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Résumé

Notre étude théorique porte sur l'activité antioxydante et anti-inflammatoire de la plante Inula
viscosa, afin d'explorer les composants et les propriétes bénéfiques de cette plante en termes de

protection contre les dommages oxydatifs et I'inflammation.

De part, les extraits d'Inula viscosa ont démontré une activité anti-inflammatoire importante,
attribuable a la présence de composes bioactifs tels que les polyphénols, les flavonoides et les
tanins condensés. Ces composes ont la capacité de neutraliser les radicaux libres, d'inhiber les
enzymes pro-inflammatoires et de réguler les voies de signalisation impliquées dans

I'inflammation.

Selon les études, I'Inula viscosa présente une richesse en polyphénols, tanins et flavonoides
modérés, ainsi que des glucosides, surtout dans les extraits méthanolique et aqueux. Une
concentration élevée de polyphénols totaux, particulierement dans les feuilles, est confirmée
par des autres études ; d’autre part les études suggerent que I'Inula viscosa (IVAE) posséde des
propriétés anti-inflammatoires potentielles en réduisant la production de NO, en modulant
'expression de 1'"NOS et en atténuant I'cedéme dans un modele murin d'inflammation induite
par la carraghénane. Cependant, les effets sont plus marqués a une concentration de 100 pg/ml
d'IVAE. Ces résultats indiquent un potentiel thérapeutique de I'I'VAE dans la modulation de la

réponse inflammatoire.

Ces résultats renforcent le potentiel de I'Inula viscosa comme source naturelle de composés
bénéfiques pour des applications médicinales et nutraceutiques variées et pourrait étre utilisee

comme une source naturelle d'antioxydants et d'agents anti-inflammatoires.

Mots clés : Inula viscosa .L — métabolites secondaires — huiles essentielles — méthodes

d’évaluation - activités antioxydantes — activités anti-inflammatoires.



Abstract

Our theoretical study focuses on the antioxidant and anti-inflammatory activity of the plant
Inula viscosa, aiming to explore its components and beneficial properties in terms of protection

against oxidative damage and inflammation.

Moreover, Inula viscosa extracts have demonstrated significant anti-inflammatory activity,
attributable to the presence of bioactive compounds such as polyphenols, flavonoids, and
condensed tannins. These compounds have the ability to neutralize free radicals, inhibit pro-

inflammatory enzymes, and regulate signaling pathways involved in inflammation.

According to the studies, Inula viscosa is rich in moderate levels of polyphenols, tannins,
flavonoids, and glucosides, particularly in methanolic and aqueous extracts. A high
concentration of total polyphenols, especially in the leaves, is confirmed by other studies.
Additionally, studies suggest that Inula viscosa aqueous extract (IVAE) has potential anti-
inflammatory properties by reducing NO production, modulating INOS expression, and
attenuating edema in a murine model of carrageenan-induced inflammation. However, the
effects are more pronounced at a concentration of 100 pug/ml of IVAE. These results indicate a

therapeutic potential of IVAE in modulating the inflammatory response.

These findings reinforce the potential of Inula viscosa as a natural source of beneficial
compounds for various medicinal and nutraceutical applications and could be utilized as a

natural source of antioxidants and anti-inflammatory agents.

Keywords: Inula viscosa L., secondary metabolites, essential oils, evaluation methods,

antioxidant activity, anti-inflammatory activity.
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Introduction

Introduction

En Algérie, la diversité des plantes est remarquable et s'accompagne d'une longue tradition
d'utilisation de ces végetaux. Il est donc essentiel d'explorer cette richesse botanique pour

découvrir de nouvelles molécules, en nous appuyant sur des connaissances ethnobotaniques.

Parmi les plantes médicinales importantes en Algérie, nous trouvons I'espéce Inula viscosa (L)
ou Dittrichia viscosa L, une plante vivace au parfum aromatique, dotée de glandes et d'une
texture visqueuse. Elle est utilisée depuis longtemps pour soulager et traiter divers maux. C'est
la raison pour laquelle nous avons choisi d'étudier I'Inula viscosa spécifique a I'Algérie. (Haoui
et al., 2015)

Elle se caractérise par:

Les Feuilles sont alternées, allongées et lancéolées, 3 a 7 cm de long, 6 a 12 mm de large
devenant plus petites vers le haut, parfois a dents écartées. Elles dégagent une forte odeur

caractéristique.

Les inflorescences sont longuement paniculées, nombreuses, capitules de 1.5 cm de large, fleurs
ligulées jaunes, 10-12 mm de long Elles se montrent depuis la fin du mois d'ao(t et persistent

jusqu'au début du mois d'octobre.

Les figes sont dressées simples ou ramifiés, lignifiées a la base Elles sont densément feuilles
(Topakci, 2016).

Elle est originaire du bassin méditerranéen, distribuée largement dans le Sud d’Espagne, le
Nord de I’ Afrique et du Moyen Orient (Wang et al., 2004).

D’apres Fournier (1947), la systématique d’Inula viscosa L. est la suivante :
Régne : Plantae

Embranchement : Spermaphytes

Sous-Embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotyledones

Sous Classe : Astéridées

Ordre : Astérales.
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Famille : Astéracées.

Genre : Inula

Espéce : Inula viscosa L.

Dont le synonyme est Magramen.

Les maladies chronigues constituent un probléme croissant pour la santé publique, nécessitant
une approche globale de la prévention et du traitement. Dans ce contexte, il est primordial
d'explorer de nouvelles sources thérapeutiques naturelles. Inula viscosa présente des propriétés
remarquables en termes d'activité antioxydante et anti-inflammatoire, qui pourraient jouer un
réle clé dans la prévention et le traitement de maladies chroniques telles que les maladies
cardiovasculaires, le diabéte de type 2, le cancer et les maladies neurodégénératives, souvent
associées a un stress oxydatif et a une inflammation chronique dans I'organisme (Lounis et al.,
2018).

Les antioxydants sont des substances présentes dans les aliments, tels que les fruits, les [égumes,
les noix et les graines, ainsi que dans certains compléments alimentaires. Ils neutralisent les
radicaux libres, réduisant ainsi les dommages causés par le stress oxydatif. En intégrant
régulierement des aliments riches en antioxydants dans notre alimentation, nous renforgons

notre systeme de défense antioxydante naturel (Zhang et al., 2015).

Parallelement, I'activité anti-inflammatoire revét une importance tout aussi cruciale.
L'inflammation chronique est un facteur clé dans le développement des maladies chroniques.
Les aliments riches en composés anti-inflammatoires, tels que les acides gras oméga-3 présents
dans les poissons gras, les légumes a feuilles vertes foncées et les épices comme le curcuma,

peuvent réduire I'inflammation dans I'organisme (Shin et al., 2020).
Notre étude est basée sur les objectifs suivants :

e Unscreening phytochimique dans le but d'identifier les métabolites secondaires présents
dans la plante.

o Identifier les differents propriétés antioxydants et anti inflammatoires de 1’espece inula
viscosa puis étudier leur mécanismes d’actions.

e Evaluer les résultats obtenus par cette étude.
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Chapitre 1 compositions et propriétés pharmacologique de 1’espece Inula viscosa

1 Compositions chimiques de I’espece Inula viscosa
1.1 Meétabolites secondaires

Les plantes produisent des composés appelés métabolites secondaires, qui appartiennent a
divers groupes chimiques et sont souvent présents en faibles quantités. Ces métabolites
secondaires jouent un réle crucial dans I'adaptation des plantes a leur environnement, dans leur
défense contre les prédateurs et les pathogenes, ainsi que dans l'attraction des agents

responsables de la pollinisation (Celia, 2018).

Dans le cas spécifique de la plante Inula viscosa.L, la partie aérienne de la plante est
principalement composée de composés phénoliques (Grande et al., 1985), de terpénoides, de

tanins, de glycosides et de caroténoides.(Mahendran and Rahman, 2020).

1.1.1 Les composés phénoliques

Tableau 1: différents composés phénoliques de I’espéce Inula viscosa.(Celia, 2018)

Flavonoides les flavonols flavanonols les flavones

Exemples | aglycone, La quercétine, la | la taxifoline et | la lutéoline ;
hétéroside, quercétine I’acétyle la népétine
méthyle, glucoside, la 3- | taxifoline (methoxylutéoline),
hydroxyle et/ou | méthoxyquercétine, I’apégénine
acetyle. la 3

méthoxyquercetine-

7-glucoside,

la quercétine
glucuronide , la
quercétine

diméthyle éther;

I’isorhamnétine.
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Figure 1: Structures des flavonoides .(“Flavonoide,” 2022)
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1.1.2 Les huiles essentielles

L'huile d'Inula viscosa varie considérablement d'une région a une autre, les huiles obtenues a
partir de différentes origines de plantes présentent d'importantes difféerences quantitatives et
qualitatives, en raison de facteurs tels que les conditions environnementales et le génotype des
plantes. Les techniques analytiques et les méthodes d'extraction utilisées dans différentes etudes

peuvent également contribuer aux variations des constituants rapportés.

Les huiles essentielles d'Inula viscosa, extraites des parties aériennes de la plante, possedent
une composition complexe et renferment une variété de composés chimiques actifs. Parmi ces
composés, on trouve fréguemment des sesquiterpénes, des monoterpénes, des alcools

terpéniques et des esters.

Ces huiles essentielles sont connues pour leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires,
antimicrobiennes et antifongiques. Elles sont souvent utilisées en aromathérapie et dans des

préparations topiques pour leurs bienfaits sur la santé.

L'huile d'Inula viscosa peut étre utilisée pour soulager les affections respiratoires telles que la
toux, la bronchite et la congestion, ainsi que pour apaiser les douleurs musculaires et

articulaires, réduire I'inflammation cutanée et favoriser la cicatrisation des plaies.

Cependant, il est important de noter que I'utilisation des huiles essentielles d'Inula viscosa doit
étre effectuée avec précaution, car les huiles obtenues a partir de différentes régions peuvent
présenter des variations en termes de composition. Il est recommandé de faire un test de

sensibilité cutanée préalable avant leur utilisation et de respecter les dilutions appropriées.

En conclusion, les huiles essentielles d'Inula viscosa offrent un large éventail d'applications
potentielles en raison de leurs propriétés bénéfiques. Cependant, en raison des variations
observées dans la composition des huiles d'une région a une autre, il est important d'obtenir des
informations spécifiques sur la source de I'huile et de consulter un professionnel de la santé

qualifié pour une utilisation appropriée et securitaire.(Madani et al., 2014)
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tableau 2 Les principaux constituants des huiles essentielles d'Inula viscosa(Madani et al.,

2014)
Major % Zone %Zone %Zone % Zone  %Zone %Zone  %Zone
Constituants Algérie Jordanie Italie Italie Turquie Espagne  France
(Alger) (Ibrid) (Sardaigne) (Bari. (Fethiye) (Jaén) (Corse)
Pouilles)
Acide isocostique 56.83 _ _ 62.37 _ _
Fokiénol 14.6 20.87 B B B 38.8 21.1
T-cadinol _ _ _ _ tr _ _
Nérolidol 0.56 _ 1.9 2.09 1.5 7.1 _
a-Copaéne tr 1.15 _ _ tr 0.2 0.2
E-Nérolidol B 19.75 1.9 B B 7.1 8.6
B-Eudesm-6-en-4 a-ol _ 5.64 _ _ _ _ _
a -Vetivone _ 3.60 _ _ _ _ _
a -Eudesmol _ 2.68 2.0 0.15 0.3 _ 2.2
Oxyde de caryophyllene 2.57 8.0 0.84 1.5 _ 2.5
Selin-11-en-4 a-ol _ 2.18 1.8 _ _ _ 1.6
Cedren-14-ol-acétate _ 2.00 _ _ _ _ _
Khousimol _ 1.80 2.6 _ _ 04 _
Bornéol _ 1.79 16.8 _ 25.2 tr _
Acétate d'isobornyle _ _ _ 22.2 _ _
Acétate de bornyle _ 19.5 . _
&-Cadinene _ _ 3.9 tr _ 1.7 0.2
7-cadinéne _ _ 1.4 _ 0.1 _ 0.2
Valérianol 12.0 _ _ _

1.1.3 Sesquiterpénes lactones

Les principaux constituants chimiques de I'Inula viscosa sont les sesquiterpenes lactones, qui

incluent I'hélénaline, l'isoalantolactone et I'alantolactone. Ces composés ont montré des

activités anti-inflammatoires, antitumorales et antioxydantes.(Kenny et al., 2022)

1.1.4 Polyphénols

L'Inula viscosa contient également des polyphénols, tels que les acides caféiques et

chlorogénique, qui possedent des propriétés antioxydantes. Ces composes contribuent a

neutraliser les radicaux libres et a réduire les dommages oxydatifs dans I'organisme.(Chahmi et

al., 2015).

2 Propriétés pharmacologiques d’Inula viscosa

Les composes actifs présents dans Inula viscosa ont suscité un intérét croissant en raison de

leurs propriétés médicinales potentielles. Des études scientifiques ont démontré que cette plante

présente des activités antimicrobiennes, anti-inflammatoires, antioxydantes, antivirales,
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antifongiques et antitumorales.(Seca et al., 2014) De plus, Inula viscosa a montré des effets
bénéfiques dans le traitement des affections respiratoires, des troubles gastro-intestinaux, des

maladies de la peau et des problemes hépatiques.(Mohammed et al., 2021b)

2.1 Activité antioxydante

2.1.1 Stress oxydatif

Le stress oxydant est défini comme étant un déséquilibre entre la présence d’espéces réactives
de ’oxygene et de nitrogéne et la capacité de 1’organisme a neutraliser leur action par les
systemes antioxydants. Ce déséquilibre peut endommager certaines macromolécules (acides

nucléiques, lipides et protéines), conduisant a I’apparition des diverses maladies. (Smaga et al.,

2015) (Pisoschi and Pop, 2015)

2.1.2 Les radicaux libres

Les radicaux libres sont omniprésents dans notre corps et sont générés par des processus
physiologiques normaux, y compris le métabolisme aérobie et de réponses inflammatoires, pour
éliminer les microorganismes pathogenes envahisseurs. Les radicaux libres sont des especes
trés réactives compte tenu de 1’existence d’au moins un électron libre sur leur orbitale

électronique externe (Govindarajan et al., 2005).

Parce que les radicaux libres peuvent également causer des dommages cellulaires, plusieurs
moyens de défense ont évolué pour protéger nos cellules contre les radicaux et pour réparer les
dommages de I'ADN (Hussain et al., 2003).

2.1.3 Les espéces réactives de ’oxygéne (EROs)
a. Le radical superoxyde, O>

L’anion superoxyde est une ERO primaire, formée par I'acquisition d’un électron par I’oxygene
moléculaire. Radical ayant la réactivité la plus faible parmi les radicaux libres du stress oxydant,
il est généré a partir de différentes sources dans les conditions physiologiques et
physiopathologiques (Barouki, 2006). 1l est cependant hautement réactif avec certains métaux

de transition comme le cuivre, le fer et le manganése (Abreu and Cabelli, 2010).

Le radical superoxyde ne traverse pas rapidement la membrane plasmique et se dismute

spontanément au pH physiologique en produisant du peroxyde d’hydrogéne :

2 02+ 2 H" — 02 + H02
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Bien que le radical superoxyde ne soit pas considéré comme particuliérement réactif, son
principal danger vient de sa réaction de neutralisation productrice de peroxyde d’hydrogene ou

d’acide hypochloreux nettement plus puissants.

b. Le peroxyde d’hydrogéene, H.O>

Bien que le peroxyde d’hydrogene ne puisse étre considéré comme un radical au sens propre,
cette molécule dérivée de 1I’oxygene joue un rdle central dans le phénomene du stress oxydant.
Tout systéme produisant le radical superoxyde générera par voie de conséquence du peroxyde
d’hydrogéne. Ainsi, les cellules phagocytaires produisent et reléeguent de grandes quantités de
H>0> au cours de I’inflammation. Bien qu’il induise des atteintes aspécifiques et irréversibles
des cellules épithéliales (Mulier et al., 1998), le peroxyde d’hydrogéne est généralement
considéré comme une ERO relativement faible. Hautement réactive, en particulier dans sa
capacité a réagir avec les ions partiellement réduits Fe?* et Cu* formant le radical hydroxyl dans

la réaction de Fenton (Wardman et al. 1996) :

H,0, + Fe?* ——»0H + Fe®* +OH"

Fe2* + H,O, — Fe3" + «OH + OH (1)

Fe?"  + H,O, — Fe? + «OOH + H"(2)

= YOS Fenton reaction
.’
H,O,
L.ower toxicity Higher toxicity

Figure 2 la réaction de Fenton (Meng et al., 2020)
C. L’acide hypochloreux, HOCI
Comme le peroxyde d’hydrogene, I’acide hypochloreux ne rentre pas dans la définition stricte
du radical. Cependant, au cours de I’inflammation, la métabolisation du peroxyde d’hydrogene

en acide hypochloreux par I’enzyme MPO est €levée et 1’acide hypochloreux est un agent

chlorant et oxydant fort.

H,O, + Cl + H *— HOCI + H.O

9



Chapitre 1 compositions et propriétés pharmacologique de 1’espece Inula viscosa

d. Le radical hydroxyle, HO®

Comme indiqué précédemment, le radical hydroxyle est formé a partir du peroxyde

d’hydrogene au cours de la réaction de Fenton ou a partir de I’anion superoxyde dans la réaction

d’Haber-Weiss :
H.O2 + O"— 02+ OH + HO®

HO" est considéré comme I’ERO la plus réactive (Lubec 1996), inactivant la pyruvate-
déshydrogénase de la mitochondrie, dépolymérisant le mucus du tractus gastro-intestinal ou

induisant directement des atteintes oxydatives a I’ADN.

Le radical hydroxyle est produit durant I’inflammation en grande quantité lors des interactions
entre I’anion superoxyde et I’acide hypochloreux, entre 1’acide hypochloreux et les ions ferreux

(Fe?") ou le peroxyde d’hydrogéne et le monoxyde d’azote( Kruidenier et al. 2002).
e. Les radicaux peroxyles

Les radicaux peroxyles sont des radicaux secondaires issus de 1’addition de 1’oxygene sur les
radicaux centrés sur le carbone (R°). Les radicaux R sont issus de I’action des radicaux
hydroxyles sur les substrats biologiques (par arrachement d’atome d’hydrogéne ou addition sur

les doubles liaisons). (Gardes-Albert et al. 2005)
R+ 02 —» RO’

2.1.4 Dommage causé par les radicaux libres
Les molécules biologiques telles que les lipides, les protéines, les acides nucléiques et les
glucides peuvent subir des dommages causés par les radicaux libres. (Favier, 2003)

- Auniveau de I’ADN, les radicaux libres peuvent induire des effets oxydatifs et mutagenes
ou un arrét des réplications. Ils agissent en provoquant des altérations de bases, des
pontages ADN-protéines ou des ruptures de brins

- Lesradicaux libres ont une affinité particuliere pour les lipides, ce qui entraine I'oxydation
des acides gras poly-insaturés (AGPI) présents dans les phospholipides des membranes
cellulaires, ainsi que dans les organites cellulaires et les noyaux. Ce processus est connu
sous le nom de peroxydation lipidique ou lipopéroxydation, qui conduit a la formation de
LDL oxydées. Ces LDL oxydées sont ensuite captées par les macrophages, formant ainsi

les dépdts lipidiques responsables de la formation des plaques d'athérome dans les maladies
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cardiovasculaires. De plus, cette oxydation des phospholipides membranaires peut altérer
la fluidité de la membrane, affectant ainsi le fonctionnement de nombreux récepteurs,
transporteurs et la transmission des signaux.(Rice-Evans and Burdon, 1993).

- Les radicaux libres attaquent les macromolécules importantes, ce qui entraine des
dommages cellulaires et une perturbation de I'noméostasie. Les radicaux libres ciblent
toutes sortes de molécules dans le corps, parmi lesquelles les lipides, les acides nucléiques

et les protéines sont les principales cibles.(Lobo et al., 2010).

2.2 Activité antiinflammatoire

L'organisme dispose d'un systéme de défense contre les agents pathogénes qui menacent son
intégrité. La connaissance du processus inflammatoire s'est améliorée au fil des siecles :
jusqu'au 19e siécle, I'inflammation était définie par les signes cardinaux rubor (rougeur), tumor
(gonflement), calor (fievre) et dolor (douleur), ceux-ci sont connus par Cornelius Celsus dans
son antiquité. Plus tard, Claudius Galien a ajouté un cinquiéme signe, la functio laesa (perte de
fonction)(Meyer 1998).

2.2.1 L’inflammation

a. Définition
L’inflammation est une réaction normale du corps qui se protege en cas de 1ésion. Il s'agit d'une
réponse protectrice aux lésions tissulaires (exposition a la chaleur ou au froid, reperfusion,
ischémie, traumatisme, etc.) dans laquelle une tentative de I'organisme pour ramener les tissus
a son état d'origine. L'inflammation caractérisée par de la fiévre, des douleurs, des rougeurs et
des gonflements (Sharma et Singh 2013).La figure représente les différentes causes de

I’inflammation et ses effets physiopathologiques.
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Causes de B Leésions Stress et anomalies
Pinflammation Infection tissulaires de fonctionnement
des tissus
> -
.
= Inflammation L
,foense de —— Adaptation au stress,
physiologiques I'infection tssulaire I’homéostasie
Conséquences DAuto-imnfunilté' Fibrose, Développement de
pathologiques In(;lmmage t!s.su glre ; Meétaplasie maladies auto-
ammatoire, Sepsis e natorre

Figure 3 Les différentes causes de I’inflammation et ses effets physiopathologiques

b. Types d’inflammation
L’inflammation est classée en deux catégories selon la durée et la cinétique du Processus

inflammatoire :

Inflammation aigué

L'inflammation aigué est la réaction immédiate de I'organisme a une substance active.

Les attaquants qui apparaissent généralement quelques minutes ou heures aprés qu'un agent a

été attaqué Une fois retiré, I'inflammation disparait.

Le processus inflammatoire aigu est initié par : cellules transmissibles par le sang (lymphocytes
et globules blancs) ou tissu conjonctif local (Mastocytes et macrophages) , caractérisé par une
vasodilatation augmente, permeabilité capillaire induite par I'action de divers mediateurs
Inflammatoires (Akinwunmi et Oyedapo 2015) (Anosike, Obidoa, et Ezeanyika 2012)

Inflammation chronique

L'inflammation chronique est une réponse inflammatoire prolongée qui conduit a modification
progressive des types cellulaires presents au site de l'inflammation, il peut durer de longues
périodes (mois ou années). Réaction inflammatoire chronique se caractérise par la
prédominance de la présence de lymphocytes, macrophages et plasmocytes dans les tissus
leses(Anosike, Obidoa, et Ezeanyika 2012).

12
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Agents anti-inflammatoires
Ce sont des médicaments qui antagonisent les processus inflammatoires. On distingue les anti-
inflammatoires stéroidiens, dérivés de la cortisone et les non stéroidiens et les anti-

inflammatoires naturels a base de plantes

Anti-inflammatoires non stéroidiens
Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont largement prescrits en raison de leur
efficacité dans le contr6le de la douleur, de la fiévre, de ’'inflammation et des troubles

rhumatismaux (Ouedraogo et al. 2012).

L'administration d'AINS a des adultes, qu'ils soient prescrits ou recommandés, n'est pas un
exercice anodin. Cette classe thérapeutique est particulierement large car les agents qui la

composent ont des propriétés et des indications différentes.(Mrozovski 2022)

Les cox est présentes en permanence dans différents tissus tels que le rein, I'estomac, I'intestin
(Cox-1), ou n'apparait que dans les macrophages mononucléaires apres activation de cytokines
pro-inflammatoires (facteur de nécrose tumorale [TNF] a, interleukines) (Cox-2). [IL] 1 ou 6,

etc.).

Les Cox-1 et 2 sont impliqués dans l'une des voies métaboliques de l'acide arachidonique
obtenue par conversion des phospholipides membranaires a l'aide de la phospholipase A2
(Mrozovski 2022).

Anti-inflammatoire stéroidien

Les anti-inflammatoires (AIS) sous stéroides ou corticoides constituent une large gamme de
substances dérivées du cortisol qui agissent pour réduire la migration des monocytes et les
macrophages qui atteignent le site de I'inflammation et bloquent la production des médiateurs
tels que la sérotonine, I'nistamine et les cytokines. Ces anti-inflammatoires ont un mecanisme
d'action agissent en inhibant la production des prostaglandines en bloquant la phospholipase
A2. Ce blocage est obtenu par induction de 1’inhibition directe de la synthése de lipocortine
(protéine de 40 kDa) a partir de PLA2 (Peltier, Russo-Marie, et Polla 1998)

Anti-inflammatoires poly phénoliques d’origine végétale
Les plantes sont utilisées en médecine traditionnelle pour traiter diverses maladies
inflammatoires. Les principes actifs des plantes ont des propriétés chimiques différentes.

Plusieurs études ont démontré que les polyphénols, en particulier les flavonoides, ont des
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propriétés anti-inflammatoires dans différents modéles animaux d'inflammation (Benkhaled,A
2019).

Ces propriétés anti-inflammatoires sont liées a sa capacité a réguler le fonctionnement du
systeme immunitaire. De nombreux mécanismes d‘action cellulaire (Benkhaled,A 2019).
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1. Le systéme antioxydant
L’organisme se défend contre la formation et la propagation des radicaux libres par deux
mécanismes distincts. L’intervention des enzymes qui catalysent une réaction éliminant les
molécules réactives, 1’utilisation des substances qui piégent les radicaux libres dés leur
apparition, des antioxydants (Poortman, 2009) Ces molécules antioxydantes ont une activité
antiradicalaire qui s’exprime aussi bien au niveau de la protection de 1’aliment contre
I’oxydation, qu’au niveau de la protection des cellules animales contre le vieillissement, le

cancer et d’autres maladies inflammatoires, cardiovasculaires et neurodégénératives (Powers et
al., 1994 ; Medjeldi, 2012)

1.1. Systeme endogéne
1.1.1. Systéme endogene enzymatique

On distingue classiquement deux catégories d’antioxydant endogéne : les systémes

enzymatiques et les systéemes non-enzymatiques (Aziz et al., 2019).

a. Systéme endogéne enzymatique

Il contient les éléments suivants :

- Les superoxydes dismutases SOD (Younus, 2018).

- Les enzymes de catalases selon les réactions suivants : (Matés et al., 1999)

2H2,0, —Catalase — 2H20 + O3
ROOH + AH; —Catalase — H,0 + ROH + A

- Les enzymes glutathion peroxydase (GPx) et réductase (GSSG-R) selon la réaction :
(Lenzi, 2011)

2 H20,+2GSH — GSSG+2H0
ROOH+2GSH — ROH+H20+GSSG
2R+2GSH — 2RH+GSSG

- L’enzyme de La thiorédoxine (TRX).(Lu and Holmgren, 2014)
- Les peroxyredoxines (PRDX).

- L’héme oxygénase.



b. Systéme endogene non enzymatique

- Le glutathion : C’est un tri peptide dont la concentration intracellulaire est importante.
La fonction thiol confére au glutathion un réle d'antioxydant.(Gardées-Albert et al.,
2003)

- Les protéineos de stress thermique qui se sont des protéines interviennent dans la
réparation des dommages oxydatifs induits au niveau des protéines par un stress oxydant
((Milane, 2004), In Kebieche, 2009).

- L’Acide urique qui joue un réle en tant que donneur d'électrons, ce qui lui permet de

stabiliser les radicaux hydroxyles (OH), les peroxydes (ROO’) et lI'oxygene singlet
(!02). (Lenzi, 2011 ; Benaissa, 2012).

Systeme exogene
Il contient :

- Les polyphénols.

- Les vitamines antioxydantes telles que les vitamines E, C et A.

- Les oligoéléments comme le cuivre (Cu), le zinc(Zn), le manganése (Mn), le sélénium
(Se) et le fer (Fe) qui sont des métaux essentiels dans la défense contre le stress oxydant,

favorisent le systéme endogene enzymatique. (Aziz et al., 2019)

Primary Enzymes

Superoxide dismutase
_ U
[——> Enzymatic Catala

Glutathione peroxidase

Antioxidants

| Secondary Enzymes

Glutathione reductase

]—>| Non-enzymatic |— Glucoasephosphatedehydroge-
nase
Phenolic acids l
Hydroxycinnamic acids: = Cofactors: Coenzyme Q10
2 = Flavonoids i

Ferulic acid, p-Coumaric Minerals : Zinc, Selenium

aad Flavonols: Quercetin,
_. Organosulxur conlpounds:

z % Kaempferol

Hydroxybenzoic acids: Allyl sulfide, Indoles

Gallic aaid, Ellagic acid Isoflavonoids: Genistein
Flavanois: Catechin, Vitamins and Derivatives: A
Pelagonidin L_»| (Retionol), C (Ascorbic Aad), E

(Tocopherols and Tocotrienols),

Flavanones: Hesperidin K

Antocyanidins: ;
y Carotenoids: B-Carotene,
Cyanidin, Pelargoridin

Lycopene, Lutein, Zeaxanthin

Nitrogen non-protein
compounds: Uric aad

Figure 4 classification des antioxydants.(Munteanu and Apetrei, 2021)
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2. Mécanismes d’actions des antioxydants

De maniére générale, les antioxydants protégent contre les dommages oxydatifs causés par les
radicaux libres en utilisant différents mécanismes, comme expliqué dans les sections suivantes :
Le systeme enzymatique antioxydant convertit I'anion superoxyde (O2") en peroxyde
d'hydrogene (H202) grace a I'enzyme SOD. Le H20- résultant est ensuite neutralise en eau par
les enzymes CAT et GPx. Ainsi, les espéces toxiques O2" et H,O2 sont transformées en un
produit inoffensif, l'eau. En parallele, GPx utilise le H2O2 en prenant de I'nydrogéne des
molécules de GSH, formant de I'eau et du GSSG. Le GSH est régénéré par I'enzyme GR a partir
du GSSG. CAT joue également un role essentiel en neutralisant directement le H2O2 en eau. La
réaction de Fenton peut également convertir le H,O> en radical hydroxyle (OH") hautement
réactif, qui est ensuite transformé en eau par l'oxydation du Fe?* en Fe®*(figure).(Aziz et al.,
2019)

0,

|

Mitochondria
P 450 oxidases

\

02.

/* -
AT for | OPX GR

of. \ GSSG T

H,0

C

Figure 5: le mécanisme d’action des antioxydants enzymatiques.(Aziz et al., 2019)

« Neutralisation des radicaux libres par don d'électrons pour stabiliser leur réactivité.
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« Inhibition des réactions en chaine radicalaire en empéchant la propagation des réactions

d'oxydation.

o Chélation des ions de métaux de transition pour prévenir la formation de radicaux libres

via la réaction de Fenton.
o Reégénération d'autres antioxydants épuisés, tels que la vitamine C et la vitamine E.

« Modulation de I'expression génique en influencant les voies de signalisation cellulaire

et les facteurs de transcription.
e Reéduction de I'inflammation en inhibant la production de cytokines pro-inflammatoires.

o Protection des membranes cellulaires et des structures cellulaires contre les dommages

oxydatifs.

o Amélioration de l'efficacité des systemes de défense antioxydants endogénes de

I'organisme.
« Activation des enzymes antioxydantes, telles que le superoxyde dismutase et la catalase.

(Diallo, 2005 ;Favier, 2006)).

3. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydant

Les méthodes et les instruments utilisés pour mesurer l'activité des antioxydants ont connu des
avancées significatives. Les premieres méthodes étaient axées sur la mesure de I'oxydation des
lipides et l'efficacité des antioxydants contre la formation de produits d'oxydation.(Munteanu
and Apetrei, 2021)

Les différentes méthodes d'évaluation de la capacité antioxydante se regroupent en trois

catégories distinctes : la spectrométrie, les essais électrochimiques et la chromatographie.

3.1.  Evaluation de I’activité antioxydant
3.1.1. Les tests HAT

Elles évaluent la capacité d'un antioxydant a éliminer les radicaux libres en donnant un atome
d'’hydrogéne. Ce mécanisme d'action antioxydante est illustré par la réaction suivante, ou un
phenol (ArOH), qui est un antioxydant, donne un atome d'hydrogene a un radical peroxyle
(ROQO") pour former un radical aryloxyle (ArQ") stabilisé par résonance. Les biomolécules

protégées (AH) participent également a cette réaction.(Resat Apak et al., 2017)



ROO" + AH/ArOH 2 ROOH + A’ /ArO*

La capacité d’absorption des radicaux d’oxygene (ORAC) est un exemple typique de tests basés
sur les HAT. Cette méthode évalue la capacité d'un composé a neutraliser les radicaux

oxygenés, tels que les radicaux hydroxyles et peroxyde.(Munteanu and Apetrei, 2021)

1. Letest HORAC (Capacité Antioxydante Réactive de Peroxydation des Hydrocarbures)

Est une méthode utilisée pour évaluer la capacité antioxydante d'un échantillon. 1l se concentre
spécifiguement sur la capacité de I'échantillon a protéger contre la peroxydation des
hydrocarbures. Dans ce test, un hydrocarbure insaturé est exposé a un radical peroxyle, qui est
généré en présence d'un initiateur de peroxyde. Lorsque I'échantillon antioxydant est ajouté, il
réagit avec le radical peroxyle, neutralisant ainsi son effet oxydant. La mesure de la diminution

de la peroxydation de I'hydrocarbure permet d'estimer I'activité antioxydante de I'échantillon.

2. Le test TRAP (Potentiel Antioxydant Total)

Est une méthode utilisée pour évaluer le potentiel antioxydant d'un échantillon. Il mesure la
capacité de I'échantillon a neutraliser les especes réactives de I'oxygene (ROS) dans un systéme
réactionnel. En ajoutant I'échantillon a un générateur de ROS, il réagit avec ces radicaux libres
et les neutralise, ce qui est mesuré par la diminution de leur intensité. Le test TRAP permet une
évaluation globale du potentiel antioxydant en prenant en compte la capacité a neutraliser
différents types de ROS. Il permet d'estimer I'activité antioxydante de I'échantillon et sa capacité

a réduire les dommages oxydatifs.(Thomas, 2016)

3. Test DPPH

Le DPPH" (ou 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est un radical stable a température ambiante, de
couleur bleue caractéristique. Sa stabilité est due a la délocalisation €levée des €lectrons = le
long de la molécule. 1l a été I'un des premiers radicaux utilisés pour étudier la relation entre la
structure et l'activité antioxydante des composés phénoliques. Dans sa structure, il posséde un
électron non apparié sur un atome du pont azote-azote. Une particularité du DPPH" est la
modification de ses propriétés d'absorption UV/visible en fonction de son état : sa forme reduite

absorbe a 515-518 nm, tandis que sa forme oxydée ne présente pas de pic d'absorption.

L'efficacité d'un antioxydant peut étre mesurée par sa capacité a réduire le radical DPPH". Cette
réduction se manifeste historiguement par un changement de couleur, passant du bleu-violet

(forme oxydée) au jaune (forme réduite) (figure).(Thomas, 2016)



NO, NO,

Bleu Jaune

Figure 6: Modification du DPPH" lors du transfert électronique.(Thomas, 2016)
4. Test TEAC

La méthode TEAC (Capacité Antioxydante Equivalente Trolox) est utilisée pour évaluer la
capacité d'un composé a piéger le radical cation ABTS™ (obtenu a partir de sels d'ammonium
de l'acide 2,2'-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). Cette méthode présente une
particularité compétitive, car la mesure est comparée a la capacité d'un antioxydant de
référence, le Trolox. Il est important de noter que le Trolox est un analogue chimique de la

vitamine E.(Pellegrini et al., 2003)

HO O

OH

Figure 7: Structure chimique du Trolox

Il est également une méthode colorimétrique utilisée pour évaluer la capacité d'un composeé a
piéger le radical cation ABTS"". La décoloration de la solution contenant ABTS™" est mesurée
spectrophotométrique a 734 nm, et la valeur TEAC obtenue correspond a la concentration de
Trolox nécessaire pour avoir la méme activité que le composé testé. Cette méthode est simple
amettre en place et rapide, mais elle est limitée par I'instabilité des radicaux ABTS™" qui doivent

étre générés juste avant I'analyse.(Thomas, 2016)
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5. Test FRAP

Le test FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma) est une méthode qui se base sur le
changement de couleur lors de la réduction du fer, ou I'ion ferrique (Fe*) est converti en ion
ferreux (Fe?*) par transfert d'électrons en présence d'un antioxydant. Cette réaction de réduction
nécessite que l'antioxydant soit capable de donner des électrons, tandis que le transfert d'atome

d'’hydrogéne n'est pas le mécanisme privilégié. L'absorbance est mesurée a 593 nm.

Ce test est éeconomique, simple, reproductible et rapide. Cependant, il n'est pas capable d'évaluer
I'activité antioxydante des thiols (SH), ce qui inclut les polypeptides et les protéines contenant

des groupes cystéine.(Pellegrini et al., 2003)

6. Test a I’hémolyse des globules rouges

Ce test implique de prélever du sang contenant de 'EDTA (Ethyléne Diamine Tétra-Acétique),
qui sera ensuite centrifugé a 3000 tours/minute pendant 10 minutes afin d'obtenir un culot de
globules rouges. Ce culot est ensuite lavé et mis en contact avec un générateur de radicaux
libres AAPH a une température de 37°C.

Lorsque les antioxydants endogenes sont épuisés, les radicaux libres agissent sur les parois des
érythrocytes, entrainant leur éclatement. L'hémoglobine est alors libérée dans le milieu. Ce
phénomeéne d'hémolyse est suivi par spectrophotométrie a 545 nm. Si des composés ayant une
activité antioxydante sont présents dans le milieu, I'némolyse sera logiquement retardée. Cette
méthode nécessite un étalonnage en utilisant la vitamine C comme référence.(Mpiana et al.,
2016)

7. Méthodes de dosage des antioxydants

Les méthodes de dosage des antioxydants comprennent différentes techniques.

» Pour les phénols totaux, on utilise le réactif de Folin-Ciocalteu, qui est transformé en
oxydes colorés de tungstene et de molybdéne par les antioxydants présents. La
quantification est réalisée a 750 nm en utilisant I'acide chlorogénique comme étalon.
(Boizot, 2006)

» Pour la vitamine C, on effectue une réaction d'oxydoréduction avec le 2,6-
dichloroindophénol, qui se décolore lors de la réaction.

» Les flavonols sont séparés et dosés par chromatographie liquide a haute performance
(HPLC) avec un detecteur a barrettes de diode, nécessitant une hydrolyse acide

préalable pour séparer les sucres liés.



> Les anthocyanes sont également doses par HPLC apres hydrolyse acide.

> Le sélénium total est dosé par HPLC en utilisant une méthode en plusieurs étapes,
impliquant la dégradation des matrices organiques, la réduction du sélénium hexavalent
et la formation d'un composé fluorescent appelé piazsélenol. La concentration de
sélénium est déterminée en comparant les resultats avec des solutions étalons.(Thomas,
2016)

b. Résultats et discussion des études sur I'activité antioxydant d'inula viscosa
D’apres 1’étude ethnobotanique et phytochimique d’Inula viscose L dans l'ouest de I'Algérie
(Mohammed et al., 2021)

Différents extraits ont été obtenus a partir de I'lnula viscosa, une plante médicinale. Pour cela,
des solvants tels que I'hexane, I'éthanol, le méthanol et I'eau ont été utilisés. L'extraction
hexanique a permis d'obtenir un extrait riche en composés lipophiles, tandis que I'extraction
éthanolique, méthanolique et aqueuse a permis d'extraire une gamme de composés hydrophiles.
Ces extraits sont utilisés pour étudier les propriétés bioactives et les applications thérapeutiques
potentielles de I'Inula viscosa. Ils ont obtenu les résultats suivants

Tableau 2: Les résultats de la caractérisation des différents groupes chimiques dans les
feuilles et les tiges d'Inula viscosa.

extrait d'hexane
organes Les feuilles tiges
métabolites
terpénoides + -
Tanins - R
phénols - R
flavonoides ++ 4+
glucosides + 4+
Caroténoides +++ +++
Extrait éthanolique
terpénoides + +
Tanins +++ +++
phénols + +
flavonoides + +




glucosides +++ +4+

Caroténoides + +

Extrait méthanolique

terpénoides +++ 4+
Tanins +++ +++
phénols ++ 1+
flavonoides ++ ++
glucosides ++ 4+
Caroténoides + +

Extrait aquatique

terpénoides +++ i

Tanins +++ +++
phénols - R
flavonoides + +
glucosides - R
Caroténoides - +

Les résultats expérimentaux 1’étude (tableau 2), montrent que I'lnula viscosa est riche en
polyphénols et tanins, avec une présence modérée de flavonoides. Les glucosides en tant que
terpénoides sont également présents, en particulier dans I'extrait méthanolique et aqueux.
L'hexane est le meilleur solvant pour extraire les caroténoides, tandis que les phénols sont
principalement détectés dans I'extrait méthanolique. Ces résultats fournissent des informations
précieuses sur la composition chimique de I'lnula viscosa et peuvent étre utiles pour

comprendre ses propriétés et son utilisation potentielle.

i. Pour les polyphénols :
L'estimation de la teneur totale en polyphénols (Fig.7) des différents extraits a été obtenue selon
la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Les résultats obtenus ont été exprimés en
milligrammes équivalents d'acide gallique par gramme d'extrait (mg AGE/g), en utilisant

I'équation de régression linéaire de la courbe d'étalonnage tracée pour l'acide gallique selon

y = 0,011x + 0,091,R* = 0,997



Compte tenu des résultats obtenus, les concentrations les plus élevées en phénols totaux sont
enregistrées dans I'extrait aqueux et éthanolique des deux organes. La concentration de
polyphénols dans I'extrait d'éthyl acétate était plus intéressante dans les feuilles (95,47 + 4,7
mg AGE/q) par rapport aux tiges (73,49 £ 2,2 mg AGE/g) et aux cones (61,62 £ 5,7 mg AGE/Q).
En comparant les résultats concernant les feuilles avec ceux de I'étude réalisée par Benaissa
Keddar (2014) ou la concentration de phénols totaux dans les feuilles était de (85,20 + 0,07 mg
AGE/qg), lls ont constaté que les phénols totaux ici étaient plus faibles. Cette différence peut

étre due a I'effet du stress climatique.
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Figure 8: Concentrations de polyphénols dans les feuilles et les tiges d'Inula viscosa (mg GAE
/ Q).

ii. Pour les flavonoides :
Les flavonoides ont été quantitativement déterminés dans les quatre extraits a l'aide d'une
courbe d'étalonnage linéaire. Les résultats, exprimés en milligrammes équivalents de catéchine
par gramme d'extrait (mg CE/g), ont été présentés dans la Figure 8. L'extrait éthanolique des
feuilles présente la plus haute teneur en flavonoides (133,93 + 3,12 mg CE/qg), suivi de prés par
I'extrait aqueux des feuilles (61,17 £+ 3,96 mg CE/qg) et celui des tiges (51,61 £ 12,87 mg CE/g).
Les tiges montrent une faible concentration de flavonoides dans I'extrait aqueux (37,12 + 1,09
mg CE/g). Les extraits méthanoliques ont des teneurs en flavonoides plus faibles, tant dans les
feuilles (24,35 £+ 1,70 mg CE/g) que dans les tiges (5,04 £ 2,13 mg CE/g). L'extrait d’hexane
présente également une faible teneur en flavonoides, en particulier dans les tiges (10,64 + 0,33
mg CE/g). Ainsi, on peut conclure que les feuilles contiennent une concentration moyenne plus
élevée de flavonoides par rapport aux tiges, ce qui est cohérent avec les travaux antérieurs de
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Benaissa Keddar (2014) ou une concentration élevée de flavonoides a été observée dans les

feuilles.
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Figure 9: Concentrations de flavonoides dans les feuilles et les tiges d'Inula viscosa (mg EC /
9).

iii. Pour les Tanins :
Les extraits de feuilles et de tiges d'Inula viscosa ont été étudiés pour leur contenu en phénols
totaux, flavonoides et tanins condensés. Les résultats montrent que les feuilles contiennent une
plus grande quantité de ces composes par rapport aux tiges. Les extraits d'hexane des feuilles
présentent une concentration élevée en tanins condensés (638,52 + 10,64 mg EC/g), suivis des
extraits éthanoliques (363,41 + 37,12 mg EC/g) et méthanoliques (75,80 + 5,04 mg EC/g) des
feuilles. Les extraits de tiges ont des concentrations plus faibles en tanins condensés, allant de
68,13 + 16,24 mg EC/g (éthanol) a presque négligeable (hexane). Les autres extraits ont des
concentrations de tanins condensés encore plus faibles. Ces résultats mettent en évidence la
richesse en composés phénoliques des feuilles d'Inula viscosa, en particulier en tanins

condenses, par rapport aux tiges.

Iv. Pour L’activité antioxydants :
Les résultats de l'activité antiradicalaire avec le DPPH sont représentés par les pourcentages
d'inhibition pour chaque concentration, ainsi que les valeurs de la concentration d'inhibition a
50% (IC50) (Fig. 10). Pour chaque extrait, Ils ont déterminé la valeur de I'lC50, qui correspond
a la concentration de I'échantillon testé nécessaire pour réduire de 50% le radical DPPH. Les
valeurs d'IC50 sont calculées graphiquement a partir des régressions linéaires des graphiques

tracés.
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Chapitre 3 Activité anti-inflammatoire d’Inula viscosa

1 Activité anti-inflammatoire d’inula viscosa

1.1  Mécanismes d’évaluation de I’activité anti-inflammatoire
Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer divers processus biochimiques impliqués

dans Pactivité anti-inflammatoire.

1.1.1 Stabilisation membranaire

La stabilisation membranaire est le processus qui permet de maintenir l'intégrité des membranes
biologiques, comme celles des érythrocytes et des membranes lysosomales, en les protégeant
contre I'osmose et les ruptures dues a la chaleur. Les membranes biologiques ont une structure
asymétrique qui est thermodynamiquement stable et métabolique ment active, formant des
frontieres closes entre les différents compartiments composés principalement de protéines et de
lipides. Plusieurs facteurs peuvent influencer I'état physique global de la membrane, tels que la
température, les ions présents dans l'environnement et la composition en acides gras et
phospholipides, ainsi que la présence ou l'absence de cholestérol. 1l existe de nombreux agents
stabilisateurs des membranes, tels que l'acide métonymique et la phénylbutazone, ainsi que des
agents déstabilisateurs, comme la vitamine A et les sels biliaires, qui peuvent agir sur l'intégrité
et la fluidité des membranes cellulaires (Rajan 2014).

1.1.2 Inhibition des enzymes pro-inflammatoires

L'inflammation déeclenchée par le stress oxydatif est principalement Médée par l'activation
d'enzymes pro-inflammatoires telles que la phospholipase A2 (PLA2), les cyclooxygénases
(Cox), les lipooxygénases (Lox) et I'oxyde nitrique synthase (NOS) qui produit le monoxyde
d'azote (NO). Plusieurs études ont démontré que certaines substances médicinales, notamment
les polyphénols, ont la capacité d'inhiber I'action de la phospholipase A2 (PLA2), des
cyclooxygénases (Cox) et de la 5-lipoxygénase (5-LPO) (Clavin et al. 2007; Cai et al. 2016).

En effet, dans une étude réalisée par(Kim et al. 2004), il a été démontré que certains flavonoides
tels que la sakuranétine, la 7-O-méthylaromadendrine, la népétine et la 3,3-di-O-
méthylquercétine ont un effet inhibiteur sur le métabolisme de I'acide arachidonique en

bloquant I'activité de la Cox-2.

1.1.3 Inhibition de la dénaturation protéique
Lors de I'inflammation, la formation de peroxyles et de radicaux hydroxyles peut entrainer
I'oxydation, la décarboxylation, la désamination et des dommages structurels aux acides

aminés. Cela peut se manifester par la rupture et la modification des chaines polypeptidiques
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(Fuchs 2001). La présence de médiateurs de l'inflammation peut entrainer des modifications
des protéines, pouvant conduire & leur dénaturation et potentiellement les rendre non
fonctionnelles. Par exemple, la carboxylation de la lysine peut affecter les fonctions protéiques
impliquées dans les processus de signalisation. On observe fréquemment ces protéines
modifiées chez les patients atteints de maladies telles que la maladie de Parkinson, la maladie

d'Alzheimer et le cancer (Roy, Bagchi, et Raychaudhuri 2012).

Daprés (Lemke et al. 2013) lorsque les protéines subissent une dénaturation, elles deviennent
antigeniques. Cela déclenche une réaction immunitaire et entraine des changements
biochimiques dans les tissus, pouvant éventuellement conduire a des affections telles que le

rhumatisme articulaire.

Le facteur rhumatoide est un type d'anticorps qui cible les immunoglobulines G (1gG) du corps
lui-méme et est souvent présent dans le sérum des patients atteints de maladies auto-immunes.
L'antigénique des 1gG du corps est provoquée par une altération de leur structure

immunoglobulinaire (Fuchs 2001).

1.2 Partie expérimentale
Afin de comprendre I'activité anti-inflammatoire de la plante Inula viscosa, nous avons utilisé
une étude menée en 2018 sous le titre : Anti-infammatory and antioxidant activities of Inula

viscosa and Senecio anteuphorbium.(Lounis et al. 2018a)

1.2.1 Matériels et méthodes

1.2.1.1 Le matériel végétal

Les feuilles ont été recueillies a partir d’Inula viscosa en avril 2013 de Lazib département Béjaia
(Algérie). Les feuilles étaient séchées a I'air température ambiante, puis broyez-le en poudre
(Lounis et al. 2018a).



Chapitre 3 Activité anti-inflammatoire d’Inula viscosa

Figure 10: La plante sechée

Figure 31: La poudre de la plante

1.2.1.2 Préparation des extraits aqueux

Dix grammes de poudres de feuilles sechées d'Inula viscosa. lls ont été bouillis dans 100 ml
d'eau distillée pendant 15 minutes puis filtré sur filtre Whatman (Millipore 0,25 mm,
Allemagne) et centrifugé. Les extraits ont été concentrés a 40°C pendant trois jours. lls ont

ensuite été lyophilisés (rendement 14,2% pour I. viscosa)(Lounis et al. 2018a)

1.2.2 Les activités anti-inflammatoires
1.2.2.1 J774A.1 stimulé avec LPS et traité avec I’extrait d’Inula viscosa

Les cellules de macrophages J774A.1 cultivées sont ensemencées dans des plaques a 6 puits a
une densité de 25x104 cellules/puits avec 2 ml de milieu DMEM (PAN) supplémenté de 10 %
de sérum de veau feetal (FBS) et 1 % de pénicilline/streptomycine jusqu'a atteindre 70 % de
confluence. Les cellules sont pré-incubées avec différentes concentrations d'extrait aqueux
d'Inula viscosa (0,1, 1, 10, 100 pg/ml) a 37 °C pendant deux heures. Ensuite, elles sont traitées
avec 25 ng/ml de lipopolysaccharide (LPS ; Escherichia coli O111:B4) pendant 18 heures.
Différentes concentrations de LPS (6,25 ; 12,5 ; 25 ; 50 ; 100 et 200 ng/ml) sont testees afin de
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trouver une concentration significative produisant une forte concentration de NO, et la dose de
25 ng/ml est sélectionnée. Aprés l'incubation, 100 ul de milieu sont prélevés immediatement
pour la détection du niveau de nitrite, tel que déterminé par un kit de réactif de Griess
(Promega). Les cellules sont lysées avec du Trizol (In vitro gen) pour l'extraction de I'ARN.
Les extraits végétaux utilisés dans les expériences de culture cellulaire n'affectent pas la
viabilité cellulaire, comme évalué par le test d'exclusion de bleu trypan. En bref, les cellules
sont traitées avec différentes concentrations d'extraits, apres 18 heures d'incubation, elles sont
rincées avec du PBS, du bleu trypan (0,1 %) est ajoute et laissé pendant 2 minutes. Ensuite, les
monocouches lavées sont fixées avec du formaldéhyde a 4 % et le pourcentage de viabilité
cellulaire est déterminé en comptant les cellules mortes au moins 5 champs microscopiques
avec un minimum de 50 cellules par champ. Les mémes positions de champs doivent étre

maintenu pour tous les puits (Lounis et al. 2018a).

1.2.2.2 Mesure de la production de NO

La concentration de nitrite dans le milieu de culture a été mesurée comme indicateur de la
production de NO par le systeme de réaction de Griess (Promega). Le surnageant cellulaire a
été mélangeé avec le méme volume de réactif de Griess et incubé a température ambiante pendant
cing minutes. La concentration de nitrite a été déterminée en mesurant I'absorbance a 540 nm a
I'aide d'un lecteur de microplaques ELISA. La quantité de nitrite présente dans les échantillons
a été calculée a l'aide d'une courbe standard générée a partir de dilutions sérielles de NaNO2

dans un milieu de culture frais (Lounis et al. 2018a).

1.2.2.3 Isolation d'ARN et réaction d'amplification en chaine par polymérase transcriptase
inverse (RT-PCR)

L'isolation d'’ARN et la RT-PCR ont été précédemment décrites par (Kanuri et al. 2009). Le
mélange PCR a été préparé en utilisant le SYBR Green Supermix (Agilent Technologies,
Boblingen, Allemagne). Les niveaux d'expression de TNF-a, iNOS, TLR-4 et MyD88 ont été

normalisés en utilisant S18 comme témoin interne (Lounis et al. 2018Db).

1.2.2.4 (Edéme de la patte de souris induit par le carragheen

Une expérience sur des souris visant a évaluer I'activité anti-inflammatoire des extraits aqueux
d'l. viscosa sur l'eedéme de la patte induit par le carragheen. Les souris ont été réparties en
différents groupes et ont regu des doses d'extraits aqueux ou de diclofénac. L'cedeme a été induit
par l'injection de carraghénane dans la patte des souris, et les diamétres des pattes ont été

mesurés a plusieurs intervalles de temps. L'activité anti-inflammatoire des extraits a été mesurée
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en pourcentage de réduction de 1'cedéme par rapport au groupe témoin. Les résultats ont montré
une réduction significative de 1'eedéme en présence des extraits, indiquant leur potentiel anti-

inflammatoire (Lounis et al. 2018a).

1.3 Résultats des études de ’activité anti-inflammatoire d’Inula viscosa

e Effet de I'extrait d'I'VAE sur la production de NO

La stimulation des cellules J774A.1 par le LPS a entrainé une augmentation significative des
niveaux de nitrite cellulaire par rapport au témoin non stimulé. Le prétraitement avec les extraits
a entrainé une réduction significative du NO dans le milieu. Plus précisément, comme le montre
la figure, I''VAE a eu un effet inhibiteur sur la production de NO a 100 pg/ml (Lounis et al.
2018a).
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Figure 12: Effets de I''VAE sur la production de NO induite par le LPS dans les cellules
J774A.1. Les cellules étaient prétraitées avec les concentrations indiquées d'IVAE pour 1 h
avant la stimulation par le LPS (25 ng/ml) et incubé pendant 18 h. Les niveaux de nitrite ont

été mesurés dans les milieux de culture par les réactifs de Griess (Lounis et al. 2018a).
o Effet de I''VAE sur I'expression des ARNm de I'iINOS, TNF-a, TLR-4 et MyD88

Pour étudier le mécanisme responsable de l'atténuation observée de la libération de NO en
réponse au LPS, I'expression de I'INOS est étudiée au niveau transrationnel en quantifiant les

niveaux d'/ARNm. L'expression de I'INOS induite par le LPS a été significativement atténuée
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dans les cellules prétraitées avec I'I'VAE (Figure); cependant, un effet significatif n'a été observé

que lorsque les cellules étaient traitées avec 100 ug/ml d'I'VAE (Lounis et al. 2018a).
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Figure 13 : Les niveaux d'expression de 'ARNmM d'iNOS ont été déterminés par analyse RT-
PCR. Les données présentées sont la moyenne = S.E.M. de différents échantillons. *p<0,05 et

**p<0,01 ont été comparés au LPS- cellules stimulées. IVAE Inula viscosa extrait aqueux.

Dans le méme ensemble d'expériences, I'I'VAE n'a montré aucun effet sur I'expression de TLR-
4, MyD88 et TNF-a en réponse a la stimulation par le LPS pendant 18 heures (Tableau) (Lounis
et al. 2018a).
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Tableau 3: Effets de I''VAE sur I'expression de I'ARNm de TLR-4, MyD88 et TNF-a induit
par le LPS dans les cellules J774A.1(Lounis et al. 2018a)

Extrait | contrdle | LPS LPS+ LPS+ LPS+ LPS+
de Opg/ml 0.1pg/ml 1pg/ml 10pug/ml 100pg/ml
plante
TLR-4, % | IVAE 100 74.65+4.30 | 44.94+4.90 | 50.13+3.87 | 46.10+17.77 | 88.95+24.94
de
controle
MyD88, | IVAE 100 113.68+11.3 | 56.70+11.6 | 46.26+14.1 | 44.66+19.55 | 81.05+9.56
% de
controle
TNF-a,% | IVAE 100 189.93+23.9 | 128.08+83 | 93.18+27.8 | 152.45+48.9 | 242.95+20.4
de
contréle

e (Edeme de la patte de souris induit par la carraghénane

Le modéle d'cedéme de la patte de souris induit par la carraghénane a été utilisé pour évaluer

I'effet anti-inflammatoire in vivo des extraits a la dose de 200 mg/kg et les résultats sont résumés

dans la figure .

Les résultats ont montré que l'injection de carragheen a stimulé une

inflammation locale et a induit un cedéme des tissus de la patte, qui était le plus prononcé apres

6 heures. Aprés 3 heures, le traitement par diclofénac, un médicament anti-inflammatoire

standard, a atténué de maniére significative les signes d'inflammation (p < 0,1), et cet effet était

encore plus prononcé apres 6 heures (p < 0,001). L'IVAE a modérément inhibé 1'cedéme de la

patte de souris induit par le carragheen aprés 6 heures (Lounis et al. 2018a).
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Figure 14 : Effet de I''VAE sur la circonférence de la patte chez les souris témoins et
expérimentales. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM de six souris. Les médicaments
ont été administrés par gavage 1 heure avant l'injection sous-plantaire de 0,1 ml de carragheen
(1% p/v dans du sérum physiologique a 0,9 %) ; *p < 0,05. **p < 0,01 et ***p < 0,01 ont été

comparés au témoin.
1.4 Discussion sur les résultats obtenus

Dans les cellules macrophages, lorsque le LPS se lie a TLR-4, cela active la voie de
signalisation dépendante de MyD88 de TLR-4. En conséquence, des cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-a, I'IL-12 et les ROS (Nagy 2003) sont produites. Le NO,
produit par la iINOS, joue également un réle essentiel dans les réactions inflammatoires des
macrophages activés (Pokharel et al. 2007; Tilg et Moschen 2010; Spruss et al. 2011).

Pour étudier I'effet anti-inflammatoire potentiel de I''VAE, nous avons induit des cellules
macrophages J774A.1 avec le LPS. Les résultats ont montré que I'IVAE réduit
significativement la production de NO dans les cellules J774A.1 activées et diminue
I'expression de la iINOS. Ces observations suggerent que cette réduction du NO peut étre due a

la suppression de I'expression de I'ARNm de la iINOS et a lI'action antioxydante de I'IVAE.

IIs ont également évalué I'effet de I'I VAE sur les cytokines pro-inflammatoires TNF-o et TLR4
MyD88 dans les cellules J774A.1 stimulées par le LPS, mais les extraits n‘ont pas influencé

leur expression.

Un autre modele standard pour tester les médicaments anti-inflammatoires est I'étude de
'eedéme de la patte postérieure induit par la carragheen. Dans cette étude, les chercheurs ont

utilise ce modele pour déterminer la phase aigué de I'inflammation. . La carragheen est un agent
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inflammatoire puissant, et cet cedéme de la patte est un modele bien connu largement utilisé

pour évaluer de nouveaux composeés anti-inflammatoires.

Nos analyses statistiques ont révelé que I''VAE a 200 mg/kg et le diclofénac a 50 mg/kg
inhibent significativement I'cedéme de la patte induit par la carragheen. Cette constatation
suggére que I''VAE pourrait inhiber I'expression de I'iINOS et la production de NO, comme
observé dans le modele de cellules de macrophages. Cette inhibition pourrait expliquer la
réduction de I'edéme. Cependant, il est intéressant de noter que I'lVAE n'a montré une
inhibition significative qu'apres six heures d'administration de la carragheen, contrairement au
diclofénac qui a montré une inhibition dés les trois premieres heures. Cela peut étre expliqué
par les propriétés pharmacocinétiques des meétabolites actifs et du diclofénac, car la

biodisponibilité de ce dernier est plus élevée.

En résumé, nos résultats suggérent que I'I\VAE présente un potentiel anti-inflammatoire élevé
en réduisant la production de NO et en inhibant I'expression de la iINOS. Cependant, des
recherches supplémentaires sur les mécanismes d'action et les propriétés pharmacocinétiques
de I''VAE sont nécessaires pour mieux comprendre son efficacité et son potentiel clinique en
tant qu'agent anti-inflammatoire. Ces résultats ouvrent des perspectives intéressantes pour

l'utilisation de I'l'IVAE comme traitement naturel contre les maladies inflammatoires.

Comparaison des résultats

e pour P’activité antioxydant :

Dans la premiere étude L'I'\VAE (extrait d'Inula viscosa) a montré une forte capacité a
neutraliser les radicaux DPPH" et ABTS-+ avec des valeurs IC50 respectives de 11,4 = 1,28
ug/ml et 11,25 + 2,03 pg/ml. Similairement a la 2éme étude qui a également montré une forte

activité antioxydante contre DPPH" et ABTS-+.

Par apport a la concentration des compositions chimique de la plante il est remarquable que
L'IVAE soit riche en polyphénols, tanins et présente une présence modérée de flavonoides.
Les glucosides (terpénoides) étaient également présents, en particulier dans I'extrait
méthanolique et aqueux ; la deuxieme étude montrent un accord avec 1’étude précédent, il a
révelé des concentrations plus élevées de polyphenols totaux dans I'IVAE. Les feuilles ont

montré les concentrations les plus élevées en polyphénols totaux par rapport aux tiges.



Chapitre 3 Activité anti-inflammatoire d’Inula viscosa

e pour Pactivité anti-inflammatoire :

Les observations des études menées sur I'Inula viscosa (IVAE) révélent des correspondances
avec les conclusions d'autres recherches dans le domaine de I'évaluation de l'activité anti-
inflammatoire des extraits de plantes. Cependant, il convient de noter que les effets peuvent
fluctuer en fonction de la plante examinée et de sa composition chimique. Voici une synthése

comparative des résultats obtenus avec d'autres investigations similaires :

1. Impact sur la production de NO : Des études analogues portant sur divers extraits de plantes
ont également témoigné d'une capacité a réduire la production de I'oxyde nitrique (NO) en
réponse a des agents inflammatoires. Cette tendance suggere un potentiel anti-inflammatoire,
mais il est primordial de considérer que I'efficacité peut varier en fonction de la source végétale

et de la concentration de I'extrait employé.

2. Influence sur I'expression génique liée a I'inflammation: De nombreuses plantes médicinales
ont fait I'objet d'études visant a évaluer leur aptitude & moduler lI'expression des génes associés
a l'inflammation, notamment I'iNOS, le TNF-a, le TLR-4 et le MyD88. Les résultats démontrent
fréguemment une régulation a la baisse de I'expression de ces genes, ce qui sous-entend une

contribution a l'effet anti-inflammatoire.

3. Mod¢le murin d'cedéme induit par la carraghénane: L'utilisation de modéles murins d'cedéme
demeure courante pour évaluer I'effet anti-inflammatoire des extraits végétaux. Plusieurs
extraits ont présenté une aptitude a atténuer 1'cedéme induit par divers agents inflammatoires,

bien que I'ampleur de cet effet puisse varier.
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Conclusion et prescriptives

Conclusion

Dans l'ensemble, les résultats de notre étude théorique sur I'Inula viscosa suggerent que cet
extrait présente des activités anti-inflammatoires et antioxydantes potentielles, soutenant ainsi
son intérét en tant que source prometteuse d'agents thérapeutiques pour combattre les effets
nocifs du stress oxydatif et de I'inflammation. Pour poursuivre la recherche dans cette direction

prometteuse, plusieurs perspectives et directives futures peuvent étre envisageées :

Premierement, les résultats encourageants obtenus jusqu'a présent incitent a la poursuite de la
recherche sur les composés spécifiques présents dans I'lnula viscosa. Une meilleure
compréhension des mécanismes d'action de ces composés permettrait de renforcer leur potentiel
en tant que traitements anti-inflammatoires et antioxydants, ouvrant ainsi la voie a de nouvelles

approches thérapeutiques pour les maladies inflammatoires.

Deuxiemement, pour consolider les preuves concernant l'activité antioxydante de I'Inula
viscosa, il serait bénéfique d'évaluer cette activité in vitro a l'aide de tests complémentaires. Les
dosages des marqueurs du stress oxydant permettraient de fournir des données plus
approfondies et précises sur I'effet antioxydant de cet extrait, renforcant ainsi la crédibilité de

son utilisation potentielle comme agent thérapeutique.

Enfin, des études supplémentaires devraient étre menées pour explorer I'efficacité de I'lInula
viscosa dans d'autres modeles inflammatoires, afin d'élargir son champ d'application et de
déterminer ses limites d'utilisation. Ces études pourraient également inclure des évaluations de
la toxicité potentielle de I'extrait, ainsi que des études pharmacocinétiques pour optimiser les

prescriptions et les posologies.

En conclusion, notre étude théorique sur I'lnula viscosa a révélé des propriétés anti-
inflammatoires et antioxydantes prometteuses. Les perspectives futures de recherche sur cette
plante résident dans la poursuite de I'exploration de ses composés actifs, I'évaluation in vitro de
son activité antioxydante et l'approfondissement de ses applications thérapeutiques dans
differents modéles inflammatoires. Ces efforts pourraient ouvrir de nouvelles opportunités dans
la recherche de traitements naturels contre les maladies liées a I'inflammation et au stress

oxydatif.
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Résumé

Notre étude théorique porte sur I'activité antioxydante et anti-inflammatoire de la plante Inula viscosa, afin
d'explorer les composants et les propriétés bénéfiques de cette plante en termes de protection contre les
dommages oxydatifs et I'inflammation.

De part, les extraits d'Inula viscosa ont démontré une activité anti-inflammatoire importante, attribuable a
la présence de composés bioactifs tels que les polyphénols, les flavonoides et les tanins condensés. Ces
composés ont la capacité de neutraliser les radicaux libres, d'inhiber les enzymes pro-inflammatoires et de

réguler les voies de signalisation impliquées dans I'inflammation.

Selon les études, I'lInula viscosa présente une richesse en polyphénols, tanins et flavonoides modérés, ainsi
que des glucosides, surtout dans les extraits méthanolique et aqueux. Une concentration élevée de
polyphénols totaux, particulierement dans les feuilles, est confirmée par des autres études ; d’autre part les
études suggerent que I'Inula viscosa (IVAE) posséde des propriétés anti-inflammatoires potentielles en
réduisant la production de NO, en modulant I'expression de I'iNOS et en atténuant 1'eedéme dans un modéle
murin d'inflammation induite par la carraghénane. Cependant, les effets sont plus marqués a une
concentration de 100 pg/ml d'IVAE. Ces résultats indiquent un potentiel thérapeutique de I'I'VAE dans la

modulation de la réponse inflammatoire.

Ces résultats renforcent le potentiel de I'lnula viscosa comme source naturelle de composés bénéfiques pour
des applications médicinales et nutraceutiques variées et pourrait étre utilisée comme une source naturelle

d'antioxydants et d'agents anti-inflammatoires.
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