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Introduction

Les nombreuses activités biologiques des molécules bioactives issues des vegétaux
expliquent I’intérét particulier qu’elles suscitent dans de nombreux domaines qu’ils soient

sanitaires, agroalimentaires, cosmétiques ou pharmaceutiques.

Le regain d’intérét en thérapeutique pour ces biomolécules est en rapport avec le fait
que celles-ci présentent des effets secondaires limités voire inexistants. Contrairement aux
molécules d’origine synthétique, qui sont connues pour leurs effets secondaires indésirables
pouvant étre graves, avec des occurrences de plus en plus fréquentes. Par ailleurs, les

médications basees sur ces molécules se heurtent de plus en plus a des échecs thérapeutiques.

Etant donné la fréquence de leur utilisation, les anti-inflammatoires font partie des
médicaments a fort impact sanitaire. Ajouté a cela le fait que leurs effets secondaires peuvent
se manifester sous forme de troubles endocriniens, métaboliques, ou digestifs et peuvent aller

jusqu’a des anomalies neuropsychiques a tendances dépressives.

Cet état des lieux pousse la recherche scientifique a s’orienter vers une source de
molécules bioactives naturelles douées d’innocuité, comme celles issues des plantes. Ces
derniéres sont qualifiées de médicinales en raison de leurs nombreuses vertus thérapeutiques,
attribuées aux métabolites secondaires comme les polyphénols. Constituant le systéme de
défense des plantes, les protégeant contre un nombre important d’agressions biotiques et
abiotiques, ces biomolécules sont aussi utilisées dans I’industrie cosmétique, agroalimentaire

et pharmaceutique grace a leurs nombreuses propriétés biologiques.

L’Algérie est un pays caractérisé notamment par sa grande superficie et la variation de
son climat d’une région a une autre. Cela offre une grande diversité d’especes végétales, qui se
retrouvent confrontées a des variations de différentes natures, ce qui entraine une variation au
sein d’une méme espéce des lors qu’elle occupe des biotopes différents. Parmi les plantes
médicinales qui ornent le territoire national, on retrouve Malva sylvestris L., communément
appelée la grande mauve. Cette plante est largement représentée dans toute 1’Algérie, et de
facon plus particuliere en Kabylie. La grande mauve appartient a la famille des Malvacées, c’est
une plante herbacée a tige érigées. Elle est utilisée en medecine traditionnelle pour ses

nombreuses vertus ; cicatrisantes, émollientes et laxatives.




Introduction

Prenant en compte le fait que la plante étudiée est largement utilisée en Kabylie et vu le
peu de travaux se rapportant aux activités anti-inflammatoire et anti-hémolytique de la grande

mauve, nous nous sommes fixé pour objectif I’évaluation de ces deux activités afin de valoriser

cette ressource naturelle.
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1. Description botanique

Malva sylvestris L. est une plante herbacée, vivace et bisannuelle de la famille des
Malvaceae. Haute de 20 a 70 cm, cette plante se caractérise par des tiges érigées ou

décombantes, et faiblement pubescentes.

Ses feuilles sont larges, arrondies de forme palmatilobée (le nombre de lobes peut varier

de 3a7), de consistance molle.

On retrouve sur cette plante des fleurs terminales ou axillaires portées sur de longs
pédoncules, minces et velus. Elles sont de couleur rose violacée (mauve), striées ou veinées de
rouge (AIT YOUSSEF, 2006). Leur calicule est formé de 3 piéces courtes suivies d’un calice a
5 sépales soudées (BOTINEAU, 2011).

Les mauves ont une fine racine pivotante qui pénetre profondément dans le sol et un
fruit orbiculaire, formé de nombreux carpelles accolés et déposés en anneau. Ce dernier est

d’abord vert mais deviendra jaunatre ou rougeétre a maturité (FLORES, 2011).

La floraison de la mauve se produit entre Mai et Septembre.

Figure 1: Parties aériennes de Malva sylvestris L. (photos personnelles).
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2. Classification systématique

La position systématique de la grande mauve est donnée dans le tableau ci-dessous :

Tableau I: Classification botanique de Malva sylvestris L. (GHEDIRA et GOETZ, 2016).

Regne Plantae (plantes)
Embranchement Magnoliophyta (Spermaphytes Angiospermes)

Division Tracheophyta

Classe Magnoliopsida(Dicotylédones)

Ordre Malvales

Famille Malvaceae

Genre Malva

Espéce Malva sylvestris L.

3. Noms vernaculaires

Plusieurs appellations vernaculaires sont utilisées pour désigner la plante, ce qui facilite

son identification et ainsi son usage traditionnel. Ces derniéres sont présentées dans le tableau

suivant :

Tableau Il : Noms communs de Malva sylvestris L.

Berbere Mejyer, amedjir (AIT YOUSSEF, 2006).
Arabe Khoubeiza (GHEDIRA et GOETZ., 2016).
Frangais Mauve, grande mauve, mauve sylvestre, mauve
sauvage...(FLORES, 2011).
Anglais Common Mallow, High Mallow (FLORES, 2011).
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4. Répartition géographique

La grande mauve a une aire de répartition eurasiatique. Elle est tres répondue dans toute
I’ Afrique du Nord, dans les pays d’Asie Occidentale, d’ Asie du Nord et du Sud-ouest, ainsi que

dans certains pays d’Europe.

Dans la plupart de ces pays, elle se retrouve principalement dans les friches, les lieux
non cultives, les prés et sur le bord des chemins. Elle est tres commune dans toute 1’ Algérie, et

pousse surtout dans les décombres, les champs et les cultures (AIT YOUSSEF, 2006).
Elle est nitrophile et préfeére les sols pollués par les nitrates (FLORES ,2011).
5. Usages traditionnels
La grande mauve se préte a de nombreux usages comme :

5.1. Usage alimentaire

Traditionnellement utilisée comme un légume cru ou cuit en soupe (ISHTIAQ et al.,
2007), celle-ci entre dans la composition de nombreux plats tels que le couscous. De plus, cette
plante est considerée comme un bon paturage pour 1’alimentation animale (AIT YOUSSEF,
2006).

5.2. Usage thérapeutique

Malva est traditionnellement utilisée comme tonique et dans le traitement des Iésions
gastro-intestinales, cette derniere est largement utilisée pour ses propriétés nettoyantes du cdlon
(RAHIMI et al., 2010).

En Algérie, Malva est utilisée en application externe comme cicatrisant alors qu’en
Tunisie, I’usage externe de cette plante porte sur la réalisation de compresses émollientes (AIT
YOUSSEF, 2006).

Malva est en médecine traditionnelle utilisée en application interne dans le
traitement : (BOTINEAU, 2011).

e De latoux et des inflammations des voies respiratoires ;

e De la constipation fonctionnelle ;

e —
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e Des troubles digestifs.

En application externe celle-ci est utilisée en tant que :
e Adoucissant et antiprurigineux contre les piqures d’insectes et protecteur
dermatologique ;
e Antalgique local (gargarisme) des inflammations de la bouche et du pharynx ;

e Traitement contre les irritations ou génes oculaires.
6. Composition phytochimique

Mava sylvestris contient principalement des mucilages responsables des propriétés
apaisantes et émollientes de cette plante, des flavonoides (anthocyanes, anthocyadines) et des
tanins (KUNKELE et LOHMEYER, 2011).

e Mucilage

Présents en grande quantité, ceux- ci sont responsables de la pluparts des effets
thérapeutiques de cette plante (GASPARRETO et al., 2011).

e Flavonoides

Les données relatives a la composition fine en flavonoides de malva sont peu
nombreuses. Cependant, les flavonols, les flavones et les anthocyanines sont caractéristiques
de cette famille, notamment M. sylvestris qui contient des quantités importantes de ces
substances anti-oxydantes qui contribuent entre-autre a colorer les fleurs et les fruits
(GASPARRETO et al., 2011).

e Vitamines et autres éléments

L effet antioxydant de la mauve est attribué a la présence de tocophérols (vitamine E)
et d’acide ascorbique (vitamine C) (BARROS et al., 2010).

D’autres éléments chimiques ont été identifiés a des concentrations relativement
importantes tels que : le calcium, le magnésium, le fer et le potassium...etc. (DESIDERI et al.,
2010).
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Tableau 111 : Composition phytochimique de Malva sylvestris L. (GHEDIRA et GOETZ,

2016).

Feuilles

Groupe chimique

Constituants

Mucilages (6,0-7,2%)

Polysaccharides acides de PM entre 11 000 et 10°, fournissant
par hydrolyse du glucose, du rhamnose, de 1’arabinose et de
I’acide galacturonique.

Flavonoides (210.8 mg/g)

Gossypine (gossypétine 3-sulfate-8-O-B-D-glucoside),

hypolaetine 3'-sulfate, hypolaetine 4’-méthyl ether 8-O- - D
-glucuronopyranoside, hypolaetine 8-O-p-D-
glucuronopyranoside et isoscutellareine 8-O- - D —
glucuronopyranoside.

Dérivés phénoliques (386,5
mg/q)

Acides 4-hydroxybenzoique, 4-méthoxybenzoique, 4-
hydroxydihydro-cinnamique, férulique et Tyrosol.

Autres

Tanins et malvones

Fleurs

Groupe chimique

Constituants

Mucilage (3.8-7.3%)

Polysaccharides neutres et acides de P.M. compris entre 1,3 et
1,6. 10°. Dont I’hydrolyse fournit du galactose, du rhamnose
et des acides glucuronique et galacturonique.

Flavonoides (46.6 mg/qg)

Anthocyanines telles que la malvidine et malvine.

Génistéine; myricétine; dérivés de 1’apigénine, de la
quercétine et du kaempférol.

Autres

Tanins et coumarines.
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7. Activités biologiques

Comme toute plante médicinale Malva sylvestris renferme de nombreux composés

bioactifs responsables de nombreuses activités thérapeutiques complémentaires ou synergiques.
7.1. Activité anti-inflammatoire

L’étude de AFSHAR et al. (2015) a montré que I’extrait aqueux de mauve associé au
sulfadiazine induit une diminution des cellules inflammatoires au niveau des plaies induites
chez la souris. Des résultats similaires ont été rapportés par (SLEIMAN et DAHER, 2009).
L’administration a raison de 100 mg/kg d’extrait de la méme plante a des rats présentant une
inflammation induite par la carragénine, donne une inhibition de I’inflammation relativement

importante de 1’ordre de 60 %.
7.2. Activité cicatrisante

11 a été démontré que I’extrait de fleurs de M.sylvesrtis contribue dans 1’accélération
de la cicatrisation des brulures chez les rats. Il a été observé qu’en plus de diminuer la zone de
brilure, I’extrait induit une augmentation du taux de collagene par rapport aux témoins non

traités (PIRBALOUTI et al., 2009).
7.3. Activité laxative

L’extrait aqueux de fleurs de M.sylvestris est efficace et sans danger pour le traitement de
la constipation fonctionnelle (ELSAGH et al., 2015).

7.4. Activité antifongique et antibactérienne

L’extrait aqueux des feuilles de la mauve inhibe la croissance de L’Aspergillus candidus,

Aspergillus niger, Penicillium spp. et Fusarium culmorum (SOUZA et al., 2004).

Des bains de bouche a base de chlorure de cétylpyridinium (CPC) combinés avec I'extrait
de M. sylvestris présentent un effet antimicrobien plus fort que ceux contenant uniquement le
CPC (WATANABE et al., 2008).

L’extrait de fleurs a un fort pouvoir antibactérien contre Staphylococcus aureus,
S.agalactiae et Enterobacter faecalis avec des concentrations minimales inhibitrices (CMI)
respectives de 192, 200 et 256 ug/ml (RASAVI et al., 2011).

8
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7.5. Activité anti-oxydante

L’effet antioxydant de la mauve peut étre expliqué par la présence de composes
phénoliques qui grace a leur forte tendance a céder des atomes d’hydrogene portés par les

groupements hydroxyles, sont de puissants anti-radicalaires (SANDHAR et al., 2011).

Ces derniers par leurs actions sur les espéces réactives de 1’oxygeéne impactent

directement sur la diminution du stress oxydatif (BARROS et al., 2010).

7.6. Action protectrice des reins

L'extrait de MS protége le rein contre les effets toxiques de la gentamicine mais aussi le
foie de I’effet néfaste de la néphrotoxicité (MOHAMADI YARIJANI et al., 2019).




Chapitre 11 Composés phénoliques et activités biologiques
1. Généralites sur les polyphénols

Les composes phénoliques forment une famille de molécules organiques largement
distribuée dans le regne végétal. lls sont qualifiés de métabolites secondaires, car ils n'‘exercent
pas de fonction directe au niveau des activités fondamentales de la plante, comme la croissance
ou la reproduction, ils ne sont donc pas strictement indispensables a la vie du végetal,
cependant, ils jouent un role majeur dans les interactions de la plante avec son environnement,
contribuant ainsi a la survie de ’organisme dans son écosystéme. Présents dans toutes les
parties de la plante, ce sont les métabolites secondaires les plus abondants du régne végétal
(DAl et MUMPER, 2010).

Leur répartition qualitative et quantitative varie selon I’espéce, 1’organe considéré et le
stade physiologique de la plante (ROBARDS et al., 1999). Plus de 10 000 composés
phénoliques ont été répertoriés chez les végetaux (LI et al., 2014) allant des molécules les plus
simples comme les acides phénoliques aux substances hautement polymérisées comme les
tanins (DAI et MUMPER, 2010).

2. Principales structures phénoliques

Comme leur nom I’indique, les polyphénols se caractérisent par la présence d’au moins

un noyau benzénique portant au moins un groupement hydroxyle.

COH

Figure 2 : Structure chimique du groupement phénolique (CHEYNIER, 2005).

Le tableau 1V regroupe les principales classes de polyphenols selon MACHEIX (2005) et
MANACH (2004) :
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Tableau IV : Principales classes des polyphénols.

Composés phénoliques et activités biologiques

Squelette -
carboné Classe Exemple Formule Origine
C6 Phénols simples Hydroquinone HO @OH Busserole
Acides acide 2
- H04< >_</ i i
C6-C1 hydroxybenzoiques | p-hydroxybenzoique o Epices, fraises
Acides . N
HO 0
hydroxy- acide ‘Q \ .
C)i/nnarr)mli ues p-coumarique A OH Tomates.ll
C6-C3 a
- - 7 “““ -
Coumarines Ombelliférone Carottes, coriandre
HO o7 ~o
(o]
| . |
C6-C4  |Juglone Naphtoquinone L L Noix
oH O
e _AOH
C6-C2- | e , Ho e~ AT .
Cé Stilbénoides trans-resvératrol T Raisins
= JOH
.. , HO. =, ’DHJLH'fj .
Flavonoides Keampférol ]|: :[ _ Fraises
“f O
C6-C3- OH ©
C6 o
Anthocyanes Delphinidol “°-H|.Ifa-\»»5-.-_»./[::» ~on Raisin
oH oH B t’ .
. s Mo L) oH actéries
(C6-C3) 2 | Lignanes Entérodiol avaYy intestinales
(C6-C3) n | Lignines Bois, fruits a noyaux
gig_cs_ Tanins condensés | Procyanidol Raisins, kaki
n
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Chapitre 11 Composés phénoliques et activités biologiques
3. Classification des polyphénols

Le nombre, la structure des cycles phénoliques mais aussi les éléments structuraux qui se
lient & ces derniers donnent naissance a plusieurs classes et sous-classes de polyphénols, telles
que les acides phénoliques, les flavonoides, les stilbenes et les lignanes et les tannins (L1 et al.,
2014).

Polyphenols

Flavonoids ” Stilbenes l[ Phenolic acids H Lignans Tanins
., Flavonols
Hydroxycinnamic Tanins
> lIsoflavones p— id
neon hydrolysables
. Flavanols and
idi
Proanthocyanidins Hytiroxybenzoic o
{s Anthocyanidins T acids anins )
condenseés

s Flavanones

‘> Flavones

Figure 3 : Principales classes de polyphénols (OLIVER et al., 2016).
3.1. Les Flavonoides

Occupant une place prépondérante dans le groupe des phénols, les flavonoides sont
responsables de la pigmentation de différentes parties de la plante (ABEDINI, 2013).
Differentes sous-classes d’origine biosynthétique commune composent cette famille, celles-ci
partagent un méme squelette de base a quinze atomes de carbones « 2-phényl-1-benzopyrane
». Ce dernier est constitué de deux unités aromatiques (deux cycles en C6 (A et B)), reliés par
un cycle pyranique central (C) en C3 (NKHILI, 2009) (figure 5).

Figure 4 : Structure de base des flavonoides (ABEDINI, 2013).
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Composés phénoliques et activités biologiques

Ainsi, nous retrouvons pour les flavonoides 6 sous-classes réparties en fonction du

nombre, de la nature des substituants (groupements hydroxyles, méthoxyles...), mais aussi de

la position de la liaison entre le noyau B et I’hétérocycle C (position 2 ou 3) (AKROUM, 2011).

Celles-ci sont comme indiquées dans le tableau V.

Tableau V : Différentes sous-classes des flavonoides (LEOPOLDINI et al., 2011).

Liaison en position 2 : les flavanes (AKROUM, 2011) : les
flavan-3-ols constituent la principale sous-classe desflavanes. Ces
structures varient des monomeres simples catéchines a des
structures polymériques comme les anthocyanidines (CROZIER,
2007).

Liaison en position 3 : Les isoflavanes sont caractérisés par la
liaison du cycle B au C3. Par sa structure, ce composeé imite

I’hormone stéroidale « oestradiol » qui bloque 1’ovulation
(CROZIER, 2007).

Si la position 4 du flavane porte un groupement carbonyle, la
molécule est appelée flavanone (AKROUM, 2011). La structure
est tres réactive et subit des réactions d'hydroxylation, de
glycosylation et d'O-méthylation.

Si la liaison de type C2-C3 dans le squelette d’un flavanone est
insaturée, le composé est nommeé flavone (AKROUM, 2011). Ils
ont une relation structurelle tres étroite avec les flavonols, mais
contrairement & ces derniers, ils sont peu distribués (CROZIER,
2007).

| La substitution du squelette précédent en position 3 par un
.| groupement hydroxyle nous donne le flavonol (AKROUM, 2011).

Ces composes représentent la classe la plus répondue des
flavonoides (D’ARCHIVIO, 2007).

Anthocyanidine
A
B
____.-"

A c

NN N oH

Les anthocyanidines se caractérisent par la présence d’un atome
d’oxygene chargé au niveau du cycle central C (LEOPOLDINI et
al., 2011). Ce sont des pigments donnant la coloration rouge ou
bleue a certains vegétaux (MAZZA et al., 2004). Ils sont
impliqués dans la protection des plantes contre la lumiére
excessive et jouent un role important dans 1’attraction des insectes
pollinisateurs.

(=2

Chalcone

==

Comparativement aux autres flavonoides, les chalcones se

caractérisent par la présence d’un noyau pyranique central ouvert
(LEOPOLDINI et al., 2011).
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Chapitre 11 Composés phénoliques et activités biologiques
3.2. Les acides phénoliques

Le terme acide-phénolique peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et une autre hydroxyliqgue (ABEDINI, 2013). Nous

distinguons deux sous-groupes :

v' Les acides hydroxybenzoiques.

v’ Les acides hydroxycinnamiques.

a. Les acides hydroxybenzoiques
Ce sont des dérivés de I’acide benzoique et ont une structure de base en C6-C3. Ils peuvent
se retrouver sous forme libre ou combinée, a I’état d’esters ou d’hétérosides. Ces composés sont

abondants dans les fruits et légumes, leurs principaux représentants sont 1’acide salicylique et

I’acide gallique (figure 8) (HOSSEINI et al., 2016).

O
R .
2 - Rs
HO™" ’

R4 R, Rz Ra
P-Hydroxybenzoic acid H H OH
Protocatechuic acid OH H OH
Gallic acid OH OH OH
Wanillic acid OCHs3 H OH
Syringic acid QCH3 OCH; OH
Methyl p-hydroxybenzoate H H OCHSs3
Methyl gallate OH OH QOQCH3
Ethyl protocatechuate OH H OCH-CH5

Figure 5 : Structures des dérivés de I’acide benzoique (FARHOOSH et al., 2016).

b. Les acides hydroxycinamiques

Ces composes se trouvent en abondance dans les feuilles de thé, les graines de café et le
vin rouge. lls sont souvent estérifiés et peuvent étre combinés a des sucres (O-acylglucosides)
(HOSSEINI et al., 2016). L’acide Hydrocinnamique posséde plusieurs activités thérapeutiques
dont I’activité anti-inflammatoire, antioxydante et cardioprotectrice (ALAM et al., 2016).

L’acide caféique est le principal représentant de cette famille (DAI et MUMPER, 2010) (figure
8).
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COOR,

HO ™ 4 =
R,
R R2 R3
p-Coumaric H H H
Caffeicacid OH H H
Ferulicacid OCH3 H H
Sinapicacid OCH3 OCH3 H

Figure 6 : Structure de 1’acide hydroxycinnamique (TEIXEIRA et al., 2013).

Hydroxybenzoic acid Hydroxycinnamic Acid
Os_OH o S
/
HOAQ_/%OH HO % OH
HO OH
OH H,C0 HO
Gallic acid Ferulic acid Caflfeic acid

Figure 7 : Structures des principaux acides phénoliques (DAI et MUMPER, 2010).
3.3. Les stilbénes

Les stilbénes font partie d’un groupe trés vaste de polyphénols, celui des dérivés de
I’acide cinnamique (phénylpropanoides) (LERAY, 2010). Ces composes sont produits par les
plantes en réponse aux attaques bactériennes, fongiques ou virales (CROZIER, 2007). Les
membres de cette famille ont un squelette de base en C6-C2-C6 et leurs principaux

représentants sont le resveératrol, le ptérostilbéne et le piceatannol (figure 9).

OCH3

{C)} 3" Hydroxypterostilbene

Figure 8 : Les structures chimiques du resvératol (A), du ptérostilbéne (B) et du 3’-
hydroxyptérostilbéne (C) (TSAl et al., 2017).
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3.4. Les lignanes

Ces polymeres sont un large groupe de produits naturels dérivés de la condensation de
deux sous-unités C6-C3 (figure 10). Ces composés de haut poids moléculaire contribuent a

former, avec la cellulose et les dérivés hémicellulosiques, la paroi des cellules végétales.

Les lignanes et leurs dérives synthétiques suscitent de plus en plus d'intéréts en raison de
leurs nombreuses activités biologiques, ce qui explique leur utilisation en médecine
traditionnelle (CASARIN et al., 2014).

CHO CH;OH
HO I CH;OH
l OCH;
OH
Lignans

Figure 9 : Structure des lignanes (CASARIN et al., 2014).
3.5. Les tanins

Cette classe désigne un groupe de substances phénoliques trés répondues dans le regne
végétal (CHEYNIER, 2005), possédant au moins deux sous-unités phénoliques (KING et
YOUNG, 1999). Ce sont des molécules fortement hydroxylées ayant en commun, la propriété
de se complexer aux protéines et donc de les précipiter, ce qui explique leur capacité a tanner
la peau (MACHEIX et al., 2005). En outre, les tanins s’associent a d’autres polymeéres
organiques tels que les glucides, les acides nucléiques, les stéroides et les alcaloides, pour
former avec eux des complexes stables (HASLAM, 1998).

Le mot tanin est utilisé pour faire référence a deux classes de composés phénoliques avec

des natures chimiques différentes : les tanins hydrolysables et les tanins condensés.4
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e Lestanins hydrolysables

Cette sous-classe résulte des esters du D-glucose, de 1’acide gallique ou de ses dérivés en
particulier I’acide éllagique (ALICE et al., 2015). Ce sont des molécules facilement

hydrolysables par voie chimique ou enzymatique ce qui explique leur dénomination (JIMENEZ
et al., 2014) (figure 9).

Figure 10 : Structure des tanins hydrolysables (1-O-galloyl-4,6-hexahydroxydiphenoylB-D-
glucose (OGBDG) (ARBENZ et al., 2015).

e Les tanins condensés

Appelés aussi proanthocyanidines, ce sont des polymeres de flavonoides
(LEPOLDINI et al., 2011) ne possédant pas de sucres dans leurs structures. Ces composés sont

obtenus par des liaisons carbone-carbone entre des unités de flavan-3-ols (BRUNETON, 1999)
(figure 12).

Condensed tannins:
R = H: procyanidins
R = OH: prodelphinidins

Figure 11 : Structure de tanins condensés (ROPIAK et al., 2017).
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4. Biosynthese des polyphénols

La biosynthése des polyphénols se fait par deux voies principales qui sont :

4.1. La voie de Shikimate

C’est la voie de biosynthése principale des composés aromatiques, dans les plantes et
les micro-organismes, y compris les acides aminés aromatiques : la phénylalanine, la tyrosine
et le tryptophane. Ce sont des métabolites primaires qui servent de précurseurs pour de
nombreux produits naturels (secondaires) tels que les flavonoides, les acide phénoliques, les
coumarines, les alcaloides...etc. (BRUNETON, 2009).

4.2. La voie de ’acétate malonate

Ce mode de synthése consiste en la cyclisation des chaines polycétoniques, elles-mémes
obtenues par condensation de groupements acétates. Cette dernic¢re étape ne se fait qu’apres
carboxylation de 1’acétylCoA (coenzyme A) en malonylCoA. Chez les flavonoides, le cycle
latéral (A) provient de I’enchainement de 3 acétyl-COA (MERGHEM, 2009).
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| GLUCIDES |

l/\l Acides gras
C Voie des Pentoses P ( Glycolyse J
l I p-oxydation )

|

Erythrose 4 -P P-énol Pyruvate

ACIDE - — o
GALLIQUE Acide shikimique Tcer} 1 CoA
NH, — — NH
/ \ : Malonyl CoA
Tyrosine Phénylalanine
TANINS 3 Malonyl CoA

HYDROLYSABLES NH,-\ /4 NH,
yclisation

Acide cinnamique

\' Polyéthylcétone

CHALCONES

FLAVONOIDES

ANTHOCYANES

1

TANINS CONDENSES
Figure 12 : Représentation des voies de biosynthése des polyphénols (CHAOUCHE, 2014).
5. Réles et fonctions biologiques des polyphénols

Les polyphénols attirent de plus en plus I'attention des chercheurs en raison de leurs

nombreuses propriétés et effets bénéfiques sur la santé humaine :
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a. Chez les végétaux

Les polyphénols sont des pigments responsables des teintes des différentes parties de la
plante (EDEAS, 2007). lls jouent un role important dans son interaction avec son
environnement, en particulier contre les radiations UV (ultraviolet), le stress oxydatif et dans la

défense et la résistance des plantes vis-a-vis des agents pathogenes (CLERIVET et al., 2013).

b. Chez I’étre humain

La consommation d’aliments riches en polyphénols réduit le développement de
nombreuses  pathologies (cancer, athérosclérose, maladies cardiovasculaires et
hypertension...). Cela peut s’expliquer par la capacité de ces composés a modifier de nombreux
facteurs impliqués dans la genese de ces maladies. Ainsi, ils modulent ’activité de nombreuses
protéines intracellulaires (les protéines kinases, les phospholipases, I’adénylate cyclase, les
ATPases, les cyclo-oxygénases (COX), le cytochrome P450), ce qui est a ’origine de
nombreuses  activités  biologiques  des  plantes  médicales (MARTIN et
ANDRIANTSITOHAINA, 2002) (figure 14).

La figure ci-dessous résume les principales activités biologiques des polyphénols :

Anti-inflammatoires Anti-diabete

o . Anticancéreuses
et anti-infectieuses

Cardio- Polvohénol Antiasthmatiques
protectrices Olyphenols et anti-

hypertensives

Protection Anti-age et
cérébro- ostéoprotection
vasculaires

protectrices

Figure 13 : Réles des polyphénols dans la santé humaine (GAESAN et al., 2017).
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5.1. Activité anti-inflammatoire
5.1.1. Définition de ’inflammation

La réaction inflammatoire est la réponse de 1’organisme a une agression dont I’origine
est physique (chaleur, froid, rayonnements ionisants...) ou exogene par des ¢éléments
solides (des pathogénes microbiens, des piqires d’insecte, des produits chimiques ou
biologiques) ou liée & des éléments endogenes tels que des composés issus de la réaction
immunitaire (complexes immuns, anticorps cytotoxiques, cytokines...). Quelle que soit la
nature du facteur déclenchant, les manifestations de la réponse inflammatoire seront les mémes

mais avec des intensités et des durées variables (figure 15).
5.1.2. Les types d’inflammation

v" Inflammation aigue

L’inflammation aigue est la réponse immédiate de I’organisme a un agent agresseur. Sa

durée varie de quelques jours a quelques semaines, elle comporte trois phases :

e Une phase vasculaire immédiate avec dilatation et perméabilisation des vaisseaux ;

e Une phase cellulaire consécutive marquée par un afflux de polynucléaires et
macrophages, libération d’enzymes, de phagocytose et production de lymphokines.

e Une phase de résolution, régénération et cicatrisation correspondant a la synthese du
collagéne par les fibroblastes (WEILL et al., 2003 ; CHARLES et al., 2010).

v Inflammation chronique

L’inflammation chronique est une inflammation prolongée, caractérisée par sa persistance
dans le temps, elle peut durer plusieurs semaines voire plusieurs années (IWALEWA et al.,
2007; Charles et al., 2010). Dans ce type de réponse, les phénomenes d’inflammation, de
destruction tissulaire et de réparation coexistent tout au long de 1’évolution de I’inflammation,
contrairement a I’inflammation aigue. Par conséquent, les tissus ne se régéncrent pas

correctement et un phénomeéne de cicatrisation pathologique s’installe (WEILL et al., 2003).
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5.2. Les anti-inflammatoires synthétiques

v" Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

En raison de ses propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiques et antalgiques, cette
classe thérapeutique est I’'une des plus utilisées dans le monde (BLAIN et al., 2000). La
composition chimique de ces médicaments est trés hétérogéne, mais ils ont en commun
I’inhibition non sélective des deux cyclooxygénases (COX1 et COX2) (ORTEGA et al., 2014).

v" Anti-inflammatoires stéroidiens (AlS)

Ces composés constituent une vaste famille de médicaments dérivés du cortisol,
principal glucocorticoide surrénalien. Ce dernier est une substance dérivée du cholestérol
(BLAIN et al., 2000). Les AIS représentent le traitement le plus efficace contre les maladies
inflammatoires chroniques telles que I’arthrite rhumatoide et les maladies auto-immunes
(KESSEL et al., 2014).

Ces deux types d’anti-inflammatoires exposent a plusieurs effets secondaires qui

peuvent parfois étre graves, parmi eux nous retrouvons :

La toxicité gastro-intestinale, les troubles digestifs, les anomalies neuropsychiques,
excitation avec euphorie et troubles du sommeil, des troubles de I’hémostase dus a 1’aspirine
ainsi que des complications rénales. C’est notamment pour ces raisons que 1’on a de plus en

plus recours aux traitements anti-inflammatoires de sources naturelles.
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ORIGINE

EXOGENE EMNDOGEMNE
{Infechnn}g\/ (réactions dhypersensibilité)
|
SIMAL DE DANGER

-:::::_
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LOCALE ADAPTEE
Aigue ou chrenigue Défense/Réparation
(exemple : une plaie infectée) v
| REPONSE ‘

GENERALE T IuabseTEE

Suraigué Maladies inflammateires

(exemple : le chac septigue) Spécifiques dorgane

ou systémiques
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1. Une phase d'initiation (effecteurs primaires)

2. Une phase d'amplification (effecteurs secondaires)

3. Une phase de résolution efficace ou inefficace

[
v v
SIGMNES LOCALX SIGMES GEMERALNX
Douleur, Reugeur, Chaleur, Cedéme Figdvre, Amaigrissement, Asthénie

Insuffizance circulataire
Figure 14 : La réaction inflammatoire schématisée (PRIN et al., 2009).
5.3. Mécanismes d’action des anti-inflammatoires naturels

Depuis toujours, I’homme a utilisé les plantes pour traiter I’inflammation. En effet, de
nombreuses études comme celle menée par LANDOLFI en 1984 indiquent que les polyphénols
possedent des propriétés anti-inflammatoires et qu’ils sont capables de moduler le systéme
immunitaire par plusieurs mécanismes. Cet effet passe notamment par 1’inhibition de la
production des Espéces Réactives d’Oxygene (ROS) et des enzymes pro-oxydantes comme les
Oxydes Nitriques Synthases (NOS) et ainsi I’€¢limination du radical qui favorise I'inflammation

et cause des dommages aux tissus (SONAR et al., 2016).
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Sous D’action de la cyclo-oxygénase et la lipoxygénase, 1’acide arachidonique est
métabolisé respectivement en prostaglandines et leucotriénes induisant ainsi des phénomeénes
inflammatoires. Ladite étude a montré que certains polyphénols sont capables de modifier le

métabolisme de I’acide arachidonique.

L’¢tude de LEYVA et ses collaborateurs en 2016 a aussi démontré le réle de certains
polyphénols dans la diminution de la production d’autres médiateurs cruciaux de
I’inflammation tels que les prostaglandines et les oxydes d’azote (NO). Les résultats de 1’étude
faite par TSAI sont complémentaires et démontrent le réle du resveratrol dans la suppression

du facteur de nécrose tumorale TNFa et de l'interféron gamma (IFN-g) (TSAI et al., 2017).

Des études faites sur les feuilles de Malva sylvestris ont démontré une forte activité anti
complément, jouant ainsi un rdéle important dans la modulation la réponse inflammatoire
(GONDA et al., 1990 ; TOMODA et al., 1989). De plus EL GHAQUI et ses collaborateurs ont
démontré que cette plante induit une augmentation de la production d’IL-12 et d’interférons y
et inhibe la transcription d’IL-4, elle serait donc un activateur des macrophages et des
lymphocytes Thl et activerait ainsi la réponse immunitaire pour lutter contre I’inflammation
(EL GHAOUI et al., 2008).

1.1. L’activité anti-hémolytique
5.4.1. Définition de I’hémolyse

L‘hémolyse est un phénomene irréversible au cours duquel les hématies sont détruites et
liberent leur contenu cellulaire notamment ’hémoglobine (Hb). Le degré d’hémolyse peut étre

régulé soit par :

v Des facteurs intracellulaires qui peuvent étre : 1’état de la membrane, le métabolisme
énergétique intracellulaire, la structure de ’hémoglobine.

v Des facteurs extracellulaires : tels que le plasma, I’état anatomique de I’appareil
circulatoire et 1’état fonctionnel du systtme mononuclé phagocytaire (macrophages,
monocytes et leurs cellules souches) (AGUILAR, 2007).

On peut distinguer deux types d’hémolyses, 1’une est physiologique et 1’autre est
pathologique (hyper hémolyse) (LIPPI et al., 2011).
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L’hémolyse physiologique

Consiste en la destruction du globule rouge (GR) ayant atteint sa durée de vie maximale (120
jours). Le vieillissement naturel de la cellule se traduit par des modifications biochimiques,
morphologiques ou de plasticité, induisant sa phagocytose par le systeme des phagocytes
mononuclées. Ce processus n’a pas de répercussions cliniques ou biologiques et se déroule
essentiellement dans la moelle osseuse, et 8 moindre mesure dans la rate, le foie et la circulation

sanguine.
L’hémolyse pathologique

Dont la cause est le vieillissement prématuré des GR qui sont détruits de fagcon exagérée
et indépendamment de leur 4ge. Cela entraine une anémie hémolytique grave (VENTAKA et
al., 2016).

5.5. Les anti-hémolytiques
5.5.1. Action des anti-hémolytiques synthétiques

Un médicament anti-hémolytique retarde ou inhibe la lyse des globules rouges.
Plusieurs existent, nous citerons 1’acide folique, le complément de fer, la vitamine B 12 et les

corticoides (BACHHY et al., 2015).

5.5.2. Mécanismes physiologiques de maintien de D’intégrité de la membrane

érythrocytaire

Une balance entre le passage actif et passif des électrolytes a travers la membrane
érythrocytaire permet le maintien du volume cellulaire de 1’érythrocyte. La pompe Ca?* -ATP
ase par exemple assure le maintien de la concentration du Ca* constante entre 30 et 60 mM a
I’intérieur de la cellule par rapport & une concentration extérieure de 1.8 mM. En cas de
disfonctionnement de ce transport a travers la membrane du globule rouge, cela induira
I’accumulation de ces ions a I’intérieur de la cellule causant un grand nombre de pathologies

dont la drépanocytose et des anémies hémolytiques (VAN DUIJIN et al., 2001).

Les globules rouges, de par leurs fonctions dans 1’organisme, sont particulierement

exposés aux especes réactives d’oxygeéne (CHAUDHURI et al., 2007).
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L’érythrocyte peut €liminer les électrons a 1’origine de ce stress par le complexe PMRS
(Plasma Membrane Redox System) et AFR réductase (Ascorbate Free Radical), des complexes
enzymatiques qui expulsent ces électrons vers le milieu extérieur (RIZVI et al., 2009 ; VAN
DUUIN et al., 2001).
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AFR

A
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Figure 15 : Représentation schématique du fonctionnement du systéeme de redox de la
membrane plasmique (PMRS). AA-ascorbic acid (RIZV1 et al., 2011).

5.6. Action anti-hémolytique des polyphénols

Ces derniéres années, le domaine de la recherche scientifique investigue de nouvelles
substances anti hémolytiques d’origine végétale, pour remplacer les anti-hémolytiques
synthétiques. De nombreuses études (DEVJANI et BARKHA, 2011 ; TAY-YABA, 2016 et
BELKHIR, 2017) sur différentes plantes démontrent I’effet anti-hémolytique des extraits
végétaux. Néanmoins, le mécanisme d’action des biomolécules composant ces extraits n’est

pas encore €élucidé et plusieurs hypothéses ont été émises :

e Les polyphénols, antioxydants naturels, possédent un effet anti-hémolytique, en
stabilisant la membrane des globules rouges contre la lyse osmotique (CHAUDHURI
et al., 2007). Cette activité est effective grace a I’intégration dans la couche lipidique
externe de la membrane erythrocytaire et modifient I'arrangement de la partie
hydrophile, sans changer la fluidité de la partie hydrophobe. L'emplacement de ces
composés dans la partie hydrophile de la membrane semble constituer un bouclier de
protection de la cellule contre les substances toxiques en particulier les formes
réactives de I'oxygene (BONARSKA-KUJAWA et al., 2014).
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De plus, les polyphénols pourraient agir en chélatant les métaux de transition tels que
le cuivre et le fer, qui peuvent renforcer les effets oxydants par la production des
radicaux hydroxyles (OH-) (Mladénka et al., 2011).
Par ailleurs, les composés phénoliques ont la capacité de se fixer sur le site actif de la
NADH-cytochrome réductase, ce qui active le complexe PMRS et donc agit contre
I’oxydation de 1’érythrocyte (KESHARWANI et al., 2012 et Fatima et al., 2013).
Une étude faite par DUCHNOWITZ et ses collaborateurs en 2012 a démontré que
dans le cas d’érythrocytes provenant de patients d’hypercholestérolémiques, les
polyphénols diminueraient la concentration membranaire de cholestérol, ce qui
améliorerait la fluidité membranaire de I'érythrocyte. Les polyphénols peuvent se lier
a la surface de la membrane de I’érythrocyte, influant ainsi sur la position du

cholestérol.

27



Chapitre | Matériel et méthodes

Le travail expérimental que nous avons réalisé a été effectué au sein du laboratoire de
recherche de Biochimie Analytique et Biotechnologie (LABAB) de la faculté des Sciences
Biologiques et Agronomiques de 1’universit¢é Mouloud MAMMERI de Tizi-Ouzou (UMMTO),

durant la période comprise entre mars et mai de I’année 2019.

Au cours de cette étude, nous nous sommes intéressés aux effets bénéfiques que 1’on
peut retrouver en exploitant des composes naturels. Nous avons en premier lieu déterminé la
teneur en polyphénols totaux d’extraits de feuilles de Malva sylvestris L., pour ensuite en
évaluer les effets biologiques. Le choix de cette plante a été motivé par son utilisation fréquente
en médecine traditionnelle, mais aussi par le fait que peu d’études ont été menées sur I’activité
anti-inflammatoire et anti-hémolytique de celle-ci. L’évaluation des propriétés biologiques
s’est d’abord portée sur I’effet protecteur de ’extrait aqueux de cette plante vis-a-vis de la
dénaturation thermique des protéines. Puis, nous avons mis en évidence I’effet protecteur de

Malva vis-a-vis d’un stress osmotique et thermique.

Matériel végétal (Feuilles)

4

Extraction aqueuse

4 N

P Etude des activités
Etude phytochimique ialonicues

U A

Dosage des
polyphénols totaux

| ] | —

, Test de dénaturation Innocuité de P’extrait
l\_/le'gho_de thermique des protéines vis-a-vis des
colorimétrique au érythrocytes

Folin-Ciocalteu

A4

Activité anti-inflammatoire Activité anti-hémolytique

Y

Test de protection de Test de protection de

I’extrait vis-a-vis d’un

Figure 16 : Schéma récapitulatif des protocoles expérimentaux adoptés.
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1. Matériel
1.1. Matériel biologique

Les feuilles de Malva sylvestris, préalablement identifiées, ont été récoltées au mois de
février 2019 dans la région de Larbaa Nath Irathen, dans la wilaya de Tizi-Ouzou (Algérie). Le
choix de la zone d’échantillonnage est motive par son éloignement de la route et de toute

exploitation agricole.

Celles-ci ont été triées, lavées puis séchées a I’ombre et a température ambiante pendant
prés de 10 jours (jusqu’a stabilisation du poids sec). Une fois seéches, ces feuilles sont broyées

puis stockées a 1’abri de la lumicre.

Dans cette étude, le sang utilisé provient de volontaires sains, non-fumeurs, n’ayant pas
suivi de médication (pas de traitement anti-inflammatoires). Les échantillons sont récupérés

dans des tubes héparinés, puis conserves a 4°C.

1.2. Appareillage

Le tableau suivant récapitule les différents et nombreux appareillages et consommables

gue nous avons eu a utiliser dans notre étude.
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Tableau VI : Différents appareillages et consommables utilisés.

Verrerie

Eprouvettes
Erlenmeyer
Bechers
Entonnoir
Fioles

Tubes a essali

Autres

Papier Whatman
Micropipette réglable
Barreaux magnétiques
Spatule, pissette, portoirs

Appareillage

Marque

Balance de précision
Agitateur magnétique
Centrifugeuse réfrigérée
Lyophilisateur

Vortex

Spectrophotométre UV-visible
Bain marie

Congélateur a -80° C

pH métre

KERN & Sohn (Allemagne)
Stuart

Sigma 4-16 K (Allemagne)
CHRIST alpha 1-2 (Allemagne)

UV-9200 (Royaume unie)

nbve bath (Turquie)
nbveDF 490

1.4. Solvants, réactifs et solutions

e Eaudistillée

e Acide gallique (acide 3,4, 5trihydroxybenzoique) ;

e Folin-Ciocalteu ;

e Sels: Carbonate de sodium (Naz COs), Chlorure de sodium (NaCl), Phosphate

dissodique (Na2HPOQO4) et le Phosphate monossodique (NaH2POs) ;

e Aspirine ;
e Ovalbumine ;

e Saponine.
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2. Meéthodes
2.1. Séchage et broyage du matériel végétal

Aprés un séchage a I’air libre et a I’obscurité, les feuilles de Malva sont broyées a I’aide

d’un broyeur électrique jusqu’a obtention d’un poudre fine et homogene.

Figure 17 : Forme séchée et broyée de Malva sylvestris L. (photos personnelles).

2.2. Préparation de I’extrait brut

L’extraction est effectuée par macération, en laissant la poudre en contact pendant 24h

avec un solvant approprié pour en extraire les composés bioactifs.

Dans ce travail, nous avons procédé a une extraction aqueuse ou vingt grammes (20 gr) de
poudre végétale sont mis a macérer dans 280 ml d’eau distillée pendant 24 h, a température

ambiante et sous agitation continue.

Le macéra est ensuite filtré successivement a 1’aide d’une passoire, d’un papier Wattman

n°1 puis centrifugé a 2000 tours/min pendant 10 min a 4°C afin d’éliminer les débris.

Le filtrat obtenu a été réparti dans cing cristallisoirs, congelé a -80°C pendant 24 h puis déposé
dans un lyophilisateur christ alphal-2. Le lyophilisat collecté est réparti dans des flacons en

verre teinté, hermétiquement scellé puis conservé au réfrigérateur a 4°C.

La figure 18 résume les différentes étapes qui nous ont permis d’obtenir 1’extrait brut.
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Matériel vegétal
(Feuilles de Malva sylvestris)

» Nettoyage

» Séchage
» Broyage
Poudre fine
» Macération dans I’eau
distillée/ 24h a T° ambiante a
Débris I’obscurité.
végétaux Macérat
> Filtration
Culot écarté Filtrat
» Centrifugation a 3000tours/min
pendant 10 mina4 °C.
Surnageant
(Extrait brut)
» Congélation a -80°C /24h
» Lyophilisation
Lyophilisat

(Extrait agueux sec)

Figure 18 : Schéma récapitulatif de 1’extraction aqueuse de Malva sylvestris L.

> Rendement de Pextraction

Le rendement désigne la masse de 1’extrait déterminée aprées lyophilisation, et exprimé en

pourcentage (%) par rapport a la masse initiale de la poudre soumise a I’extraction.
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Il est calculé suivant la formule présentée ci-dessous :

R (%) = [M / Mg] X 100

R (%) : rendement exprimé en %

M : masse en gramme de 1’extrait sec obtenu

Mo : masse en gramme de la poudre végetale utilisée (20g)
2.3. Dosage des polyphénols totaux (PPT)

Dans le but d’évaluer quantitativement le contenu en composés phénoliques de 1’extrait
de Malva sylvestris, un dosage des PPT par la méthode colorimétrique au Folin-Ciocalteu mise
au point par SINGLETON et ROSSI en 1965 a été réalisé.

Un volume de 200 ul de I’extrait ou d’acide gallique a été préparé a une concentration
de 100 pg/ml puis additionné de 1 ml du réactif de Folin-Ciocalteu (dilué au dixieme). Aprés 4
minutes, 800ul de la solution de carbonate de sodium Na>Coz (75 mg/ml) sont ajoutées afin de
stabiliser la réaction. Apres agitation, le mélange réactionnel est incubé pendant 45 min a
température ambiante et a I’obscurité. Une fois I’incubation arrivée a son terme, une lecture des

densités optiques (DO) est effectuée a 760 nm.

Le protocole que nous avons appliqué est basé sur la réduction en milieu alcalin des
constituants du réactif de Folin, qui sont un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide
phosphomolybdique. Ces derniers sont réduits lors de I’oxydation des composés phénoliques,
en mélange d’oxyde bleu de tungsteéne et de molybdene (BOIZOT et CHARPENTIER, 2006).
Cela donne au mélange une couleur bleue dont I’intensité de la couleur est proportionnelle a la
quantité de polyphénols présents dans 1’échantillon analysé. L’absorbance est mesurée a 760

nm.

Les valeurs des concentrations sont déduites par extrapolation a partir de la droite de la
courbe d’étalonnage établie a 1’aide de la solution de référence d’acide gallique a des
concentrations allant de 10 a 100 pg/ml. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent

d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g).

La solution mére de 1’échantillon a doser ainsi que la gamme étalon sont préparées le

méme jour et dans les mémes conditions opératoires.
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La figure 19 récapitule les différentes étapes du protocole appliqué pour le dosage des

polyphénols totaux :

200 pl d’extrait ou
d’acide gallique a
100 pg/mi

1 ml réactif de Folin-

T D << Ciocalteu dilué au

1/10 eme

100 pg/mi

Aprés 4 min

800 pl de Na2Cos
a 75 pg/mi

J

Incubation 45 mina T°
ambiante + obscurité

J

Lecture des DO a 760 nm

Figure 19 : Schéma récapitulatif du protocole de dosage des polyphénols totaux.

2.4. Evaluation de P’activité anti-inflammatoire

Afin d’évaluer I’activité anti inflammatoire de 1’extrait végétal, nous avons appliqué le

test d’inhibition de la dénaturation thermique des protéines décrit par KARTHIK et al. (2013).

Pour cela, une gamme de concentrations de I’extrait aqueux, allant de 3.9 a 500 pg/ml

est réalisée. 1ml de chaque dilution est ajouté & 1 ml de la solution d’ovalbumine a 0.2 %

préparée dans du PBS (& pH 6.4, NaCl 0.9%). Le mélange est ensuite incubé a 72°C pendant 5

34



Chapitre | Matériel et méthodes

min. A la fin de I’incubation, et aprés 1’avoir vortexé, le mélange est refroidi rapidement, puis

son absorbance est mesurée a 660nm.

Dans ce test, I’aspirine a été utilisée comme anti-inflammatoire de référence.
L’évaluation de son activité anti-inflammatoire a été effectuée dans les mémes conditions

operatoires que celles appliquées a I’échantillon.

Les résultats enregistrés sont exprimés en pourcentage d’inhibition de la dénaturation
thermique de I’ovalbumine (Ova), sont calculés en utilisant I’équation ci-dessous, en se référant

a un contréle positif exempte d’extrait végétal.

[ Protection (%) = 100- (Do échantillon/Do du contr6le) X 100 }

1 ml d’extrait ou d’aspirine (3.9 1 ml de solution d’ovalbumine
a 500 pg/ml) a 0,2 % (dans du PBS).

y

Incubation a 72 ° C pendant 5 min

Lecture des DO a 660 nm

Figure 20 : Protocole récapitulatif du test de la dénaturation thermique des protéines.
2.5. Evaluation de I’activité anti-hémolytique de Malva sylvestris

L’étude de la protection de la membrane érythrocytaire présente un interét crucial dans

le traitement de certaines pathologies hémolytiques.

L’objectif de cette étude est I’évaluation de la capacité de I’extrait aqueux de Malva

sylvestris a empécher I’hémolyse des globules rouges humais (GRh), induite d’une part par un

e —
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stress osmotique et thermique. L’utilisation des globules rouges est motivée par le fait qu’ils
soient admis comme modele cellulaire en recherche scientifique et qu’ils partagent des
similitudes avec d'autres membranes cellulaires, notamment celle du lysosome (SHOBANA et
VIDHYA, 2016).

L’exposition des érythrocytes a une concentration saline hypotonique et a la chaleur
conduit a la rupture de leurs membranes avec libération de leur contenu cytoplasmique
(hémoglobine). L'intensité de I'némolyse est estimée par la mesure de l'absorbance de

I'hnémoglobine libérée.
> Préparation de la suspension érythrocytaire

Le sang utilise pour préparer les suspensions sanguines a été préleveé sur des sujets sains
au niveau de 1’hopital NEDIR Mohamed de Tizi-Ouzou. Une fois collecté dans des tubes
héparinés, ceux-ci sont achemineés au laboratoire dans une glaciére a 4°C ou ils sont centrifugés
a 2000 rpm pendant 10 min a 4°C pour séparer les érythrocytes des autres éléments constitutifs
du sang. Apres avoir retiré le plasma, le culot érythrocytaire est lavé trois fois successives avec
du tampon phosphate salin (PBS) (pH 7.5 ; 0.9 % NaCl).

2.5.1. Test de ’innocuité de I’extrait vis-a-vis des cellules erythrocytaires

Avant de s’intéresser aux propriétés de stabilisation membranaire de I’extrait nous
devons étudier son innocuité vis-a-vis des cellules érythrocytaires. Pour cela, une gamme de
concentrations de I’extrait aqueux allant de 18.75 a 1200 pg/ml a été préparée dans un tampon
phosphate (pH 7.4 ; 0.9% NaCl) a un hématocrite de 2%. Le mélange a été incubé pendant 10
min & température ambiante, puis centrifugé a 2000 rpm a 4° C pour enfin lire I’absorbance du

surnageant a 540 nm.

Dans cette partie, la saponine, hémolytique de référence, a une concentration de 1200
pg/ml (témoin positif induisant 100 % d’hémolyse), a été utilisée pour déterminer le
pourcentage de protection. L’évaluation de I’activité hémolytique de ces derniers a été effectuée
sous les mémes conditions opératoires. De plus, un tube sans traitement (témoin négatif
induisant une hémolyse naturelle) a été préparé. Ainsi les pourcentages d’hémolyses de chacune

des concentrations utilisées sont calculés suivant 1’équation ci-dessous.
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[ Pourcentage d’hémolyse (%) = [Doe- Doc./ Doc+] X 100 1

Dok : Densité optique de 1’échantillon
Doc.: Densité du contrble négatif

Doc+ : Densité du contréle positif.

La figure 20 représente un schéma récapitulatif des étapes suivies :

3 ml d’échantillon/ Saponine
(18.75 a 1200pg/ml) (PBS 0.9% de NacCl)

(Hématocrite a 2 %)

Incubation 10 min a T° ambiante

Centrifugation 2000

rpm /10 min a 4°C

Lecture les DO a 540 nm

Figure 21 : Schéma récapitulatif du test d’innocuité de 1’extrait.
2.5.2. Effet protecteur de I’extrait vis-a-vis d’un stress osmotique

L'exposition de I’érythrocyte a un stress hypotonique aboutit a la lyse de sa membrane
qui s’accompagne par le relargage de I'hnémoglobine. Le test qui suit apprécie I’effet protecteur
de Malva sylvestris vis-a-vis des cellules érythrocytaires ayant subi ce stress et cela par le suivi

par spectrophotométrie de I’hémoglobine libérée.
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Dans ce volet de notre étude, nous avons appliqué le protocole de FREITAS et al. (2008)
qui consiste a générer un stress osmotique par une variation des concentrations en NaCl,
utilisées allant de 0.3%, 0.5%, 0.7 % et 0.9 %.

1 ml de la suspension érythrocytaire a 2 % est mélangé a 1 ml de tampon phosphate (pH
7.4) a concentrations variables en NaCl citées precédemment, ou chacune est combinée a des
concentrations variables de I’extrait (18.75, 37.5, 75,150, 300, 600 et 1200 pg/ml).

Le mélange est incubé 30 min a 37 °C sous agitation douce puis centrifugé a 2000 rpm

pendant 10 min a 4° C.

L’absorbance du surnageant est mesurée a 540 nm et le pourcentage d’inhibition de

I’hémolyse est calculé par I’équation suivante :

[ Inhibition de I’hémolyse (%) = (Dol - Do2/Do1l) x 100 }

Dol= Densité optiqgue de la solution hypotonique de globules rouges sans 1’extrait

Do2 = Densité optique de la solution hypotonique de globules rouges avec I’extrait

1 ml extrait (18,75 a 1200 pg/ml) dans + 1 ml solution
PBS (NaCl 0.3, 0.5, 0.7 et 0.9 %) érythrocytaire a 2 %

Incubation 30 mina 37°C

Centrifugation a 2000 rpm a 4° C pendant
10 min

Absorbances a 540 nm

Figure 22 : Schéma récapitulatif des étapes de 1’hémolyse induite par des solutions
hypotoniques.
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2.5.3. Effet protecteur de I’extrait vis-a-vis d’un stress thermique

L’¢valuation de ’activité protectrice de I’extrait vis-a-vis de I’hémolyse induite par un
stress thermique est réalisée in vitro par la méthode spectrophotométrique décrite par SAKAT
et al. (2010).

Iml dextrait a différentes concentrations (18.75 a 1200 pg/ml) dissoutes dans un
tampon phosphate (pH 7.4 ; NaCl 0.9 %) est mélangé avec 1 ml de globules rouges (RBC)
(2%).

Le mélange réactionnel est incubé dans un bain-marie a 56°C pendant 30 minutes.

Aprés incubation, les tubes sont immédiatement refroidis a l'eau de robinet, puis

centrifugés pendant 10 minutes a 4°C et lI'absorbance du surnageant est estimée a 540 nm.

La détermination du pourcentage de protection s’est faite en utilisant I’aspirine comme
anti-hémolytique de référence. L’évaluation de 1’activité anti-hémolytique de 1’aspirine a été
effectuée dans les mémes conditions opératoires que celles utilisées pour I’échantillon de

plante.

Parall¢lement, un control positif a été réalisé en remplagant 1’eau physiologique par 1 ml d’eau

distillée provoquant ainsi une hémolyse totale (100 %).

Le pourcentage de protection contre I'némolyse induite par la chaleur est calculé en

utilisant 1’équation suivante :

[ Protection (%)= 100- (Do échantillon/Do contréle) x 100 }

La figure 23 récapitule des différentes étapes suivies lors de la réalisation de ce test.
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1ml d’hématocrite a 2% + 1ml extrait aqueux/
Aspirine a concentrations (18.75 a 1200 pg/ml)

Incubation a 56°C /30 min

Centrifugation 10 min
2000 rpm a 4°C

Refroidissement et lecture des
DO a 540 nm

Figure 23 : Schéma récapitulatif des étapes du test de protection vis-a-vis d’un stress thermique.
3. Evaluation statistique des résultats

Tous les résultats sont exprimés en moyennes + I’erreur standard de la moyenne (M
+S.E.M). Pour le test anti-inflammatoire et celui de la stabilité membranaire du globule rouge
vis-a-vis d’un stress thermique, 1’analyse statistique a été effectuée en utilisant le logiciel

STATISTICA par I’analyse de la variance par (ANOVA).
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1. Le rendement

L’extraction aqueuse nous a permis d’extraire des molécules a haute valeur biologique.
Ces dernicres se trouvent dissoutes dans le solvant d’extraction (eau) et sont récupérées par

lyophilisation.

Le rendement correspond a la masse d’extrait apres lyophilisation. 1l se rapporte a la
masse initiale de I’échantillon soumis a 1’extraction et est exprimé en pourcentage. Dans notre
travail ce dernier a été déterminé & 13.67 %, ce taux est éleve par rapport a celui rapporté par
BEGHDAD et al. (2014) (5%), par contre il reste relativement proche de celui rapporté par
MEZITI (2018) sur I’extrait aqueux de Malva parviflora (19%).

2. Teneur en polyphénols totaux (PPT)

La teneur en PPT de I’extrait aqueux de Malva sylvestris est déterminée par dosage
colorimétrique au Folin-Ciocalteu par la méthode de SINGLETON et ROSSI (1965).

Ce réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide
phosphomolybdique. 11 est réduit, lors de ’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes de
tungsténe et de molybdene de couleur bleue (RIBEREAU-GAYON, 1968).

L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de PTT présents dans 1’extrait

végétal, et est mesurée par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 760 nm.

La courbe d’étalonnage présentée ci-dessous, représente la variation de 1’absorbance de
I’acide gallique (AG) en fonction de sa concentration. En plus de sa sensibilité, le protocole est
reproductif puisque 1’absorbance est étroitement corrélée a la concentration de 1’acide gallique

utilisée dans la gamme étalon, R?=0.9982.
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y =0,0078x
0,8 - R?=0,9982

Absorbance

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Concentration (pg/ml)

Figure 24 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

L’extrait aqueux de feuilles de M. sylvestris est caractérisé par une teneur en polyphénols
totaux de 153.02+ 2.88 mg EAG/g MS. Celle-ci est relativement supérieure a celle rapportée
par BEGHDAD et al. (2014) (24.123+0.718 mg EAG/g MS). La teneur ainsi que la composition
des extrais végétaux en ces composes phénoliques sont étroitement liées a la diversité des

activités biologiques exprimées par les extraits végétaux (CABRAL et al., 2012).
2. Activité anti-inflammatoire

L’activité anti inflammatoire de la grande mauve a été déterminée par la méthode

d’inhibition de la dénaturation thermique des protéines, décrite par KARTHIK et al. (2013).

La figure 25 représente la variation du pourcentage de protection vis-a-vis de la
dénaturation thermique de 1’ovalbumine en fonction des différentes concentrations en extrait.
Ces résultats sont compares a ceux enregistrés pour 1’aspirine, considérée dans ce test comme

molécule de référence.

Les résultats que nous avons enregistrés montrent que [’aspirine exprime des
pourcentages de protection allant de 37.35 & 92.95 % a des concentrations variant de 3.9 a 500
ug/ml. Comparativement, les valeurs de protection pour I’extrait aux mémes concentrations

restent relativement proches et varient de 24.85+.098 a 80.88+1.91%.
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L’étude statistique a révélé une différence trés hautement significative entre les deux

agents anti-inflammatoires pour toutes les concentrations considérées (P-value=0.00000).

Par rapport aux travaux de MOUALEK et al. (2016) sur Arbutus unedo avec un
pourcentage de protection de 74.28+0.86 % a 500 pg/ml, notre extrait présente une protection

relativement supérieure.

Ces résultats sont comparables a ceux de HABIBUR et al. (2015) pour I’extrait d 'Oryza
sativa ou il a enregistré une protection de I’ordre de 84.15%. Cependant, notre extrait présente
une protection relativement supérieure par rapport a celle rapportée par KALAVANI et al.,
(2016) pour I’extrait de Pithecellobium dulce (62.80 %).

D’apreés ces résultats, 1’extrait aqueux de M.sylvestris contribuerait a I’inhibition de la
dénaturation des protéines. Il serait donc capable d’inhiber la production d’auto- antigenes
protéiques induisant une réponse immunitaire et participant ainsi a I’entretien de I’inflammation
ce qui a pour incidence de nombreuses maladies inflammatoires notamment la polyarthrite
rhumatoide (SHARMA et al., 2011 ; HABIBUR et al., 2015).

La figure 25 illustre le taux de protection contre la dénaturation thermique de

I’ovalbumine en présence de 1’aspirine et de I’extrait aqueux de Malva sylvestris L.
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Figure 25 : Taux de protection contre la dénaturation thermique de 1’ovalbumine en

présence de 1’aspirine et de 1’extrait aqueux de Malva sylvestris L.
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3. Activité anti-hémolytique

3.1. Innocuité de I’extrait vis-a-vis de la cellule érythrocytaire

Les taux d’hémolyse obtenus aprés incubation des érythrocytes en présence d’extrait
végétal sont calculés en référence a un témoin positif (GR avec de la saponine) et a un témoin

négatif (GR sans traitement). Ces resultats sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau VI1 : Pourcentage d’hémolyse en fonction de la concentration d’extrait de feuilles de

Malva sylvestris L.

Concentration de I’extrait végétal (ng /ml) Hémolyse (%0)
37.5 0.98 +0.29
75 1.75+ 0.26
150 1.98 +0.48
300 2.61 +0.64
600 3.10£ 0.25
1200 10.01+1.26

Ces résultats indiquent que l'extrait de plante présente une activité hémolytique
modérée, allant de 0.98+0.29% a 10.01+1.26%. La lyse des érythrocytes est proportionnelle a
l'augmentation de la concentration d'extrait. Dans les travaux de GANGWAR et al. (2014) sur
I’extrait de Mallotus philippenensis, nous retrouvons une hémolyse de 14% a la concentration
de 100 pg /ml, ce taux est considéré comme non hémolytique et cet effet protecteur pourrait

étre attribué aux composes phénoliques, cependant le mécanisme reste non élucidé.

Selon BONARSKA-KUJAWA et al. (2011), les composés phénoliques s’incorporent
dans la couche hydrophile externe et n’ont aucun effet sur la fluidité de la partie hydrophobe.
Ainsi 1’action protectrice des ces composés en ce qui concerne les membranes biologiques

dépend du taux d’incorporation dans la partie hydrophile de cette derniere.

L’incorporation des composés phénoliques de ’extrait dans la partie hydrophile de la
membrane semble constituer un bouclier protecteur de la cellule vis-a-vis des substances

agressives exogenes, tels que les radicaux libres (LOUERRED et al., 2016).
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4.2. Effet protecteur de I’extrait vis-a-vis d’un stress osmotique

Un milieu hypotonique est un milieu dont la pression osmotique est plus faible que la
pression intracellulaire ; ce déséquilibre induit une diffusion de I’cau vers I'intérieur de la cellule

(milieu hypertonique) a travers la membrane.

L'entrée massive d'eau dans I'hématie entraine son gonflement puis son éclatement et la
libération de son contenu cytoplasmique notamment [’hémoglobine c’est le phénoméne

d’hémolyse. Ce dernier est observé a des concentrations en NaCl inférieures a 0.9%.

L’influence de I’extrait de Malva sylvestris sur la lyse osmotique des hématies est
déterminée en mesurant I’inhibition de I’hémolyse a des concentrations croissantes de solutions

salines.

Les résultats obtenus dans ce volet sont présentés dans la figure 26 et expriment le
pourcentage de protection vis-a-vis de 1’hémolyse induite par hypotonicité en fonction des

concentrations en extrait.

Nous notons une croissance proportionnelle entre la concentration en extrait et le

pourcentage de protection pour toutes les concentrations salines utilisées.

L’effet protecteur maximal est enregistré a une concentration de 1200pug/ml. Ce dernier
est respectivement de 79.57+0.43% ; 80.48 +1.64% ; 60.3 +2.71% et 66.12+1.54% pour les
concentrations en NaCl suivantes 0.3% ; 0.5% ; 0.7% et 0.9%. Ces données indiquent un effet
protecteur relativement important de 1’extrait vis-a-vis de I’hémolyse induite par les solutions

hypotonigues aux concentrations de 0.3 et 0.5% en NaCl.

Ces résultats sont comparables a ceux enregistrés par MOUALEK et al (2016) sur
I’extrait aqueux d’Arbutus unedo, avec des pourcentages de protection qui sont respectivement
de 46.15, 79.53, 70.78, 71.95 et 76.46 % aux concentrations de 0.1, 0.3, 0.5, 0.7 et 0.9 % de
NaCl.

Dans le méme axe, 1’étude de IRATNI et al. (2015) sur I’extrait aqueux de Pistacia
lentiscus ne montre un effet protecteur des hématies qu’a une concentration en extrait de

3mg/ml. Alors que dans notre étude la concentration minimale effective est de 18.75 pg/ml.
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Figure 26 : Pourcentage de protection des hématies vis-a-vis du stress osmotique en fonction

des différentes concentrations en extrait de M.sylvestris.

Il a été démontré que I’incorporation des composé€s phénoliques notamment les
flavonoides dans la membrane des érythrocytes améliore la stabilité de ces derniéres contre la
lyse hypotonique. Cette propriété peut s’expliquer par 1’augmentation du rapport volume/
surface des cellules qui pourrait étre obtenu soit par I’expansion de la membrane ou le
rétrécissement de la cellule. De plus, la déformabilité et le volume cellulaire des érythrocytes
sont étroitement liés au contenu intracellulaire en calcium. Par conséquent, nous pouvons
penser que l'effet protecteur de 1’extrait serait d0 a la capacité de ce dernier a modifier I'afflux
de calcium dans les érythrocytes (CHOPADE et al., 2012).

4.3. Effet protecteur de I’extrait vis-a-vis d’un stress thermique

L’effet stabilisant de 1’extrait aqueux de la plante étudiée face a la lyse érythrocytaire
induite par la chaleur est illustré dans la figure 26. Ces résultats sont exprimés en pourcentage
de protection par rapport a la concentration en extrait végétal utilisé et comparés au standard

(I’aspirine).
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Pour des concentrations allant de 18.75 a 1200 pg/ml I’extrait a montré une activité
anti -hémolytique significative et dose dépendante, avec des pourcentages de protection allant
de (33.07+2.23 4 95.25+2.00 %). Ces données sont nettement supérieures a celles de 1’aspirine
(24.48 3 62.97 %).

L’étude statistique a révélé une différence hautement significative entre les deux agents

anti-inflammatoires pour toutes les concentrations considérées avec une P-value=0.0000.

Cette efficacité a été aussi retrouvée par MOUALEK et al. (2016) pour I’extrait aqueux
d’Arbutus unedo (79.66+1.92%). Contrairement aux travaux de SHARMA et al. (2011) sur

I’extrait de Operculina turpethum, qui rapportent un pourcentage de protection de 42.86%.

D’aprés GERSHFELD et MURAYAMA (1988) les érythrocytes exposes a des
températures relativement élevées, se déforment progressivement pour devenir sphériques.

Ainsi la perturbation de leurs membranes diminue leur capacité a résister a ’hémolyse.

L’effet protecteur contre la lyse érythrocytaire induite par la chaleur peut s’expliquer
par I’interaction de I’extrait avec les protéines membranaires inhibant ainsi leur dénaturation

(LEPOCK et al., 1989).

De plus, les polyphénols retarderaient la solubilisation et inhiberaient 1’oxydation de la
trame lipidique. Ajouté a cela la résistance membranaire se trouve étre proportionnelle au taux

d’incorporation des polyphénols.
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Figure 27 : Pourcentage de protection des hématies vis-a-vis de la lyse induite par un stress

thermique en présence des différentes concentrations d’aspirine et d’extrait.

Les lysosomes sont des organites cellulaires, présents dans le cytosol de toutes les
cellules eucaryotes animales a I’exception des hématies. Ils ont pour fonction d’effectuer la
digestion intracellulaire grace a une quarantaine d’enzymes (lipases, protéases, nucléases,
glycosidases, phosphatases, sulfatases), dont le relargage est impliqué dans le processus
inflammatoire.

Vu les similitudes existant entre la membrane érythrocytaire et la membrane
lysosomale, 1’effet de 1’extrait sur la stabilisation des hématies pourrait étre extrapolé a la
stabilisation de la membrane lysosomale. Cette stabilisation est importante pour limiter la
réponse inflammatoire en empéchant la libération des constituants lysosomaux (KUMAR et al.,
2011).

Selon VIDHYA et al. (2016), I’activité anti-hemolytique des extraits végétaux serait
probablement due a leur effet inhibiteur sur les enzymes impliquées dans la production des

médiateurs chimiques de I'inflammation ainsi que sur le métabolisme de l'acide arachidonique.

Certains polyphénols se fixent sur les protéines membranaires induisant un changement de leur
conformation (CHAUDHURI et al., 2007). D’autres se lient a la PLA2 par desinteractions
hydrophobes avec trois acides aminés du site actif de I’enzyme (DA SILVA et al., 2008).
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Conclusion

L’¢étude des activités biologiques des plantes médicinales a augmenté considérablement
ces dernieres années et cela dans divers pays notamment en Algérie. Ce regain d’intérét montre
que les molécules isolées a partir des plantes médicinales sont prometteuses et intéressantes en

thérapie alternative ou comme model pour la synthése de nouvelles substances bioactives.

L’objectif assigné a cette étude est I’évaluation de 1’activité anti-inflammatoire et anti-
hémolytique de I’extrait aqueux des feuilles de Malva sylvestris L. utilisée en médecine

traditionnelle pour le traitement de plusieurs maladies.

Pour se faire, dans un premier temps, un dosage des polyphénols totaux par la méthode
colorimétrique au réactif de Folin-Ciocalteu a été effectué. Celui-ci a montré que 1’extrait
aqueux de la grande mauve contient une teneur importante en ces métabolites bioactifs, évalués
a un taux de 153.02+ 2.88 mg EAG/g de matiére séche.

En ce qui concerne ’activité anti-inflammatoire, celle-ci a été évaluée par deux tests :
Le premier étant I’inhibition de la dénaturation thermique de 1’ovalbumine qui a été estimée a
un pourcentage de 80.88+1.91% a 500 pg/ml et le deuxiéme est la stabilisation de la membrane
érythrocytaire vis-a-vis de la chaleur ou nous avons enregistré des pourcentages de protection
variant entre 33.07+2.23 et 95.25+2.00%.

Dans un second volet de notre étude, nous avons testé la cytotoxicité de notre extrait sur
la base d’un model cellulaire érythrocytaire. La sensibilité érythrocytaire a été relevée a
différentes concentrations en extrait. Cette étude a montré que 1’extrait de plante ne provoque

qu’une hémolyse modérée avec des pourcentages compris entre 0.98 a 10.01%.

Pour ce qui est de I’activité anti-hémolytique, les résultats montrent que I’extrait
possede un effet protecteur relativement important vis-a-vis de I’hémolyse induite par un stress
hypotonique (80.48 +1.64% a une concentration en NaCl de 0.5%) et thermique (95.25%). Nous
pouvons dire ainsi que 1’extrait exprime un effet stabilisateur de la membrane du globule rouge
et pourrait donc aussi avoir le méme potentiel vis-a-vis de la membrane lysosomale dont le

contenu est reputé pour étre implique dans 1’inflammation.

En perspectives, des études complémentaires sont nécessaires pour comprendre les
mécanismes moléculaires et cellulaires de ces effets anti-inflammatoires et anti-hémolytiques.
Ces ¢tudes doivent étre orientées vers 1’identification qualitative et quantitative des composés
phénoliques présents dans cet extrait par des techniques analytiques plus performantes telles

que la HPLC et la Chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse.
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Annexes
Annexe | :

Préparation des solutions de travail :

» Solution de PBS : Préparée en melangeant progressivement 0.26 g de NaH2PO4 avec
2.17 g de Na2HPOg4 et 8.17 g de NaCl dans 1litre de H20, jusqu’a I’obtention d’un pH
de 7.4.

» Solutions a différentes concentrations de NaCl :0.9 % de NaCl (0.9 % g de NaCl dans
100 ml de PBS a pH 7.4), 0.7 % de NaCl (0.7 % g de NaCl dans 100 ml de PBS), 0.5
% de NaCl (0.5 % g de NaCl dans 100 ml de PBS) et 0.3 % de NaCl (0.3 g de NaCl
dans 100 ml de PBS).

» Solution d’aspirine : 0.05 g d’aspirine dans 100 ml de PBS a pH 7.4 et 0,9 % de NaCl.

» Solution d’ovalbumine : 0.05 g d’ovalbumine dans 100 ml de PBS a pH 7.4 et 0,9 %
de NaCl.

» Solution de saponine : 0.12 g d’ovalbumine dans 100 ml de PBS a pH 7.4 et 0,9 % de
NaCl.

Annexe Il : Résultats de I’analyse statistique du test de protection de I’extrait vis-a-vis de
I’inflammation

Les résultats statistiques ont obtenus par le test d’ANOVA a un facteur :

Concentration 1 : 3.9 pg/ml.

SC  |Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine EB[M.EMD! 1) 5504.940| 9306,949 0000000
asp et extr 234 453 10 234 488| 375,949 0000042
Erreur 2495 4 0.624
Concentration 2 : 7.81 pg/ml.
s5C Degr. de MC F p
Effet Liberte
ord. origine 8?85.251_ 1 8765,267 | 21127.16| 0000000
asp et extrd | 353 250 10 353,250 849,51 0,000003
Erreur 1,663 4 0,416




Concentration 3: 15.62 pg/ml.

SC  |Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 10342 471 1/ 10942 47| 13024 80| 0,000000
asp et extr3 187,06 1 1&7.06| 22266/ 0000117
Erreur 3,36 4 0,84

Concentration 4 : 31.25 pg/ml.

JT

sSC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 1?32?.52! 117327 ,62 133266.0( 0000000
asp et extrd 169,21 1 169,21 1201,4| 0,000004
Erreur 0,52 4 0,13

Concentration 5: 62.5 pg/ml.

S5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine IEE?‘JE.EB_ 1| 22745 68 3685501 0000000
asp et extrs 4314 1 4314 699 0 0.000012
Erreur 0.25 4 0.06

Concentration 6 : 125 pg/ml.

s5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine |2=1?'EJI3.“IF_ 124796 17 29726.07 0.000000
asp et extrb 76.73 2 37,67 45 39| 0,005721
Erreur 250 3 0,83
Concentration 7: 250 pg/ml.
sC Degr. de MC F p
—ffat Liberté
ord. origine |3Ei142.99_ 1) 36142,99) 84086.21 0.000000
asp et extr/ 285 34 1 2085 34 629 04| 0.000015
Erreur 1,81 4 0,45
Concentration 8 : 500 pg/ml.
sSC Degr. de MC F p
Effet Liberte
ord. origine 45329.48. 1145329 48 2345059 0,000000
asp et extrs 218 48 1 218 48 113,03 0,000443
Erreur 7,73 4 1,93




Annexe 3: Résultats de I’analyse statistique du test de I’effet du stress thermique sur

hémolyse

Concentration 1 : 18.75 pg/ml.

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 4955 858 1 4955 858 873, 14158 0,000008
asp et ext 57.493 1 7493 101232 0,033481
Erreur 22 717 4 5,679
Concentration 2 : 37.5 pg/ml.
sSC Degr. de MC F p
Effat Liberté
ord. origine | 9872 872 1/ 9872,672 2099,805 0,000001
asp et ext 859.709 1| 859,709 182847 0000173
Erreur 168,807 4 4. 702
Concentration 3 : 75 pg/ml.
5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine ’IE?H.EE! 10 18711.65) 1936.160| 0.000002
asp et ext 1860 64 11 186064 192728 0.000156
Erreur 38,62 4 9,65
Concentration 4 : 150 pg/ml
SC Degr. de MC F p
Effet Liberte
ord. origine |21538.HE! 1| 21538,36) 13148,20 0,000000
asp et ext 233295 1| 233295 1424 16 0,000003
Erreur 6.55 4 1,64
Concentration 5 : 300 pg/ml.
sC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine |25343.24_ 1| 2634324 10080.85 0,000000
asp et ext 2908.75 1) 290875 115702 0.000004
Erreur 10,06 4 2,51




Concentration 6 : 600 pg/ml.

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 2716454 1) 27164 ,64 | 1453 423 0,000003
asp et ext 193117 10 193117 103,325 0.000528
Erreur 74,76 4 15,69

Concentration 7 : 1200 pg/ml.

5C Degr. de MC F p

Effet Liberté

ord. origine 35458.9[3_ 1| 36458 90| 1281166 0.000000
asp et ext 2026.80 1 2026800 732,30 0.000011
Erreur 11.07 4 207
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