverses pathologies peuvent étre observées, allant des maladies aigués
7
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telles que I’hypertension artérielle, les troubles de la synthése naturelle des glucocorticoides,

I’euphorie avec insomnie jusqu'a I’apparition de psychoses aigués et d’ulceres peptiques (Henzen
2003).
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Figure 5: Mécanisme d'action des glucocorticoides. GRE : ElIément de réponse glucocorticoide.
CBP : Protéine de liaison a I'élément de réponse a I'AMP cyclique. HAT : histone
acétyltransférase ; GR : Récepteur des glucocorticoide (Barnes & Adcock, 2009).

11.2. Anti-inflammatoires non stéroidiens :

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) font partie des traitements les plus prescrits
dans le monde. Ces médicaments ont des effets anti-inflammatoires et antipyrétiques et
analgésiques. Le role des AINS provient principalement de I'inhibition de la cyclooxygénase pour

synthétiser les prostaglandines (Tréchot & Jouzeau, 2014).Les anti-inflammatoires non stéroidiens

(AINS), qui agissent par inhibition des isoenzymes de la cyclooxygénase (COX), ont été
découverts il y a plus de 100 ans. Ils restent un élément clé de la gestion pharmacologique de la
douleur aigué et chronique. Les isozymes COX-1 et COX-2 ont des fonctions biologiques
différentes ; l'activité analgésique est principalement (mais pas exclusivement) associée a
I'inhibition de la COX-2, tandis que des effets secondaires différents résultent de I'inhibition de la
COX-1 et de laCOX-2. Tous les AINS disponibles, y compris I'acétaminophéne et I'aspirine, sont
associes a des effets secondaires potentiels, en particulier des effets gastro-intestinaux et
cardiovasculaires, liés a leur sélectivité relative pour la COX-1 et la COX-2. Etant donné que tous

les AINS exercent leur activité thérapeutique par I'inhibition des isoenzymes COX, des stratégies
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sont nécessaires pour réduire les risques associés aux AINS tout en obtenant un soulagement

suffisant de la douleur (Brune & Patrignani, 2015).
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Figure 6: Mécanisme d'action de anti-inflammatoires non stéroidiens (Nicolas, 2001).

11.3. Anti-inflammatoires d’origine végétale :

L'activité anti-inflammatoire des plantes est attribuée au contenu de leurs métabolites
secondaires biologiquement actifs, tels que les polyphénols, les stérols, les alcaloides, les
saponines, les coumarines et les terpéenes. Ces substances actives peuvent agir sur plusieurs étapes
de la réponse inflammatoire en inhibant le métabolisme de I'acide arachidonique, mécanisme de
transduction du signal impliqué dans l'activation des cellules inflammatoires, Synthése de
cytokines pro-inflammatoires, expression de molécules d'adhésion, activation du facteur nucléaire

kappa-B et production d'especes réactives de I'oxygene (Duwiejua & Zeitlin, 1993). La mise au

point d'agents plus efficaces et moins toxiques reste un défi pour les chimistes pharmaceutiques

en raison de la complexité des différents processus inflammatoires (Bai et al., 2021). Par

conséquent, les agents anti-inflammatoires naturels doivent étre utilisés dans le traitement
médicamenteux pour améliorer I'efficacité thérapeutique et minimiser les effets secondaires

indésirables (Nunes et al., 2020). Leur palette d'activités est tres large, certains d'entre eux les

composés phytochimiques ont des propriétés anti-inflammatoires, et on pense que beaucoup
agissent en bloquant les voies de la cyclooxygénase et de la lipoxygénase, entre autres mécanismes
(Fiebich & Chrubasik, 2004).
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I11. La plante Anacyclus clavatus (DESF).

I11.1. Aspect botanique

L’ une des plus grandes familles de plantes a fleurs au monde est la famille des astéracées,
plus connue sous le nom de famille des tournesols. Elle comprend plus de 1600 genres et 25000
especes aux morphologies incroyablement variées, allant d'herbes de 1 cm de haut a des arbres de

pres de 30 m de haut (Nikoli¢ & Stevovi¢, 2015; Rolnik et al., 2021). Les astéracées se distinguent

par leurs capitules, qui comprennent des fleurs étroitement disposées sur un réceptacle entouré de

bractées (Jawhari et al., 2022). Les plantes de la famille des astéracées sont réparties dans le monde

entier, a I'exception de I'Antarctique, et sont surtout présentes dans les climats subtropicaux, arides

et semi-arides (Michel et al., 2020; Rolnik et al., 2021). L'Anacyclus de la famille des Asteraceae

comprend environ 12 espéeces réparties dans les pays mediterranéens (Afrique du Nord, Europe du
Sud et Moyen-Orient) (Bouriche et al., 2016; Sissi et al., 2022). Certaines d'entre elles sont

connues sous le nom de camomille (Anacyclus pyrethrum et Anacyclus clavatus) (Kalam et al.

2015; Sissi et al., 2022). Les especes d'Anacyclus sont des herbes annuelles avec un cycle végetatif

court et une période de floraison entre avril et juin ; elles sont utilisées dans la médecine
traditionnelle en raison de leurs activités biologiques démontrées. Anacyclus clavatus, également
connu sous le nom d'Anacyclus blanc ou camomille, est une herbe annuelle, spontanée et
abondante dans les pays méditerranéens. Elle mesure de 20 a 50 cm de haut avec un capitule
compose de deux types de fleurs différentes : des fleurs jaunes tubulées a I'intérieur et des fleurs
blanches ligaturées autour des fleurs jaunes. Les fleurs sont groupées en capitules terminaux
rayonnés de 2,5 a 3 cm de long. La floraison commence a la fin du mois de mars et se prolonge

jusgu'en mai, et est particulierement avantageuse pendant la saison des pluies (Mechergui et al.,

2017). Cette espece est trouver dans le Tell et dans toutes les régions d'Algérie surtout les
montagnes, on I'appelle localement « Boumllele » ou bien « Garttoufa » (Figure 7).

111.2. Usages traditionnels

La plupart des plantes de la famille des astéracées sont utilisées traditionnellement dans la
médecine conventionnelle ; I'usage médicinal de certaines d'entre elles est connu depuis plus de

3000 ans (Rolnik & Olas, 2021). Les propriétés pharmacologiques des espéces d'astéracées ont été

liées a la présence de plusieurs composants phytochimiques, notamment des polyphénols, des
flavonoides, des huiles essentielles, des sesquiterpenes, des lignanes, des lactones et des saponines

(Rolnik & Olas, 2021; Rolnik et al., 2021). Les parties aériennes de cette plante sont utilisées sous

forme de tisanes pour traiter traditionnellement certaines affections, notamment celles liées au

10
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systeme gastrique (ulcéres gastriques, douleurs d'estomac, troubles digestifs et ballonnements).
Son huile essentielle et ses extraits présentent des activités importantes, notamment antioxydantes,
anti-inflammatoires, antiseptiques (Aliboudhar & Tigrine-Kordjani, 2014; Aliboudhar et al., 2013;
Bouriche et al., 2016) .

111.3. Composition phytochimiques

Les extraits méthanoliques et aqueux d'Anacyclus clavatus sont riches en composeés
phénoliques. lls contient I'acide gentisique, l'acide chlorogenique, I'acide 4-hydroxybenzoique,
I'acide protocatéchuique, I'acide caféique, l'acide syringique, l'acide vanillique, la rutine, la
quercétine-3-B-D-glucoside, I'acide sinapique, le naringine, le polydatine, le diosmine, I'apigétrine,

I'acide cinnamique et l'apigénine (Bouriche et al., 2016). L'huile essentielle des fleurs de

1I’Anacyclus clavatus se compose principalement de B-thuyone, tandis que la composition de I'huile
essentielle des feuilles et des tiges se compose principalement de germecréne en plus du 3-elemene

et de l'a-caryophylléne (Aliboudhar et al., 2013; Aliboudhar et al., 2015).

Figure 7: Aspect morphologique de la plante Anacyclus clavatus.

La taxonomie d’Anacyclus clavatus selon Cronquist (1981) est comme suit :

Regne : Plantae

11
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Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Anacyclus

Espece : Anacyclus clavatus (desf.) pers

12
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. Matériel

I.1. Matériel végetal

La plante utilisée dans notre travail est 1’Anacyclus clavatus a été récoltée de mai 2022 de la
région de Bougaa, Setif. L’identification a été faite par Dr. Djamel Sarri, Faculté des Sciences,
Université de M’sila. La partie aérienne de la plante a été séchée a I’ombre et a température

ambiante puis stockée a 1’abri de la lumiére et de I’humidité jusqu’a son utilisation.
1.2. Animaux

L’étude de l'activité anti-inflammatoire a été réalisée chez des souris femelles a I’4ge de 2,5
mois de souche Swiss albinos pesant entre 24 a 28 g, fournies par I'Institut Pasteur d’Alger. Les
animaux sont répartis en groupes selon le poids et placés dans des cages en polypropyléne a
température ambiante avec acceés libre a 1’eau et a 1’alimentation. L'alimentation est fournie par
I'Office National de I'Alimentation du Bétail (ONAB) d'El-Kssar-Bejaia. Aprés une période
d'adaptation, les souris sont pesées, marquées, numérotées et mises a jeun toute la nuit avant

I’utilisation.
1.3. Sang humain

Le sang humain frais est obtenu aupres de tout donneur en bonne santé, non-fumeur et n'ayant

pas recu de traitement médical depuis au moins 15 jours.
1.4. Produit et réactifs

Les réactifs utilisés dans cette étude sont : Acide gallique, carbonate de sodium (Na2CO3),
chlorure d'aluminium (AICIs), chlorure de sodium (NacCl), diclofénac sodique, eau distillée (H20),
eau physiologique, indométacine, quercétine, reactif de Folin-Ciocalteu, xyléne provenaient de
Sigma-Aldrich (Allemagne). Les sels utilisés pour la préparation du tampon sont achetés chez
Merck (Allemagne). Les solvants sont de qualité analytique et disponibles auprés de Sigma

(Allemagne).
I1. Méthodes

I1.1. Préparation de I’extrait acétonique

L’extrait acétonique d’Anacyclus clavatus est préparé selon la méthode de (Niemenak et al.,

2006). Une quantité de 50 g de poudre de la partie aérienne d’Anacyclus clavatus est mis a macérer

13
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dans 500 ml d’acétone /eau (7 :3, V/V) sous agitation pendant 24 heures a température ambiante.
Le mélange est filtré et le filtrat est conservé a 4°C tandis que le précipité est soumis a une
deuxiéme macération avec un mélange d'acétone /eau (5 :5 V/V). Les deux filtrats sont mélangés
puis soumis a une évaporation de I’acétone sous pression réduite a 30 °C dans un rotavapeur
(BUCHI). La poudre brun foncé obtenue aprés séchage a été stockée a -32°C jusqu’a son

utilisation.
11.2. Dosage des polyphénols totaux
11.2.1. Principe

La teneur en phénols totaux d’extrait d’Anacyclus clavatus est déterminé selon la méthode

colorimétrique de (Delgado et al., 2019) . Cette méthode est basée sur I'oxydation des phénols par

le Folin-Ciocalteu , le test FC repose sur le transfert d'électrons des composés phénoliques vers le
complexe acide phosphomolybdique/acide phosphotungstique en milieu alcalin, formant le
complexe ((PMoW11040)*), qui a une couleur bleue, ce qui correspond & la présence de

polyphénols Proportionnel, avec absorption a 765 nm (Ainsworth & Gillespie, 2007) .

11.2.2. Protocole

Le dosage des polyphénols totaux d’extrait d’Anacyclus clavatus a été réalisé selon la méthode

de (Blaise et al., 2021). Un volume de 25 pL des solutions d’extraits a différentes concentrations

sont ajoutés a 125 uL. de Folin-Ciocalteu (10%). Aprés 4 min, ajouter 100 puL de carbonates de
sodium (Na2COs) a (7,5 %). Laisser réagir et incuber le mélange a 1’obscurité pendants 1 h 30 min
a température ambiante et a I’abri de la lumiere, puis lire & 765 nm dans un lecteur de microplaque.
Un blanc est préparé de la méme fagon en remplagant 1’extrait par 1’eau distillée. La concentration
des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de la gamme d’étalonnage
établie avec 1’acide gallique (0 - 200 pg/mL) et est exprimée en pg d’équivalent d’acide gallique
par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait) (figure 8).

11.3. Dosage des flavonoides
11.3.1. Principe

Les flavonoides totaux ont été évalués a l'aide d'un test colorimétrique selon le protocole de

(Makuasa & Ningsih, 2020). En effet les flavonoides possédent un groupement hydroxyle libre en

position 5 susceptible de donner, en présence de chlorure d'aluminium, un complexe jaunatre par
chélation de I’ion AI*3. La coloration jaune produite est proportionnelle & la quantité de flavonoides
présente dans I’extrait. Cependant, il doit étre déterminé par le flavonoide prédominant, la
quercétine est souvent utilisée comme étalon pour déterminer la quantité de flavonoides dans un

échantillon.
14
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Figure 8: Courbe d'étalonnage de I'acide gallique
11.3.2. Protocole

Briévement, 150 L de la solution d’AlCls (2%) est ajouté a 150 pL de la solution de I’extrait
a différentes concentrations préparées dans le méthanol, le mélange est agité puis incubé a
I'obscurité et & température ambiante pendant 10 min. La lecture des absorbantes est mesurée a
430 nm en utilisant un lecteur de microplaques. La concentration des flavonoides dans I’extrait
d’Anacyclus clavatus est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage établie avec la quercétine (0-
20 pg/mL) et exprimée en microgramme d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (pug

EQ/mg d’extrait) (Figure 9).

11.4. Activité anti-inflammatoire d’éxtrait d’Anacyclus clavatus
11.4.1. Stabilité membranaire des érythrocytes humains

o Préparation de la suspension des globules rouges humains

Prélever un volume de sang d’une personne en bonne santé et récupéré dans des tubes
EDTA est centrifuger 10 minutes a 3000 rpm. Le surnageant est jeté et le culot de globules rouges
est lavé trois fois avec une solution de PBS isotonique tampon phosphate (10 mM, pH =7,4 et 154
mM NacCl). Centrifuger a 3000 rpm pendant 10 min a chaque fois jusqu'a I'obtention d'un
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surnageant clair. Apres la centrifugation finale, recueillir le culot et remettre en suspension dans

une solution PBS isotonique pour faire une suspension de globules rouges humains a 10 % (v/v).
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Figure 9: Courbe d'étalonnage de la quercétine
o Détermination de la stabilité membranaire des érythrocytes humains

L’étude de I'activité anti-inflammatoire in vitro de 1’extrait est basé sur I'effet de I’extrait
de la plante étudiée sur la stabilisation des érythrocytes aprés induction de I'némolyse par une
solution hypotonique a été évalué par la méthode de stabilisation de la membranes érythrocytaire

décrite par (Debnath et al., 2013). En bref, ajouter 125 pl de suspension d'érythrocytes diluée a

10% a chaque 1250 ul d'extrait a différentes concentrations (1, 2, 3 mg/ml) ont été dissoutes dans
du milieu hypotonique (10 mM, pH = 7,4 et 50 mM NaCl) ou du diclofénac de sodium 1250 pL
utilisé comme standard. Le témoin considéré pour une hémolyse a 100 % comprennent des
suspensions de globules rouges contenant uniguement du milieu hypotonique. Incuber a
température ambiante pendant 10 minutes, puis centrifuger a 3000 rpm pendant 10 minutes. Lire
I'absorbance du surnageant resultant a 540 nm. Le pourcentage d'inhibition de I'hnémolyse est

calculé a l'aide de la formule suivante :
Pourcentage d’inhibition (%) =100 x (Ac — Ae) / Ac
Ac : Absorbance de control

Ae : Absorbance d’échantillon
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11.4.2. (Edéme de ’oreille induit par xyléne chez la souris

L'activité anti-inflammatoire de I’extrait acétonique in vivo a été évaluée par le test d’cedéme

de l'oreille de souris induit par le xylene selon la méthode de (Singsai et al., 2020).

e Prétraitement par I’extrait

Une heure avant 1’application topique de xyléne, un nombre de 24 souris est divisé en 03 groupes
Chaque groupe de 06 souris recoit une dose par voie orale du différentes solutions expérimentales

comme suit :

v Groupe témoin : Solution de NaCl (0.9%).
v Groupe standard : Indométacine (50 mg /kg) dissous dans 1’eau physiologie.
v" Groupe essai : Extrait acétonique (200mg/kg) dissous dans I’eau physiologie.

e Induction de I’inflammation

Pour démontrer I'activité anti-inflammatoire de I'extrait d'Anacyclus clavatus, un cedéme
de l'oreille est induit par application topique de 30 ul de xylene sur la surface interne de l'oreille

droite de chaque souris en trois groupes a l'aide d'une micropipette.

e Evaluation de I’activité anti-cedémateuse et détermination de pourcentage
d’inhibition de I’cedéme
L'épaisseur de l'oreille est mesurée avant I'induction et 30 minutes aprés l'induction de

I'inflammation par un pied a coulisse digital (Delaporte et al., 2004). Calculer la différence

d'épaisseur avant et aprés l'application de xyléne. Le pourcentage d'inhibition de 1'cedéme est
calculé pour chaque groupe de souris traitées par rapport au groupe témoin. Il est obtenu par la

formule suivante :
% inhibition = ((A témoin — A traité) / A témoin) x 100

A témoin : Différence d’épaisseur de I’oreille avant et apreés 1’induction de 1I’inflammation pour

chaque souris de groupe témoin.

A traité : Différence d’épaisseur de I’oreille avant et aprés 1’induction de 1’inflammation pour

chaque souris des groupes traités par les solutions expérimentales.
I1.5. Analyses statistiques

Les résultats des études menées in vitro et in vivo ont été exprimés en moyenne + SD et
moyenne + SEM, respectivement, par le logiciel (Graphpad Prism version 9.2.0) et différents tests

ont été analysés par ANOVA (univariee et multivariée) suivi de test Dunnett pour les
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Comparaisons multiples et détermination des taux de signification. Les différences sont

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

I. RESULTATS

I.1. Préparation d’extrait d’Anacyclus clavatus

Le processus de macération utilisé pour produire I'extrait acétonique donne une poudre brun

foncé avec un rendement de 23,84%.
1.2. Détermination de la teneur totale en polyphénols et flavonoides

Un dosage spectrophotométrique a été réalisé a l'aide de 1’extrait acétonique pour déterminer
la teneur totale en polyphénols et en flavonoides. La quantité de chaque composé chimique a été
définie par la molécule de référence utilisée dans I'étude (acide gallique pour les polyphénols et
quercétine pour les flavonoides). Indiquez en microgramme d'équivalent de quercétine par
milligramme d'extrait (ug EQ/mg d'extrait) ou en microgrammes d'équivalents d'acide gallique par

milligramme d'extrait de flavonoides et polyphénols (LgEAG/mg extrait).

Les résultats de I’analyse colorimétrique des composés phénoliques montrent que 1’extrait

acétonique d'Anacyclus clavatus est riche en polyphénols et flavonoides (tableau 2).

Tableau 2: Teneur en polyphénols totaux et en flavonoides d'extrait acétonique d'Anacyclus clavatus.

Extrait Polyphénols Flavonoides
(Mg EAG / mg d’extrait) (ng EQ / mg d’extrait)
E.AC 79.185 + 7.995 9.474 £0.100

Les valeurs représentent la moyenne de 03 essais + SD.

1.3. Activité anti-inflammatoire d’extrait d’Anacyclus clavatus

1.3.1. Effets d’extrait acétonique d’Anacyclus clavatus sur la stabilitt membranaire des

érythrocytes humains

L’activité anti-inflammatoire in vitro d’extrait acétonique d’Anacyclus clavatus qui compte
sur I’étude de 1’effet protecteur de cet extrait contre I’hémolyse des globules rouges induit par

milieu hypotonique est illustré dans la (figure 10).
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Figure 10: Effet de I’extrait acétonique (E.AC) d’Anacyclus clavatus sur les globules rouges
humains induite par un milieu hypotonique. Les valeurs représentent la moyenne + SD (n= 3). ***
: p<0.001 ; NS : non significatif vs diclofénac.

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait acétonique protege significativement
(p<0.001) les erythrocytes humains induite par un milieu hypotonique. A la concentration de
2mg/ml, ’extrait acétonique a donné le taux d’inhibition de I’hémolyse le plus élevé (99.33 %)

contre (80.93 %) exercé par le diclofénac.

1.3.2. Effet d’extrait sur I'eedéme de 1'oreille induit par le xyléne chez la souris

L’effet anti-cedémateux de I’extrait acétonique d'Anacyclus clavatus a été évalué sur I’cedéme

de I’oreille induit par le xylene chez la souris qui est un modele de I’inflammation aigue.

Les souris du groupe témoin n’ayant recu que la solution de xyléne a développé au bout de 30
min un cedéme caractérisé par une augmentation de 1’épaisseur de 311.667 *+ 24.415 um. Le
traitement oral avec 200mg/kg d’extrait acétonique a induit une atténuation tres significative (p <
0.001) de I’inflammation par rapport aux souris du groupe témoin. L’augmentation de 1’épaisseur
est de 78.333 £ 4.77 um Sseulement. L’inhibition est donc de 75%. Ce pourcentage d’inhibition est
supérieur a celui obtenu avec I’'indométacine utilisé comme anti-inflammatoire de référence. En
effet, I’augmentation de 1’épaisseur 30min apres I’induction de 1’inflammation par 50 mg/kg

d’indométacine est de 110 + 7.07 um, ce qui correspond a une inhibition de 70% (Figure 11).
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Figure 11: Effet d’extrait acétonique d’Anacyclus clavatus sur 1I’cedéme de ’oreille induit par le
xyléne chez la souris. Les groupes des souris sont prétraités oralement par I’indométacine (IND)
a 50 mg /kg ou I’extrait acétonique (E. AC) a 200 mg /kg. Le groupe témoin recoit du NaCl 0.9%.
A : Différence d'épaisseur avant et 30 minutes apres l'induction de 1'eedéme. Comparaison avec le
groupe témoin. B : Pourcentage d’inhibition de I’cedéme. La comparaison est faite par rapport a
I’indométacine. Les valeurs représentent les moyennes £ SEM (n=6). *** : p< 0.001, * : p<0.05,
NS : non significatif.
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I1. Discussion

Le continent africain est richement doté de diverses plantes médicinales aux activités anti-
inflammatoires qui se sont révélées efficaces dans le traitement des affections inflammatoires en

médecine traditionnelle (Oguntibeju, 2018). Elles contiennent des molécules thérapeutiques

comme les flavonoides et les polyphénols, dits métabolites secondaires. Cependant, les anti-
inflammatoires  synthétiques sont maintenant largement utilisés. Malheureusement,
I'administration d'anti-inflammatoires non stéroidiens entraine de nombreux effets secondaires. En
effet, ces anti-inflammatoires sont complexes quant & leurs risques pour la santé. Il existe
cependant des plantes médicinales qui ont des effets thérapeutiques anti-inflammatoires avec peu
ou pas d'effets secondaires. Cela nécessite des travaux de recherche et développement en

phytothérapie.
I1.1. Extraction et dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

La composition chimique des produits végétaux a été déterminée par analyse chimique
qualitative a I'aide de solvant d'extraction. Le choix de la méthode et du solvant d'extraction est
une étape particulierement importante pour obtenir la concentration optimale des composés
naturels dans l'extrait, les solvants idéaux doivent avoir une faible toxicité, une faible
inflammabilité, un faible risque d'explosion, et doivent également étre économiques et respectueux

de I'environnement (William P Jones & A Douglas Kinghorn, 2012) . L’extraction a été réalisée

avec de la poudre végétale séchée a I'ombre. En effet, si la matiére végétale est fraiche ou non
séchée, les flavonoides peuvent étre dégradés par voie enzymatique, c'est pourquoi l'utilisation de
matiére séchée est recommandée. La fermentation microbienne causée par I'humidité peut

également contribuer a cette détérioration (Seidel, 2005). Le séchage dans un endroit sombre

empéche les modifications chimiques telles que I'isomérisation et la décomposition causées par les
rayons ultraviolets du soleil (William P. Jones & A. Douglas Kinghorn, 2012). L'utilisation de

poudres améliore I'extraction en augmentant la surface de contact entre I'échantillon et le solvant,
ce qui facilite la pénétration des solvants dans les cellules intactes aprés broyage, les solvants
alcooliques peuvent augmenter la perméabilité de la paroi cellulaire en facilitant I'extraction de
nombreuses molécules polaires, modérément polaires et faiblement polaires. De plus, effectuer
cette extraction a température ambiante et éliminer le solvant sous pression réduite maximise le
rendement du composé et évite la dénaturation et la modification a haute température utilisées

dans d'autres procedés d'extractions (Seidel, 2005). La solubilité des polyphénols dépend de

plusieurs paramétres tels que le nombre de groupes hydroxyle, le poids moléculaire et la longueur

de la chaine carbonée du squelette de base (Mahmoudi et al., 2013). Il a été demontré que les

différences de polarité des solvants d'extraction peuvent entrainer de grandes variations dans les
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niveaux de composés bioactifs dans les extraits, ce qui suggeére que l'efficacité de I'extraction
favorise les solvants fortement polaires car le matériel végetal contient des niveaux éleves de
composés polaires tels que les flavonoides glycosylés sont extraits avec de I'alcool ou un melange
alcool-eau, ils sont solubles dans des solvants hautement polaires tels que I'eau et le méthanol
(Truong et al., 2019). Le rendement et I'activité anti-inflammatoire des extraits dépendent de

plusieurs parametres tels que le type d'extraction, la nature du solvant utilisé, la stabilité des

composés dans I'extrait, la température et la durée du processus d'extraction (Tanase et al., 2019).

En général, le rendement d'extraction dépend de l'espéce végétale, de l'organe utilisé pour
I'extraction, des conditions de séchage et de I'abondance spécifique a I'espéce en métabolites
secondaires. La zone de production et le moment de la récolte affectent également le rendement
(Zhang et al., 2018).

Dans notre étude, nous avons constaté que 1’extrait acétonique d’Anacyclus clavatus est riche
en polyphénols et flavonoides et le rendement d’extraction qui nous avons trouvé est 23.84%.
Plusieurs études ont conclu que le solvant et la technique d'extraction utilisés affectent le
rendement de I'extraction, en plus des différences de composition phénolique entre les espéces et

les parties de la plante (Oreopoulou et al., 2019). En effet, I’étude de (Larbi et al., 2017) a montré

que I'extrait méthanolique d'Anacyclus valentinus a présenté un rendement d'extraction de 17,82%.
L'extrait éthanolique de la racine d'Anacyclus pyrethrum a donné un rendement de 3,56 % (Zaidi

et al., 2013). Les extraits éthanoliques de différentes parties de deux especes d'Anacyclus

pyrethrum ont présenté des rendements allant de 6 a 16 % (Jawhari et al., 2021). Les études de

(Mahmoudi et al., 2013) réalisés sur Cynara scolymus, une plante méditerranéenne de la famille

des Asteraceae montrent que la macération par 1’éthanol et I’acétone semble étre meilleures pour

extraire les polyphénols totaux et les flavonoides. Selon (Erez et al., 2019), les teneurs en

polyphénols et en flavonoides des extraits acétoniques des fleurs étaient meilleures que ceux des

extraits des feuilles d'’Anacyclus anatolicus.
11.2. Activités anti-inflammatoires
11.2.1. Effet des extraits sur la stabilité membranaire des érythrocytes humains

La méthode de stabilisation de la membrane érythrocytaire humaine a été utilisée pour étudier
I'activite anti-inflammatoire de I'extrait acétonique d'Anacyclus clavatus in vitro. Les membranes
érythrocytaires sont structurellement équivalentes aux membranes lysosomales, leurs stabilité

signifie que I'extrait peut ainsi stabiliser les membranes lysosomales (Ghosh et al., 2015). La

stabilisation de la membrane lysosomale inhibe la réponse inflammatoire en empéchant la
libération des composants lysosomiques des neutrophiles actives, tels que les enzymes bactéricides

et les protéases qui, lorsqu'elles sont libérées de maniére extracellulaire, provoquent une
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inflammation des tissus et d'autres dommages importants a limiter (Chandrasekar & Chandrasekar,

2017). L’exposition des érythrocytes a des substances nocives telles que le milieu hypotonique
provoque une lyse membranaire et s'accompagne d'une hémolyse et d'une oxydation de
I'hnémoglobine. L'effet hémolytique des solutions hypotoniques est associé a une accumulation
excessive de liquide dans les cellules, entrainant la rupture des membranes cellulaires

(Mounnissamy et al., 2007). L'action principale des anti-inflammatoires est d'inhiber I'enzyme

cyclooxygénase responsable de la conversion de I'acide arachidonique en prostaglandines (PG).
Plus précisément, cette enzyme convertit la prostaglandine G2 (PGG2) en PGH2 par peroxydation,
qui est associee a la formation de longs canaux dans la membrane. L'ouverture du canal se produit
en raison de la libération de médiateurs chimiques, de sorte que I'acide arachidonique est libéré de

la membrane et converti en prostaglandines (Mounnissamy et al., 2007). Des AINS similaires, tels

que le diclofénac sodique, agissent en inhibant les enzymes lysosomales ou en tant que
stabilisateurs des membranes lysosomales (Kherbache et al., 2020).

Le prétraitement des érythrocytes avec 1’extrait acétonique d’Anacyclus clavatus prévient
cette lyse. L’extrait acétonique a montré une activité trés importante en comparaison avec le
diclofénac de sodium utilisé comme référence, ce qui témoigne la présence des molécules anti-
hémolytiques dans ce type d’extrait. Ces résultats indiquent que les propriétés anti-inflammatoires
de notre plante sont liées a son abondance en composeés phénoliques. En effet, les flavonoides ont
un effet stabilisateur de la membrane en réduisant la vasodilatation, ce qui améliore la résistance

et I'intégrité des parois des vaisseaux sanguins (Jawhari et al., 2020; Jawhari et al., 2021).

11.2.2. Effet anti-cedémateux

L’cedeme de I’oreille induit par le xyléne chez les souris a été utilisé pour évaluer 1’effet anti-
cedémateux d’un traitement topique avec d’extrait acétonique d’Anacyclus clavatus. Ce modéle
expérimental reproductible offre une bonne valeur prédictive pour le dépistage des anti-

inflammatoires (Xu et al., 2014). Le xylene est un hydrocarbure aromatique piquant qui provient

d'un mélange de trois formes isométrique (ortho, méta, para), lorsque le xylene est appliqué sur
l'oreille, le liquide intercellulaire s'accumule, formant un cedéme caractéristique de l'inflammation

aigué (Debnath et al., 2013). Les neurones sensoriels contiennent des cyclooxygénases qui

synthétisent des prostaglandines pro-inflammatoires, de puissants vasodilatateurs qui contribuent

a la formation de Il'eedéme et aux impulsions nociceptives (Richardson & Vasko, 2002). Le

mécanisme d'action de I'indométhacine sur I'inflammation repose sur l'inhibition de la synthése

des prostaglandines pro-inflammatoires (Li et al., 2008).
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L'effet anti-inflammatoires de I’extrait d'Anacyclus clavatus est probablement dus a la
présence de substances lipophiles qui traversent la barriére cutanée et ont des effets anti-
inflammatoires (Manga et al., 2004). Il a été démontré que les flavonoides ont des effets anti-
inflammatoires pendant les phases proliférative et exsudative de l'inflammation et inhibent la
libération d'histamine, de cytokines, de prostaglandines et de leucotrienes (Park et al., 2008 ;
Rathee et al., 2009). De plus, les composés phénoliques sont des traitements tres efficaces pour
les maladies inflammatoires (Gonzalez et al., 2011). L’extrait acétonique inhibe 1’cedéme de
Poreille induit par le xyléne. Cette inhibition était statistiguement mieux que celui de
I'indométacine, qui est utilisée comme agent anti-inflammatoire standard, inhibant la
cyclooxygénation 1 et 2 ainsi que la formation d'exsudat et la production de TNFa, IL-6 et PGE2
(Barreto et al., 2016). L'effet anti-inflammatoire obtenu pourrait également s'expliquer par
I'inhibition de la Protéine Kinase C (PKC) dont I'implication de la PKC dans le processus

inflammatoire est treés évidente dans ce modele expérimental (Delaporte et al., 2004).

Les études de (Elazzouzi et al., 2022) ont montré un effet anti-inflammatoire de 1’extrait

acetonique d'Anacyclus pyrethrum dans le modele d'cedéme inflammatoire chez le rat. De plus,

(Manouze et al., 2017) ont étudié, in vivo, l'effet anti-inflammatoire de I'extrait aqueux et

méthanolique des racines d'Anacyclus pyrethrum sur I'eedéme de 1'oreille de rat induit par le xyléne,
Ces auteurs ont constaté que les extraits testés réduisaient de maniere significative I’cedeme de

I'oreille induit par le xyléne. D'autres résultats de (Jawhari et al., 2020) montrent que les extraits

aqueux d'Anacyclus pyrethrum ont des activités anti-inflammatoires trés puissantes sur 1'cedéme

chez les rats.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVE

Les plantes médicinales continuent d'étre une source fiable d'ingrédients actifs connus pour
leurs propriétés thérapeutiques. Les études sur les propriétés physico-chimiques et
pharmacologiques ont porté sur des plantes appartenant a la famille des astéracées, utilisées en

Algérie pour leurs propriétés thérapeutiques.

Cette étude a d'abord porté sur le dosage des polyphénols et des flavonoides dans I'extrait
acétonique de la partie aérienne d'Anacyclus clavatus. Ensuite, nous avons évalués 1’effet anti-

inflammatoire d'extrait in vitro et in vivo

L'évaluation quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides par les méthodes de
Folin-ciocalteu et AICls, respectivement, a indiqué la présence des quantités importantes de ces

composés dans l'extrait d’Anacyclus clavatus.

Les résultats obtenus indiquent que I'extrait acétonique d'Anacyclus clavatus a un effet anti-
inflammatoire prononcé. L'extrait étudié a un effet protecteur significatif contre I'hnémolyse
hypotonique de la membrane érythrocytaire humaine, et a un bon effet inhibiteur sur l'cedéme

induit par le xyléne chez la souris.

Bien que les résultats de cette étude sur I’effets anti-inflammatoire d'extrait acétonique de
la partie aérienne d'Anacyclus clavatus soient d'un grand intérét, des études complémentaires
détaillées sont nécessaires pour comprendre leurs mécanismes moléculaires et cellulaires. Ces
études doivent se concentrer sur l'isolement de composés bioactifs a partir de 1’extrait et sur
I'évaluation des effets de ces composés sur les mécanismes inflammatoires cellulaires et

moléculaires et les voies de signalisation.
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Abstract

The objective of the present study is to evaluate the anti-inflammatory properties of the acetonic
extract of the aerial part of Anacyclus clavatus. The contents of total polyphenols and flavonoids of the
extract were determined using the method of Folin-Ciocalteu and aluminum trichloride, respectively. The
results reveal that (AC. E) is riche in polyphenols and flavonoids with values of 79.85 + 7.995 ug GAE/mg
of extract and 9.474 £ 0.1 pg QE/mg of extract, respectively. Anti-inflammatory activity was assessed using
human erythrocyte membrane stability (HRBC) assays and xylene-induced ear edema assay in mice,
Compared with the synthetic anti-inflammatory diclofenac and indomethacin. The in vitro evaluation of
anti-inflammatory activity shows that AC. E have a strong inhibitory activity with a percentage inhibition
of 99.33% at the dose 2 mg/ml. The results of anti-inflammatory activity in vivo showed a remarquable
reduction in the increase in edema volume with a percentage inhibition of 75% for AC. E, a relatively high
reduction to that obtained with indomethacin, the reference anti-inflammatory (70%). In conclusion, the
acetonic extract of Anacyclus clavatus possess a significant anti-inflammatory activity due to the presence
of phenolic compounds which can be exploited in the food and pharmaceutical industry.

Keywords: Anacyclus clavatus, anti-inflammatory, polyphenols, flavonoids, plant extract.
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Résumé

Le but de cette étude était d'évaluer I'efficacité anti-inflammatoire de I'extrait acétonique (E.AC)
de la partie aérienne d'Anacyclus clavatus. Les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides de I’extrait
ont été determinées en utilisant la méthode de Folin-Ciocalteu et de trichlorure d’aluminium
respectivement. Les résultats révélent que I’E.AC est riche en polyphénols et en flavonoides avec des
valeurs de 79.185 £ 7.995 ug EAG/mg d’extrait et 9.474+ 0.1 pg EQ/mg d’extrait, respectivement.
L’activité anti-inflammatoire a été évaluée en utilisant les tests de la stabilité membranaire des érythrocytes
humains (HRBC) et le test de I’cedéme de ’oreille induit par le xyléne chez la souris. En comparaison avec
les anti-inflammatoires de références (diclofénac et I’indométacine). L’évaluation in vitro de ’activité anti-
inflammatoire montre que I’E.AC a une activité inhibitrice forte avec un pourcentage d’inhibition maximale
de 99.33% a la dose 2 mg/ml. Les résultats de ’activité anti-inflammatoire in vivo montrent une réduction
remarquable de I’augmentation de volume d’cedéme avec un pourcentage d’inhibition de 75 % d’extrait
acétonique, une réduction relativement élevée que celle obtenue avec 1’indométacine, anti-inflammatoire
de référence (70 %). En conclusion, I'extrait acétonique possédent une activité anti-inflammatoire
importante due a la présence des composés phénoliques qui peuvent étre exploités dans I’industrie
alimentaire et pharmaceutique.

Mots clés : Anacyclus clavatus, anti-inflammatoire, polyphénols, flavonoides, extrait de plante.



