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Introduction

Introduction

L'inflammation est un processus habituellement bénéfique : son but est d'éliminer
I'agent pathogene et de réparer les lésions tissulaires. Parfois l'inflammation peut étre
néfaste du fait de l'agressivité de l'agent pathogene, de sa persistance, du siege de
I'inflammation, par anomalies des régulations du processus inflammatoire, ou par anomalie
guantitative ou qualitative des cellules intervenant dans l'inflammation. Cependant,
I’utilisation de substances chimiques de synthése anti-inflammatoires ou antioxydantes est
accompagnée toujours d’effets secondaires indésirables, alors que I’utilisation de composés

phytochimiques s’avére utile et sans effets secondaires.

La phytothérapie a été utilisée depuis des siécles pour traiter les affections. Les
tisanes, décoctions, emplatres ont été utilisés avec succes. En Algérie, les plantes sont
utilisées depuis longtemps et leur utilisation s’inspire d’expériences des populations ainsi
que de la médecine arabe classique. Cependant, cette utilisation ne suit pas des réegles

précises et ne tient pas compte des nouvelles nécessitees de la thérapeutique actuelle.

Beaucoup d’études se sont intéressées a 1’é¢tude des plantes utilisées en médecine

traditionnelle.

C’est dans ce but s’inscris notre travail qui consiste a évaluer I’activité anti-
inflammatoire in vivo et in vitro des extraits bruts des feuilles d’Inula viscosa L, connu en
Algérie sous le nom de Maghraméne. A notre connaissance, il n’existe pas des précédents

travaux sur ’activité anti-inflammatoire in vivo d’Inula viscosa,

Notre travail sera en trois parties ; nous abonderons dans une premiere partie une
étude bibliographique qui regroupe trois chapitres dont le premier concerne de
I’inflammation. Le deuxieme chapitre est consacré de La phytothérapie et les plantes
médicinales. Nous donnerons dans le troisieme chapitre une étude botanique detaillée de la

plante étudiée.

La deuxiéme partie décrit le matériel et les méthodes utilisées dans ce travail qui

porte sur :



Introduction

Les tests phytochimiques des feuilles de la plante.
Préparation des extraits bruts par I’extraction Solide —Liquide (ESL).

Dosage des phénols et des flavonoides totaux.

Y V VYV V

Une étude de I’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits de cette plante, par
deux méthodes : L’inhibition de la dénaturation des protéines et la stabilisation de
la membrane des globules rouges humains.

» Une étude de I’activité anti-inflammatoire in vivo des extraits de cette plante par un
modéle d’inflammation aigué, cedéme de la patte des souris induit par la

carragénine.

Enfin dans la troisieme partie nous présenterons les résultats obtenus et leurs

discussions et en termine par une conclusion genérale.
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L’inflammation

1. L’inflammation

La réponse inflammatoire est une réponse adaptative engendrée en réponse a des
stimuli nocifs telle qu’une infection ou une agression tissulaire. Elle nécessite une régulation
fine, généralement bénéfique, elle conduit a I’¢limination d’éventuels pathogénes et au retour
a I’homéostasie du tissu 1ésé. Une régulation défectueuse peut engendrer des dommages
irréversibles. Une réponse insuffisante conduit a une immunodéficience pouvant entrainer une
infection secondaire ou méme un cancer. Exacerbée, au contraire, elle augmente la morbidité
et la mortalité dans des pathologies comme I’arthrite rhumatoide, la maladie de Crohn ou
encore le diabéte. Mal contrdlée, I’inflammation peut s’étendre au reste de I’organisme via la
circulation sanguine. Elle peut alors conduire a des dommages tissulaires irréversibles locaux
ou genéralises, parfois a un choc septique entrainant dans les cas les plus graves le déces
(Nathan, 2002; Barton, 2008).

La réponse inflammatoire est associée au systeme immunitaire, qui peut étre divisé en
deux branches interconnectées. L’ immunité innée est la plus ancienne. Elle est présente chez
tout organisme pluricellulaire. Les cellules du systéeme immunitaire inné possédent des
récepteurs PRR et des voies de signalisation hautement conservés pour détecter et réagir face
a une infection ou a une blessure. La détection de ces signaux exogenes d’origine
microbienne, les PAMPs, ou endogénes, les alarmines, va conduire a I’initiation de la cascade
inflammatoire et a ’activation d’une réponse immunitaire acquise ou adaptative (Barton,
2008; Medzhitov, 2008). La réponse inflammatoire se déroule en quatre étapes : la
reconnaissance des signaux de danger, le recrutement de cellules sur le site d’infection,
I’¢limination du pathogene et la résolution de I’'inflammation conduisant a un retour a
I’homéostasie et a la cicatrisation du tissu lésé. En absence d’une résolution, s’installe une

inflammation chronique (Barton, 2008).
I.1. L’inflammation aigue

Il s'agit de la réponse immédiate a un agent agresseur, de courte durée (quelques jours
a quelques semaines), d'installation souvent brutale et caractérisée par des phénomeénes
vasculoexsudatifs intenses. Les inflammations aigués guérissent spontanement ou avec un
traitement, mais peuvent laisser des sequelles si la destruction tissulaire est importante

(Charles et al., 2010). L’ inflammation aigue Se constitue en trois phases :
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1.1.1. Phase vasculaire

Il s’agit d’une vasoconstriction artériolaire, trés bréve de quelques secondes. Elle est
due a I’action du systéme sympathique, et est trés rapidement ressentie puisque douloureuse,
expliquée par la libération d’histamine, de sérotonine et de kinine, ’excitabilit¢ des
terminaisons nerveuses en est la conséquence et va conforter le processus douloureux. Cette
constriction n’est pas innocente sur les plaquettes présentes dans la circulation, laquelle est
perturbée. Ces plaquettes vont alors s’activer. Tres vite a cette vasoconstriction, va faire suite
une vasodilatation des vaisseaux sanguins. Le débit local est augmenté et la perméabilité des
capillaires est exacerbée, ce qui explique I’extravasion des cellules sanguines (diapédese)
(Figure 1). Ce qui explique en partie la constitution de la chaleur et de la rougeur. La
migration des cellules s’accompagne d’un transfert de plasma qui crée 1’cedéme (Kumar et

al., 2007).
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Figure. 1: Formation du transsudat et d’exsudat (Kumar et al., 2007).
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1.1.2. Phase cellulaire (recrutement des leucocytes)

Les phénomeénes vasculo-exsudatifs initiaux permettent l'arrivée dans le foyer
inflammatoire des leucocytes. Les premiers sur place (environ 6 heures) sont les
polynucléaires. Le plus souvent, les polynucléaires sont progressivement remplacés sur le site
inflammatoire par les cellules monocytes. Parmi celles-ci, les macrophages ont pour fonction
d'assurer la détersion grace a leur capacité de phagocytose. Il s'y associe des lymphocytes et

des plasmocytes qui participent a la réponse immune spécifique de I'antigéne (Nathan, 2002).

L’afflux des cellules, fait que celles-ci vont d’abord se marginaliser sur le site de
I’agression en environ 30 minutes. C’est & ce moment qu’on pourra constater « in situ » la
présence de polynucléaires neutrophiles, lesquelles sont plaqués le long des cellules
endothéliales de 1’endroit concerné. Ces cellules vont traverser la paroi, grace & de nombreux
facteurs attractants comme 1’IL8, C5a et LTB4 (Figure 2). Ces cellules vont en effet ingérer
les éléments 1ésés. Cette fonction n’est pas simple. Elle repose sur la dégranulation des
composants internes de la cellule. Ceci conduit a la sécrétion des protéases (élastase et
collagénase), et la libération des radicaux libres. Les PMNSs vont contribuer a 1’éradication des
corps étrangers (s’il y a lieu) ou des tissus 1ésés (en cas de traumatisme par exemple). Dans ce
type de situation, la réaction va s’arréter mais ceci n’est pas toujours le cas et les macrophages
dont le pouvoir phagocytaire est important, vont intervenir. Ceci constitue le passage de la
réaction inflammatoire proprement dite a la réaction immunitaire et la mise en place des

processus inhérents (Charles et al., 2010).
1.1.3. Phase de résolution

La phase de résolution, dite de réparation, dépond du degré des lésions tissulaires. En
effet, dans les conditions les plus favorables, les agents agresseurs sont éliminés par les
PMNs, et les produits de dégradation ainsi que les débris cellulaire sont phagocytés par les
macrophages. Les macrophages vont alors sécréter des cytokines et des médiateurs qui vont
induire la phase de cicatrisation et de régénération tissulaire. Le retour a un état physiologique
consiste dans un premier temps en la réparation de I’endothélium par les cellules endothéliales
elles-mémes, ces cellules pouvant produire et remodeler les élements de leur stroma
(collagéne de type I et 111) ou de leur lame basale (collagéne de type IV et V, laminine). Si
I’atteinte est plus séricuse et entraine une destruction du tissu atteint, d’autres cellules vont
intervenir pour réparer le nouveau tissu. Les macrophages vont participer a I’angiogenése,

mais ce sont surtout les fibrocytes puis les fibroblastes qui vont produire les protéines
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matricielles des tissus intercellulaires, comme le collagene, la fibronectine et la laminine pour
permettre la reconstruction des tissus. Le systéme de I’angiogenése est ainsi remis au repos et
la réaction inflammatoire peut s’éteindre (Weill et al., 2003).

Activation d’integrin Migration a travers

Roulement par les chemokines Adhésion stable I’endothelium
Leukocyte Qﬂ\— Sialyl-Lewis X-modified glycoprotein
d/ =— Integrin (low affinity state)
Integrin (high-
affinity state)
PECAM-1

(CD31)

é q Integrin ligand
Proteoglycan (ICAM-1)

P dq ?
: Chemokines
Cytokines

(TNF, IL-1) Macrophage

with microbes ,
Fibrin and fibronectin
(extracellular matrix)

Figure. 2 : Processus de migration des neutrophiles a travers les vaisseaux sanguins (Kumar
etal., 2007).

I.2. I’inflammation chronique

Morphologiquement, [l'inflammation chronique est définie par la présence de
lymphocytes, macrophages, et plasmocytes dans les tissus. Dans de nombreux cas, la réponse
inflammatoire chronique peut persister pendant de longues périodes (plusieurs mois ou
années). Elle est considérée comme étre causé par 1’engagement persistant des réponses de
I’immunité innée et acquise, comme dans la polyarthrite rhumatoide, rejet de I'allogreffe
chronique, dans la beérylliose, et dans I'inflammation granulomateuse. Il est prouvé que les
macrophages dans ces lésions produisent une série de médiateurs pro-inflammatoires qui
activent les fibroblastes pour fixer le collagéne et activer les autres macrophages et
lymphocytes pour libérer des médiateurs responsables des réponses inflammatoires.
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L’inflammation chronique est initialement déclenchée par des réponses vasculaires qui
impliquent I'apparition de molécules d'adhésion sur la surface des cellules endothéliales qui
vont spécifiqguement entrainer I'adhésion des lymphocytes et des monocytes, et permettent
leur transmigration dans le compartiment extravasculaire (Charles et al., 2010). Tout comme
dans la réponse inflammatoire aigué, les lymphocytes et les monocytes, subissent un
processus d'activation qui favorise I'adhérence et la transmigration de ces cellules dans le
compartiment extravasculaire. En tout type de réponse inflammatoire, les différences entre les
types de molécules d'adhésion exprimées sur les cellules endothéliales détermineront le type

de leucocytes qui migrent (Nourshargh et al., 2006; Charles et al., 2010).
1.3. Médiateurs solubles et cellulaires de I'inflammation
1.3.1. Médiateurs solubles

Certains de ces meédiateurs existent sous forme inactive, avant toute lésion tissulaire,
cette derniére ne faisant qu'activer ces molécules; d'autres sont synthétisés ou libérés a partir
de différentes populations cellulaires. Leurs actions sont multiples, souvent redondantes et
integrent les voies de la coagulation, de I'immunité innée, de I'nématopoiese et du systeme
nerveux (Kumar et al., 2007; Charles et al., 2010 ).

Les protéases plasmatiques comprennent le complément (activation par la voie
classique ou par la voie alterne en fonction des stimuli, produisant des fragments
chémoattractants tels que le C3a et le Cba), les kinines dont la cascade est initiée par
différentes lésions tissulaires exposant du collagene ou des membranes basales et permettent
d'activer le facteur XII, enfin des facteurs protéiques de coagulation et de fibrinolyse activant
également le facteur XII qui génére de la plasmine, elle-méme responsable de la production
de médiateurs inflammatoires (Charles et al., 2010). Le tableau 1 résume 1’origine et les

effets des plus importants médiateurs chimiques de 1’inflammation.
1.3.2. Médiateurs cellulaires de I'inflammation aigué

Plusieurs types cellulaires interviennent dans la réaction inflammatoire. Les cellules
les plus importantes sont les PMNs qui sont attirés au niveau des lésions tissulaires par la
présence des médiateurs précoces de l'inflammation (leucotriénes, C5a). Cette attraction
nécessite au préalable des interactions entre les cellules endothéliales et les neutrophiles qui,
en plusieurs étapes, établissent des contacts grace a des molécules d'adhésion (CD62 L,

CD11, CD18) qui se lient a des protéines membranaires des cellules endotheliales (Kumar et
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al., 2007). Dans le site inflammatoire, ces polynucléaires neutrophiles s'activent et
dégranulent, en réponse a différents médiateurs solubles déja évoqués (C5a, leucotriénes,
facteurs d'activation des plaquettes, histamine), augmentent leur production d'enzymes
oxydatives et leur capacité a phagocytoser sous l'effet des leucotriénes, de facteurs de
croissance hémopoiétiques tels que le G-CSF et le GM-CSF, du TNF et de I'Interleukine 8
(Charles et al., 2010).

D'autres cellules sont attirées sur le site de l'inflammation et participent a la
constitution de [l'infiltrat inflammatoire : les monocytes migrent et deviennent des
macrophages actives capables de phagocytose, de production de protéines antibactériennes et
de médiateurs proinflammatoires. Les éosinophiles sont également recrutés au site de
I'inflammation aigué, en particulier lorsque celle-ci est le fait d'une réaction allergique
respiratoire, gastro-intestinale ou cutanée. Les plaquettes contribuent au processus
inflammatoire par la libération de nombreux médiateurs incluant le fibrinogéne, le
plasminogéne, des protéases plasmatiques ainsi que de la sérotonine. Enfin, les lymphocytes
B et T produisent les cytokines proinflammatoires, initient la réponse immunitaire adaptative
et contribuent a l'activation des PMNs par la production d'immunoglobulines par les B-
lymphocytes (Kumar et al., 2007; Charles et al., 2010).

Tableau. 1: Origines cellulaires et effets des principaux médiateurs impliqués dans le

développement de la réaction inflammatoire (Rankin, 2004 ; Male et al., 2007).

Meédiateurs Origine Actions
Histamine Mastocytes, basophiles, Assure la vasodilatation, augmente la
éosinophiles et plaquettes. | perméabilité ~ vasculaire, induit
I’expression des molécules
d’adhésion sur I’endothélium
vasculaire.
Sérotonine Mastocytes et plaquettes. | Augmente la perméabilité vasculaire,

dilate les capillaires et stimule la

contraction des muscles lisses.

Facteur activateur des | Plaquette,  neutrophiles, | Assure la vasodilatation, augmente
plaquettes (PAF) monocytes et cellules | I’adhésivité de la paroi vasculaire,
endothéliales. stimule la broncho constriction,

I’aggregation des plaquettes et la
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libération des médiateurs qu’elles
renferment, induit la production des
EOR et la libération des enzymes
lysosomiales par les neutrophiles, les

éosinophiles et les macrophages.

Kalicréine Présente dans le plasma Transforme et active le systeme des
Kinines
Plasmine Présente dans le plasma Clive le composant du complément

C3 pour générer le C3a et le C3b

Leucotriénes : Essentiellement par les | Augmentent la perméabilité des
LTC4, LTD4, LTE4 | leucocytes micro- vaisseaux.

LTB4 Essentiellement par les | Augmente la perméabilité vasculaire
leucocytes et le flux sanguin local, induit la
libération des enzymes lysosomiales
et la production des EOR et attire et

active les cellules inflammatoires.
Prostaglandine E2 | Essentiellement par les | Provoque la vasodilatation, renforce

leucocytes

I’action de I’histamine, de la

bradykinine et des leucotrienes,
augmente la sensitivité des neurones

et est responsable de la douleur.

Bradykinine Présente dans le plasma | Accroit la  vasodilatation, la
sous forme de | permeabilité vasculaire et stimule la
Kininogénes. contraction des muscles lisses.
Facteur de Hagman | Présent dans le plasma et | Impligué dans la cascade de
(XI11) est activé par 1’adhésion | coagulation.
des plaquettes.
Thrombine Présente dans le plasma Catalyse la  transformation du

fibrinogene en fibrine et induit la
libération de la sérotonine des

plaguettes.
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Fibrine Présente dans le plasma, | Intervient dans la formation du caillot
formé a  partir  du | sanguin.

finbrinogéne

IL-8 Monocytes, macrophages, | Active le  chimiotactisme  des
plaquettes et lymphocytes. | neutrophiles, des monocytes et des
macrophages. Induit la libération des
enzymes  lysosomiales et la
production des EOR. Intervient dans

la réparation tissulaire

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

Cbha Fraction C5 du | Provoque la dégranulation des
complément inactif mastocytes et des neutrophile, exerce

un effet chimiotactique en vers les
phagocytes et stimule la contraction

du muscle lisse

I.4. Pathologies inflammatoires

De nombreuses maladies inflammatoires sont liées a des mécanismes considérés
comme dysimmunitaires, a savoir les maladies auto-immunes systémiques et localisées, les
maladies auto-inflammatoires, les affections inflammatoires de mécanisme indéterminé
notamment, des affections iatrogenes ou paranéoplasiques dont le mécanisme n'est pas auto-

immun (Charles et al., 2010). Quelques exemples sont rapportés dans le tableau 2.

Tableau 2. Exemples de maladies liées a I’inflammation (Nathan, 2002).

Origine Types de maladie
Artériosclérose
Désordres dans lesquelles le role Arthrose
pathogénique principal revient a Asthme
I’inflammation. Polyarthrite rhumatoide
Eczéma
Maladie de Crohn (MC)
Goutte
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Thyroidite d'Hashimoto
Maladie d’Alzheimer

Lupus érythémateux disséminé

Hépatite C
Maladies d’origine infectieux dans lesquelles Tuberculose
I’inflammation contribue dans la pathologie. Tuberculose

Dysenterie bactérienne

Maladies d’origines divers dans lesquelles la Cirrhose hépatique poste virale ou
fibrose poste inflammatoire est la cause alcoolique

principale de la pathologie. Fibrose pulmonaire idiopathique
Bilharziose

1.5. Anti-inflammatoires
1.5.1. Anti-inflammatoire non stéroidiens

Les anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) sont une des classes thérapeutiques les
plus utilisées dans le monde en raison de leurs propriétés anti-inflammatoires, anti-pyrétique

et antalgiques. Actuellement, il y a plus de 50 différents AINS sont sur le marché mondial.

Le mécanisme d’action des AINS a été précisé par les travaux de Vane en 1971, il
repose en grande partie sur I’inhibition compétitive, réversible ou non, de la cyclooxygénase,
enzyme qui permet la production de prostaglandine a partir de 1’acide arachidonique. Cette
caractéristique commune a tous les AINS conduit a une diminution de la production des
prostaglandines (notamment la PGE2 et la PGI2), importants médiateurs de I’inflammation
(Figure 3). Méme si d’autres modes d’action existent, cette activité explique largement les
propriétés pharmacologiques et thérapeutiques des AINS, mais aussi une partie de leurs effets
secondaires en raison du role ubiquitaire et des fonctions physiologiques des prostaglandines
(Nicolas et al., 2001). Ainsi, la production exagerée de prostaglandines en situation
pathologique participe a I’inflammation (vasodilatation, augmentation de la perméabilité
capillaire) et a la douleur (sensibilisation des nocicepteurs) alors que sa production basale
permet 1’homéostasie tissulaire (production de mucus, de bicarbonates et maintien du flux
sanguin sous muqueux gastrique, maintien de I’hémodynamique rénale en cas

d’hypoperfusion en particulier). L’inhibition de la synthése des prostaglandines par les AINS
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semblait donc, jusqu’a récemment, devoir obligatoirement s’accompagner d’effets favorables

et delétéres (Blain et al., 2000).

Phospholipides membranaires
\\’__"
Hydroperoxydes £ Acide arachidonique =
’ ‘ i Réactions catalysées
o v par les cyclooxygénases
Leucotriénes PGG2 oA
&
PGH2 —_— AINS
Prostaglandines ; - "
) S : Prostacvcline PGI2 Thromboxane A2
PGD2, PGEL, PGFla )

Figure. 3: Mécanisme d’action des AINS (Nicolas, 2001).
1.5.2. Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) constituent une vaste famille de
médicaments dérivés du cortisol, principal glucocorticoide surrénalien (Nicolas et al., 2001).
Les glucocorticoides sont des substances dérivées du cholestérol, dont la production est

stimulée par I’ACTH libérée selon un cycle nycthéméral par le lobe antérieur de I’hypophyse.

Dans les tissus cibles, les glucocorticoides se fixent a leurs récepteurs des
glucocorticoides (GR) du cytoplasme de la cellule. Apres quoi, le complexe récepteur-ligand
formé pénetre dans le noyau cellulaire ou il se fixe & de nombreux éléments de réponse aux
glucocorticoides dans la région du promoteur des géenes-cibles. Le récepteur, ainsi fixé a la
molécule d'ADN interagit avec les facteurs de transcription basiques, provoquant une
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augmentation de I'expression génique de génes-cibles spécifiques. Ce processus est appelé
transactivation et conditionne la plupart des effets secondaires métaboliques et
cardiovasculaires des glucocorticoides (Figure. 4).

Le mécanisme opposé est appelé transrépression. Le récepteur hormonal activé
interagit avec des facteurs de transcription spécifiques et prévient la transcription des genes-
cibles. Les glucocorticoides sont capables d'empécher la transcription de tous les génes

immuns, incluant celui codant IL-2 (Barnes, 1998).

Les glucocorticoides ordinaires ne font pas de différence entre la transactivation et la
transrépression, et influencent a la fois les génes immuns "voulus" et ceux "non voulus"
régulant les fonctions métaboliques et cardiovasculaires. Actuellement, les efforts de
recherche visent a découvrir des glucocorticoides agissant selectivement qui seraient capables

de ne réprimer que le systeme immunitaire (Henzen, 2003).

‘ | Cell membrana

] Lipocortin-1
0;-Adrenoceptors

GR l
& @ n’nj) Cytokines
INOS
D mANAN T\ COX-2
& JI.-—'
hspo0 . o\ * LI LI I . \ﬁ)ﬁnﬁ

¢

2
& ’
—_— i Sterold-responsive
Nucleus +GRE nGRE target genes

Figure. 4 : Mécanisme d’action des glucocorticoides (Barnes, 1998).
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1.5.3. Anti-inflammatoires d’origine végétale

Les plantes anti-inflammatoires regroupent des espéces de diverses familles dont les
principes actifs présumés responsables de I’activité anti-inflammatoire sont de nature

chimique variée. Dans ce contexte, plusieurs exemples de plantes peuvent étre cites:

e Curcuma longa (curcuma) contient un pigment jaune appelé curcumine, un
polyphénol qui inhibe la production de la prostaglandine E2 et 1’expression de la
cyclooxygénase 2. Le curcumine inhibe aussi 1’expression des génes de L’IL-6 et de
L’IL-8 et diminue de manic¢re dose dépendante la production de monoxyde d’azote
(NO) et I’expression de 1’enzyme NO Synthase (NOS) inductible (Jurenka, 2009). Le
curcumine inhibe également le facteur nucléaire kappa-B (Aggarwal et al., 2008).

e Zingiber officinale (gingembre) contient un grand nombre de constituants; gingerol,
betacarotene capsaicin, acide caféique et curcumine, dont [P’activité anti-
inflammatoire est bien évidente. Les extraits du rhizome du gingembre sont de
puissants inhibiteurs de la synthése des prostaglandines et des leucotrienes, comme ils
inhibent la production du TNF-a en agissant sur I’expression des geénes (Setty et
Sigal, 2005).

e Baccharis trimera (Guayapi Tropical), une plante médicinale utilisée pour le
traitement du rhumatisme. Elle contient un diterpenoide qui montre une inhibition
importante de la phospholipase A2 (Januario et al., 2004).

e Arnica montana (Arnica) est également trés utilisée pour le traitement des cedémes et
des meurtrissures. Son effet anti-inflammatoire revient a ces sesquiterpenes lactones
tel que le helenaline et le dihydrohelenaline qui inhibent 1’activation du facteur de
transcription du Facteur nucléaire kappa-B, impliqué dans la transcription de
médiateurs pro-inflammatoires (Wiart, 2006).

e Harpagophytum procumbens est une plante issue de la médecine traditionnelle
africaine. Son activité anti-inflammatoire a été largement investiguée in vivo et in
vitro. Cette plante réduit significativement 1’cedéme de la patte induit par le
carragénine (Catelan et al., 2006). Elle inhibe la synthese des eicosanoides, comme
elle inhibe la production du TNF-a par les monocytes humains. Elle réduit également
la production de la myelopéroxydase par les neutrophiles et bloque la synthése de la
prostaglandine E2 (Setty et Sigal, 2005).
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De plus, d’autres exemples sont cités dans le tableau 3 :

Tableau. 3. Exemples de plantes médicinales douées d’activités anti-inflammatoires (Barnes,

1998).
Nom Famille Partie Nom commun Utilisation
scientifique utilisée
Zingiber Zingiberaceae |Rhizome Gingembre arthrose, migraine,  douleurs
officinale rhumatismales
Helleborus Ranunculaceae | Racines Lenten-rose Oedemes, douleurs rhumatismales
orientalis
Urtica dioica | Urticaceae Feuilles, Ortie Rhinite  allergique, eczéma
Racines goutte, douleurs rhumatismales

Laurocerasus |Rosaceae Feuilles Laurier Fievre, pharyngite, douleurs
officinalis R. d’estomac, hémorroides
Curcuma longa |Zingiberaceae |Rhizome Curcuma Douleurs rhumatismales, lupus

systémique, psoriasis, infections

rénales
Nerium Apocynaceae | Fleures Laurier rose Douleurs, maux de téte
oleander L.
Harpagophytum | Pédaliacées Tubercule Griffe du | Arthrose, lombalgie, neuvralgie,
procumbens diable maux de téte, fievre
Rhododendron | Ericaceae Feuilles Rhododendron | Oedémes, états grippaux, mal de
ponticum L. pontique dents
Juglans regia L. | Juglandaceae | Feuilles, Noyer Douleurs rhumatismales, fiévre,

fruits commun eczéma. Malaria

Oenothera Onagraceae Graines Onagre Douleurs rhumatismales,
biennis bisannuelle
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Plantes médicinales et inflammation

Le mot "phytothérapie™” se compose étymologiquement de deux racines grecques :

phuton et therapeia qui signifient respectivement "plante™ et "traitement".

C’est une thérapeutique qui utilise les plantes ou formes galéniques dérivées de
plantes excluant les principes d’extraction puis isolés des plantes. Ainsi de nombreuses
formes galéniques peuvent étre utilisées comme tisanes (infusées, décoctées, macérees),
extraits, teintures, ou des huiles essentielles (Catier et Roux, 2007). Sont considérés
comme plantes médicinales toutes plantes contenant une ou plusieurs substances pouvant
étre utilisées a des fins thérapeutiques ou qui sont des précurseurs dans la synthese de

drogues utiles (Sofowora, 2010).

Toutes les données concernant les plantes médicinales sont regroupées dans un
ouvrage officiel national ou international que 1’on appelle pharmacopée. Y est décrit le

mode de préparation, la composition, I’action des médicaments (Marie-joséphe, 2011).

Le régne végétal constitue une source inépuisable de nouvelles molécules utilisables
directement comme principe actif ou pouvant servir comme molécule guide pour le
développement de nouveaux agents thérapeutiques. L'intérét pour les plantes médicinales
comme nouvelles sources de médicaments pour de nombreuses pathologies est en hausse

continuelle grace a leurs métabolites secondaires (Mansour, 2015).
1. Plantes médicinales et principes actifs
1. 1. Définition des plantes médicinales

Les plantes médicinales sont des drogues vegétales dont au moins une partie
possede des propriétés médicamenteuses, elles sont utilisées pour prévenir, soigner ou
soulager divers maux (Farnsworth et al., 1986). .

Environ 35000 especes des plantes sont employées par le monde a des fins
médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres
humains (Elqgaj et al., 2007).

1. 2. Définition des principes actifs

La plante est le siecge d’une intense activité métabolique, processus dynamique
subdivisé différemment, par exemple toutes les cellules renferment des glucides, des acides
gaminés et des lipides, ces molécules qui sont a la base moléculaire des cellules sont

dénommeées métabolites primaires. Egalement, les plantes synthétisent une foule
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importante d'autres molécules organiques qui peuvent n'avoir aucun r6éle manifeste dans la
croissance et le développement (métabolites secondaires), qui sont lié aux conditions de

vie de la plante.

Les substances les plus diverses face a de multiples agressions de 1’environnement

dans lequel elle vit, prédateurs, microorganismes pathogenes (Kansole, 2009).
2. Métabolites secondaires

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit
dans l’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie. Parmi ces
composés on retrouve dans une grande mesure les métabolites secondaires qui se sont
surtout illustrés en thérapeutique. La Pharmacie utilise encore une forte proportion de
médicaments d’origine végétale et la recherche trouve chez les plantes des molécules

actives nouvelles, ou des matiéres premiéres pour la semi synthése.

On a longtemps employe des remedes traditionnels a base de plantes sans savoir a
quoi étaient dues leurs actions bénéfiques. L’isolement de principes actifs datant du 19¢éme
siecle, en améliorant la connaissance des structures, a fait progressivement se séparer et
parfois s’opposer une phytothérapie traditionnelle souvent empirique avec une
thérapeutique officielle incluant les principes chimiques et végéetaux dont la pharmacologie
était mieux connue. Cette thérapeutique officielle accepte parfois avec une certaine
méfiance I’emploi de végétaux ou d’extraits complexes de végétaux dont 1’action est

confirmée par 1’usage sans étre attribuée de fagon certaine a une molécule type.

Les métabolites secondaires font 1’objet de nombreuses recherches basées sur les
cultures in vivo et in vitro de tissus végétaux Ceci est notamment le cas des polyphénols
végétaux qui sont largement utilisés en thérapeutiqgue comme vasculoprotecteurs, anti-
inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et antiradicaires, en particulier les

flavonoides et les pro anthocyanidines (Barnes,1998).
2.1 Les différentes classes de métabolites secondaires

On peut classer les métabolites secondaires en différents groupes (Sandrine,
2004) :
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2.1.1. Les composés phénoliques

Ils interviennent dans les interactions plante-plante (allélopathie, inhibition de la
germination et de la croissance). On a, par exemple, la lignine, les flavonoides, les

phénylpropanoides et les anthocyanes et les tanins.
2.1.1.1. Les Flavonoides

Ce sont des meétabolites secondaires ubiquitaires des plantes. Plus de 4000
flavonoides naturels ont éte identifié a ce jour. Ce sont des pigments responsables de la
coloration jaune, orange et rouge de différents organes végétaux (Milane, 2004 ; Lhuilier,
2007).Tel est le cas des flavonoides jaunes (chacones, aurones, flavonols), des
anthocyanosides rouges, bleus ou violets.

On distingue 5 groupes majeurs de flavonoides chez les plantes s (Larkins et Wynn.,
2004) :

e les flavones

e les flavonols (réputés les plus antioxydants) et les procyanidines

e les anthocyanines

e les hydroxycinnamates (abondants dans les fruits)

e Jes flavanones.

Ils ont tous le méme squelette de base a quinze atomes de carbones qui sont

arranges a une configuration C6-C3-C6 de type phenyl-2-benzopyrane (Yao et al., 2004)

Figure 5 : Structure de base des flavonoides (Lhuilier, 2007).
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Tableau 4 : Quelques classes des flavonoides (Narayana et al., 2001; w-Erdman et al .,

2007)
Groupe de flavonoide Structure Caractéristique
Les flavones Le groupe le plus abondant des composés
phénoliques.
-
" Ils se different des flavonols seulement par
= - e le manque d’un OH libre en C3. Ce qui
a, 3 affecte ainsi leur absorption aux UV,
mobilit¢  chromatographique et les
réactions de coloration.
Les flavonols Le groupe le plus abondant des composés
hi & phénoliques.

s

23

Les anthocyanines

Représentent le groupe le plus important
des substances colorées. Ces pigments
hydrolysables contribuent & la coloration

des angiospermes

Les hydroxy-cinnamates

Sont de puissants antioxydants, mais n‘ont
pas d'impact sensoriel sauf lorsque oxydés,
ils peuvent former des pigments bruns qui

ont finalement précipité.

Les flavanones

Sont caractérisés par [’absence de la
double liaison C2-C3.

Le flavanone le plus abondant est la
naringénine, isolée pour la premiere fois a

partir des écorces de citrus.
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Ces composés sont connus pour étre de puissants antioxydants, leurs mécanismes
d’action peut étre directe ou indirecte : piégeant les radicaux libres réactifs et les chélateurs
d’ions métalliques, sont les effets directs les plus importants, réduction de la production
des radicaux libres par inhibition d’enzymes et la régénération d’ antioxydants liés a la

membrane tel que 1I’a tocophérol sont des exemples des mécanismes indirects .

lIs ont un réle trés important dans le traitement du diabéte (inhibant I’aldose
réductase), de la goutte (inhibant la xanthine oxydase), des inflammations (inhibant la
phospholipase etc....), des hépatites, des tumeurs, de I’hypertension, des thromboses
(flavonols), des allergies et des affections bactériennes et viraux (anti-HIV) (Anderson et
al., 1996 ; Cowan, 1999 ; Yao et al., 2004).

2.1.1.2. Les tannins

IlIs sont des composés polyphénoliques, solubles dans 1’eau. Ils présentent les
réactions caractéristiques des phénols en général, ils sont capables de précipiter les

alcaloides, la gélatine, et les autres protéines (Stevanovic, 2005 ; Merghem, 2009).

D’apres leurs structures et leurs propriétés, deux types de tannins sont distingués:

les tannins hydrolysables et les tannins condenses.

e Les tanins hydrolysables : sont des dérivés de 1’acide gallique ; ils sont des oligo
ou des polyesters d’un sucre et d’un nombre variable d’acide phénol (Figure. 6).
Le sucre est généralement le D-glucose, 1’acide phénol et soit 1’acide gallique dans
le cas des gallotannins soit I’acide ellagique dans le cas des tannins classiquement

dénommés ellagitannins (Bruneton, 1993 ; Cowan, 1999).
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Figure 6 : Exemple d’un tanin hydrolysable (pentagalloylglucose) (Ignat et al.,
2011).
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Les tanins condensés :

sont distingués en procyanidine (dérivé de catéchine,

épicatéchine et leurs esters galliques) et en prodelphinidines (dérivés de

gallocatéchine, épigallocatéchine et leurs esters galliques) (Valls et al., 2009 ;

Ignat et al.,, 2011). Les tanins sont impliqués dans la protection contre les

infections fongiques et bactériennes (Figure 7). lls favorisent la régénération des

tissus et la régulation de la circulation veineuse, tonifient la peau dans le cas des

rides (Kansole, 2009).

Figure 7 : Exemple d’un tanin condensé (polymére de procyanidine) (Ignat et al.,

2.1.1.3. Les coumarines

2011).

Les coumarines sont des substances naturelles connues, Il s’agit de composés a

neuf atomes de carbone possédant le noyau benzo pyrannone-2 (Figure 8). Certaines

familles d’angiospermes

¢élaborent des structures trés variées : fabaceae, asteraceae et

surtout apiaceae et rutaceae chez lesquelles sont rencontrées les plus complexes

Rg

R

Rg

Figure 8: Structure de base de coumarine (lgor, 2002).
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Les coumarines sont parmi les composes phénoliques les plus connus ; se trouve
dans de nombreuses especes végétales et possedent des propriétés tres diverses. Ils sont
capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les radicaux
hydroxyles, superoxydes et peroxyles (lgor, 2002). Ils sont connues par leur activité
cytotoxiques, antivirales, immunostimulantes, tranquillisantes, vasodilatatrices,
hypotensives ; ils sont également bénéfiques en cas d’affections cutanées, ce sont des

toniques veineux aux proprié¢tés anticoagulantes (au niveau du coeur)
2.1.1.4. Les quinones : ou la benzoquinone(CgH40,),

C'est I'un des deux isoméres de la cyclohexadienedione. L'orthobenzoquinone est

la 1,2-dione, alors que la parabenzoquinone, est la 1,4-dione (Figure. 9).

Ce sont des substances colorées et brillantes, en général rouges, jaunes ou orange
et posseédant deux fonctions cétones. On trouve les quinones dans les végétaux, les
champignons, les bactéries. Les organismes animaux contiennent également des quinones,
comme par exemple la vitamine K, qui est impliquée dans la coagulation du sang. Les
quinones sont utilisées dans les colorants, dans les médicaments et dans les fongicides,
elles assurent souvent des fonctions biologiques essentielles chez les étres vivants, en

particulier le transfert des électrons dans les mitochondries et les chloroplastes.

0 e

1,2-Benzoquinone 1,4-Benzoquinone
Figure 9 : Structure de base de quinones (Peter et al., 2003)
2.1.2. Les alcaloides

Les alcaloides sont un groupe de composés azotés et faiblement basiques issus
principalement des végétaux. Ils présentent des réactions communes de précipitation.
Apres extraction, ils sont détectés par des réactions générales de précipitation fondées sur
leur capacité de se combiner avec des métaux. La caractérisation de la présence d'alcaloide
peut se faire par précipitation a l'aide de plusieurs Réactifs (Kansole, 2009).
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Les propriétés toxiques ou médicamenteuses des alcaloides font de ce groupe de
métabolites secondaires un intérét particulier. Au niveau du systéeme nerveux central ils
agissent comme depresseurs (morphine, scopolamine) ou comme stimulants (caféine

etc....). Certains jeunet le role d’anesthésiques locaux (cocaine).
2.1.3. Les Terpénoides

Les isoprénoides sont des composés issus de la condensation d’unités de base a 5
carbones de type isoprene. On parle également de composés terpéniques ou terpénoides,
I’unité monoterpene correspondant a des molécules a 10 carbones formées a partir de deux

unités isoprenes (Figure 10) (Bruneton, 1999 ; Harbone, 1998).

Ils existent chez toutes les plantes et représentent de loin la plus vaste catégorie de
métabolites secondaires, avec plus de 22.000 composés decrits. Le terpénoide le plus
simple est un hydrocarbure, I’isopréne CsHg .ils sont classé en fonction de leurs unités
isopréne. En dénombre aujourd’hui 600 classe utilisées de nos jours en aromathérapie dont

I’essor s’étend dans le domaine médicale et cosmétique.

/
\ %ﬂa

Figure 10 : Structure de base la molécule isoprene (Malecky, 2006)
2.2 Leurs différents réles défensifs

Leurs roles sont multiples (Sandrine, 2004):

Ils ont une action anti-herbivore (menthe par exemple)

ils inhibent les attaques des bactéries et des champignons

ils interviennent dans la structure des plantes (lignines et tannins)
e ils peuvent étre antinutritifs.
Beaucoup de métabolites secondaires sont toxiques, ils sont alors stockés dans des

veésicules spécifiques ou dans la vacuole.
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Etude botanique d’inula viscosa

La famille des composées est I'une des plus distribuée dans le régne végétal. Cette
famille comprend plus de 13 tribus, 1000 genres et 23000 espéces (Guignard, 1994 ;
Gaussen et Leory, 1982). En Algérie, il en existe 109 genres et 408 especes (Quezel et
Santa, 1963) et en France, 111 genres et 638 espéces (Guassen et Leory, 1982). Cette vaste
famille est économiquement importante, elle fournit des plantes alimentaires: Laitues
(Lactuca), Endives, Chicorée (Cichorium), artichauts (Cynara), salsifis (Tragopogon). Le

tournesol (Heliantus annuus) est cultivé pour son huile riche en acide gras.

Plusieurs espéeces sont utilisées en pharmacie : Le Semen-contra (Artemisia cina
Berge), I'Arnica (Arnica montana L.), la Chamomille (Matricaria chamomilla L. et Anthemis
nobilis L.), le pied de chat (Antenaria dioca gartn) (Guignard, 1994).Une des propriétés

typique de la famille des composées est sa richesse en composés naturels divers.

On y trouve des terpenoides, des flavonoides et des alcaloides (Harborne et Swain,
1969). C’est une famille trés riche en lactones sesquiterpéniques qui représente des principes

amers typiques de cette famille (Harborne et Swain ,1969).
1. Description botanique de la famille des composées

Les composées, représentées principalement dans les régions tempérées et froides du
globe (Paris et Moyse, 1971), sont principalement des herbes vivaces ou non, mais aussi des
arbustes ou sous-arbrisseaux, parfois des herbes rarement des plants aquatiques ou des plantes
grimpantes ou encore des épiphytes. Les feuilles sont le plus souvent alternes, mais aussi
opposées ou radiales, simple exstipulées. Selon Gaussen, les composées sont répartie en
fonction de leurs fleurs en deux type : I'un ayant des fleurs a corolles ligulées et l'autre a

corolles tubulées (Gaussen et Leory, 1982).
2. Le genre Inula

Le nom Inula est trés ancien et vient du nom de I'espece Inula helenium et généraliser
pour tout le genre. Le nom Helenium découlerait du grec "helen". La Iégende antique raconte

que la fleur serait née des larmes de la belle Hélene de troie.

Le genre Inula comprend une variété d'environ 90 especes. Ce sont des plantes
herbacées vivaces, a feuilles alternes. Capitules jaunes, contenant a la fois des fleurs
tubuleuses et des fleurs ligulées. Bractées en plusieurs séries. Fleurs périphériques pistillées, a

ligules tridentées. Anthéres sagittées a la base. Achaines munis de cotes. (Benguerba, 2008)
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Rudbeckia hirta

Rudbeckia lociniata Arnica mollis Inula Helenium

2.1. Répartition géographique:

Figurell: Les inules (Benguerba, 2008)

Le genre Inula est largement distribué dans le bassin méditerranéen, en Europe

(Espagne, France...), Asie (Chine, Turquie, Japon, Korea...) et en Afrique (Egypte, Algérie,
Maroc...) (Quezel et Santa, 1963).

2.2. Usages traditionnels:

La médecine traditionnelle a attribué de nombreuses propriétés thérapeutiques aux

especes du genre Inula. On va présenter les multiples usages traditionnels de quelques espéces

du genre Inula.

Tableau. 5 : Usages traditionnels de quelques espéces du genre inula (Benguerba, 2008)

Especes

Usages traditionnels

Inula helenium L.

Comme un remede familial en japon.
Comme une diaphorése en Europe, et en Taiwan et chine,
comme un agent thérapeutique pour la tuberculose et I’entro
gastrique chronique. (Okuda, 1986)
Elle a aussi des propriétés antiseptiques, antibiotiques,

antispasmodiques, toniques et aromatiques.
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Inula britanica L.

Les fleurs de ces plantes ont été utilisées pour le traitement
des troubles digestifs, la bronchite, et I’inflammation. Inula
britanica a aussi une activit¢ anti-inflammatoire,

antibactérienne, antihepatique et antitumorale.

Inula royleana L.

Ces racines possedent une activité anti inflammatoire
antibiotique et une activité vermifuge (Blaschek et al.,
1998 ; Konishi , 2002)

Inula racemosa L.

En médecine traditionnelle chinoise, les racines d’herbe
d’Inula racemosa ont été habituellement employées pour
fortifier la rate, réguler la fonction de 1’estomac, soulager la
dépression du qi de foie, alléger la douleur rhumatismales
particulierement entre le cou et les épaules et pour empécher

I’avortement (Tsarong, 1994).

Inula montana L.

Possede une activité sur le systeme digestif (Tardio et al .,
2002)

Inula salicina L.

Digestif, antidiarrhéique (Tardio et al., 2002).

Inula conyza DC.

Laxative, vulnéraire (Villar et al., 1987).

Inula viscosa

Posséde une activité curative de blessure avec ’extrait du

I’Inula viscosa (Khalil et al., 2007)

2.3. Métabolites secondaires du genre Inula

Le genre Inula est trés riche en métabolites secondaire; ce qui explique les diverses

utilisations de ce genre dans la médecine traditionnelle et les diverses activités biologiques.

La composition chimique de ce genre de plantes est représentée par:

e Les flavonoides
(Zhang et al., 2009)

: comme la quercetine, isorhamnetine, lutéoline, spinacetine

e Les terpénoides : sesquiterpéne lactones, diterpénes et triterpenes (Mamoci et al.,
2011; Khan et al., 2010b).

e Les dérivés d'acide anthranilique (Qin et al., 2008).

e Les huiles essentielles: avec les différents composants chimiques (Haoui et al.,

2011).
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3. Inula viscosa
3.1. Description botanique de la plante

Inula viscosa (L.) Ait. (Figure. 12) est une plante vivace fréquente en région
méditerranéenne, elle fleurit & la fin de I'été et au debut de l'automne. Elle affectionne les
anciennes cultures (friches), les décombres, les bords des routes et des chemins, formant

d'abondantes touffes vertes a capitules jaunes.

La plante est visqueuse et trés odoriférante, & odeur de camphre. Toute la plante est
couverte de poils glanduleux qui liberent une résine odoriférante et collante.
La racine est pivotante, ligneuse a sa base (pouvant atteindre 30 cm de long). Les tiges sont
frutescentes a la base de 40-100 cm, a rameaux rougeatres. Les feuilles sont entiéres ou
dentées, aigués, sinuées, insérées directement sur la tige pour les caulinaires. Elles sont
glanduleuses sur les deux faces. Les caulinaires amplexicaules, plus largement lancéolées. Les
fleurs sont rayonnantes, regroupées en inflorescences (capitules) formant de longues grappes
de capitules, pyramidales. Les fruits sont des akénes de un a 2 mm de long. lls sont
rassemblés sur le réceptacle du capitule (Quezel et Santa, 1963).

Figure. 12: Photographie d’Inula viscosa (L.) (Benayache et al., 1991).
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3.2. Classification dans la systématique botanique

Synonymes : Dittrichia graveolens, Magramen.

Régne » Plantae

Division —» Magnoliophyta

Classe » Magnoliopsida

Ordre » Asterales

Famille » Asteraceae (composée)
Genre _, Inula

Espece , Inulaviscosa (L.)

3.3. Répartition géographique d’Inula viscosa

Répandue dans tout le bassin méditerranéen, sur les sols sales, les prairies humides et
le bord de cours d’eau (Quezel et Santa, 1963), largement répandue en Algérie dans les

rocailles et les terrains argileux (Benayache et al., 1991)
3.4. Usage traditionnelle d’inula viscosa

Considere comme << la reine des plantes médicinales >>, les villageois arabes en
Palestine et la Jordanie ont utilisé /’Inula viscosa pour soulager ou traiter de divers maux, le
médecin arabe EI Tamimi , qui a pratiqué Jérusalem au cours du 10eme siécle, a écrit que la
boisson “’raesen’’, fabriques a partir d’Inula viscosa et ajouter au miel, a été la “’boisson des
rois’’. Il a eté efficace dans la lutte entre les rhumatismes, les rhumes, et méme agi comme un

aphrodisiaque.

Les pratique de la médecine traditionnelle sont documentées dans *’herbes pouch’
(krispil, 1982), un livre écrit en hébreu, qui comprend des entrevues et la main-premiere

preuve d’un grand nombre utilise Inula viscosa.

Depuis les temps anciens, Inula viscosa a été largement utilisé comme traitement pour ce qui
suit (krispil, 1982) tableau 6 :
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Tableau. 6 : Les différentes maladies traitées par /’Inula viscosa (Krispil, 1982)

L’application de feuilles fraiches, ou une poudre de feuilles seches ou
de saignement sur des plaies ouvertes ou les résultats des brulures a

I’arrét de 1’hémorragie, et sert comme antiseptique et anti-

Plaies inflammatoires agent efficace. Traitement Inula viscosa aide est

la cicatrisation plus rapide.

préféré par les villageois sur des médicaments modernes car il favorise

Les peaux séches et |La poudre de la famille Inula viscosa séches est mélangée avec de

rugueuses I’huile et applique a I’extérieur des parties touchées du corps

Hémorroides Une pate est egalement préparée a partir de feuilles broyées, mélangée

avec I’huile d’olive et appliquée comme une pommade.

L’hypertension artérielle | Feuilles Inula viscosa sont cuites a I’eau et la tonique est consommée.

et le diabete

Bronchite et les infections | L’extrait est ajouté a 1’eau bouillante et la tonique consommée.

respiratoire

3.5. Les travaux antérieurs

Inula viscosa est utilisée pour soulager les entorses, contre le ballonnement et le mal
de ventre et pour traiter les abces ; elle est engraissante, reconstituante, digestive, cholérétique
diurétique antitussive, vermifuge, insecticide végétale, antiseptique hémostatique (arrét de

petites Hémorragies), cicatrisante antalgique et antirhumatismale (Tahri et al., 2012).

L’ extrait exhanique (IV-HE) et la fraction déchlorométhane ( 1\VV-DF) de l.viscosa
révele une activité cytotoxique vis-a-vis des cellules cancéreuses du col de 1’ utérus
(Merghoub, 2011) et ses huiles essentielles présentent une activité anti- oxydante et
antibactérienne ( Kheyar, 2009) cette plante posséde ,en plus , des effets antibactériens et
antifongiques qui seraient dus a 1’action des flavonoides et sesquiterpénes existant au niveau

de ses partie aériennes ( Benseguini, 2001 ; Remli, 2013 )

De plus, P’extrait aqueux d’l. viscosa peut jouer un rble préventif dans le
développement du diabéte sucré par I’amélioration des métabolismes glucidique, lipidique et
protéinique et il peut étre utilisé comme un antioxydant (Djedioui, 2010) et antihypertenseur
(Kattouf et al., 2009)

29




Deuxieme partie :

Matériel et méthodes



Matériel et méthodes

Matériel végétal, criblage phytochimique et extraction

1. Matériel végétal

Le matériel végeétal utilisé dans le présent travail, comporte les feuilles de la plante
récoltée (Figure. 14). L’espéce Inula viscosa a été récoltée de la daira de Settara située a
68 km au sud-est de Jijel et & 72 km au sud-ouest de Skikda., (Figure. 13 ; Tableau. 7). Pour

la période d’échantillonnage, janvier (2017).

Apres la récolte, le matériel végétal est débarrassé des débris. Pour s’assurer de la
bonne conservation de notre plante, on procede a un séchage a I’air libre et a I’obscurité
pendant deux semaines. Elle est, ensuite, broyée par un broyeur électrique et conservée dans

des enveloppes en papier.

Djemaa Beni Habibi
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. s - ../
Iragheune

Carte des communes de Ia Wilaya de Jijel

Figure. 13 : Carte géographique de la willaya de Jijel [1].

Tableau. 7 : Les parametres géographiques et bioclimatiques de la région de Settara [1].

Plante Période Partie
étudiée Stations de étudiée | Latitude Altitude | Etage bioclimatique
récolte (m)
Inula Settera Janvier Feuilles | 36°43'10" N 500 Mediterranée
viscosa (W.Jijel) 2017 (hivers humides, étés
6° 20" 08" E chauds et secs).
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(A) (B)

Figure. 14 : Aspects morphologique de 1’espece Inula viscosa. (A) ; Partie aérienne, (B) ;

Feuilles (photos originales, 2017)
2. Criblage phytochimique

Des tests en tube sont réalisés sur les poudres végétales afin de déterminer de maniere
préliminaire les classes phytochimiques contenues dans la plante analysée. Il s’agit d’une
analyse qualitative basée sur des réactions de coloration et/ou de précipitation ainsi qu’a des

examens en lumiére ultraviolette.

Ce sont des techniques qui permettent de déterminer les différents groupes chimiques
contenus dans un organe végétal. Ce sont des réactions physicochimiques qui permettent
d'identifier la présence des substances chimiques.

Les groupes phytochimiques sont nombreux, mais on peut citer les principaux : les alcaloides,
les polyphénols (flavonoides, anthocyanes, tannins), les saponosides, les stéroides, les

coumarines, les stérols, les terpenes...etc.
2.1 Test des alcaloides

Le réactif de Mayer
e Réactif de Mayer composition:

lodure de potassium (KI) 25 g, chlorure mercurique (HgCl,) 6,8 g, eau distillée (1000 ml).

10g de plante, mise en poudre, est pesé puis mélangé a 50 ml d'une solution HCI (1%).
Ce mélange est ensuite filtré puis on y ajoute NH3 jusqu'a un pH: 8 a 9, on fait ensuite

I'extraction par CHCI; (3 fois), on évapore CHCI3, on ajoute a I'extrait sec 2 ml HCI (1%),
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puis on ajoute 3 gouttes de réactif de Mayer. L'apparition de précipité blanc ou une phase

trouble indique la présence des alcaloides (Benzahi et al ., 2001)
2.2. Test des saponosides

2 g de poudre de la plante est mélangé a 80 ml d'eau distillée puis porter a I'¢bullition
pendant 5 minutes. On filtre, l'extrait est ensuite refroidi et agité vigoureusement pendant 2
minutes. La formation d'une mousse plus ou moins importante indique la présence de

saponosides (Benzahi et al., 2001).
2.3. Test des flavonoides

10g de plante, mise en poudre, est pesé puis mélangé a 100 ml d'une solution HCI
(1%). Ce mélange est maceré durant 24 h, apreés filtration on ajoute NH,OH au filtrat jusqu'a
la basicité. L'apparition d'une couleur jaune claire implique la présence des flavonoides
(Benzahi et al., 2001).

2.4. Test des coumarines

On évapore 10 ml de I'extrait Ether di éthylique, I'extrait sec est repris dans 2 ml d'eau.
Le mélange obtenu est ensuite partagé dans deux tubes a essais (1I’un servira de référence). Au
contenu de 1’autre, nous avons ajouté 0.5 ml de NH4,OH (10 %). Nous avons bien mélangé et
observé la fluorescence sous UV. La présence des coumarines est indiquée par une

fluorescence dans le tube (Benzahi et al., 2001).
2.5. Test des stérols et triterpénes

5g de plante, mise en poudre, a été mis dans 20 ml de chloroforme. Apreés filtration la
solution obtenue est repartie entre deux tubes a essais (I'un servira de référence). On ajoute
d'abord anhydride d'acétate (Ac,0); ensuite nous avons ajouté 1ml d'H,SO, au fond du tube
sans agiter. La formation d'un anneau rouge brunatre a la zone de contact des deux liquides et
d'une coloration violette de la couche surnageante révélent la présence des stérols et des

triterpénes. C'est la réaction de Liebermann-Buchard (Benzahi et al., 2001.)
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2.6. Test des Tanins

10g de plante, mise en poudre, on extrait par l'alcool éthylique 50%, puis on filtre, on
ajoute au filtrat quelques gouttes FeCls (1%). En présence de tanins, il se développe une

coloration verdatre (Benzabhi et al., 2001).
2.7. Test des glycosides

5g de plante, mise en poudre, on y ajoute 50 ml d'une solution de l'acide tartrique 2 %
dans 1’éthanol, on chauffe a reflux durant 2 h, aprés filtration et lavage par 1’éthanol, on met le
filtrat dans lI'eau chaude. Dans un tube a essai, on ajoute a 2 ml du filtrat 2 gouttes de la
liqueur de Fehling, on chauffe, la réduction de la liqueur de Fehling montre la présence des
glycosides (Chaouch, 2001).

La présence des principales classes phytochimiques est classée comme suit :
+ : présence certaine

- - absence
3. Préparation des extraits
3.1. Préparation des extraits bruts par Extraction Solide - Liquide (ESL)

Dans cette partie de travail, nous avons tenté d’extraire les composés phénoliques
totaux. Une quantité de poudre végétale est mise en contact avec le solvant d’extraction qui a
été choisi de maniere a solubiliser un maximum de composés. Deux extraits hydro-
alcooliques ont ainsi été testés : le méthanol aqueux, 1’acétone aqueux avec des proportions de
70% (v/v) et un extrait de 1’eau chaude (Infusé) pour se rapprocher des préparations
traditionnelles.

Le volume de solvant doit étre suffisant pour que la matrice reste immergée pendant la
totalité de I’extraction. Les ratios optimums solides : liquides, les plus souvent trouvés dans la
littérature, sont généralement situés entre 1/10 et 1/50 (mg/ml) (Michel, 2011). On a choisi le

ratio 1/10 (mg/ml) dans la présente étude.

10 g de poudre végétal ont éte repris avec 50 ml de méthanol et de I’acétone a 70%
dans un bécher de 1000 ml. Le mélange a été laissé macérer pendant 72 heures a la

température du laboratoire Cette opération a été répétée trois fois chaque 24h successivement.
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Aprés filtration sur papier filtre, le filtrat est concentré au rota vapeur. Le rendement

d’extraction a été calculé par rapport au poids total de la poudre végétale.

» Calcul des rendements en extraits secs
Nous pouvons déterminer le rendement de la plante en extrait sec en calculant le

rapport suivant :

Rdt (%) = P1— P2/ P3 x 100

P1 : Poids de la boite pétri avec extrais apres évaporation.
P2 : Poids de la boite pétri vide.

P3 : Poids de la matiére vegétale de départ.
3.2. Détermination de la teneur en composés phénoliques

Les analyses quantitatives des polyphénols totaux et des flavonoides des différents
extraits sont déterminées a partir des équations de la régression linéaire des courbes
d’étalonnage et exprimées en mg équivalent par g de la matiere végétale seche. La raison
principale pour le choix de ces substances réside dans le fait que la majorité des propriétés

antioxydantes et antimicrobiennes des plantes leur sont attribués.
3.2.1. Détermination de la teneur en polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux des extraits bruts a été déterminée au moyen du
réactif de Folin-Ciocalteu suivant la méthode décrite par Awah et ses collaborateurs (2012).
Ce dernier est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW;,040) et d’acide
phosphomolybdique (HsPMo012040) qui est réduit, lors de 1’oxydation des phénols, en mélange
d’oxydes bleus de tungsténe (W gOy3) et de molybdéne (MogOy3) (Ribéreau-Gayon et al.,
1972). L’intensité de cette couleur renseigne sur le contenu en polyphénols totaux dans le

mélange.

Une prise de 125 ul de I’extrait dilué (selon le solvant) est mélangée avec 500 pl d’eau
distillée et 125 ul de réactif de Folin-Ciocalteu. Aprés une agitation vigoureuse du mélange
suivie d’un repos de 3 minutes, une prise de 1250 pl de CO3(Na) 2 a 7 % est additionnée.
Enfin le mélange obtenu est ajusté par de I’cau distillée a 3 ml. Aprés un repos de 90 minutes

a I’obscurité, la lecture de 1’absorbance est effectué¢e a une longueur d’onde de 760 nm.
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La gamme étalon est préparée avec de 1’acide gallique a des concentrations variables
de 10, 20, 30, 60, 130, 250 pg/ml. Les teneurs en polyphénols sont exprimées en mg
d’équivalent acide gallique par gramme de matiére séche (mg EAG/g MS).

3.2.2. Détermination de la teneur en flavonoides totaux

La teneur en flavonoides totaux des extraits bruts et leurs différentes fractions a été
déterminée selon la méthode au trichlorure d’aluminium décrite par Barros et al., (2011). Le
principe de la méthode est basé sur 1’oxydation des flavonoides par le trichlorure d'aluminium

et la soude, entrainant ainsi la formation d’un complexe rose qui absorbe a 510 nm.

Une prise de 500 pl d’extrait convenablement dilué est mise dans un tube en présence
de 2 ml d’eau distillée, puis on additionne 150 pl d’une solution de nitrite de sodium (NaNO»,
5%). Aprés 6 mn d’incubation a température ambiante, 150 pul d’une solution fraichement
préparée de chlorure d’aluminium (AICl3, 10%) sont ajoutés au mélange. On apporte a ce
dernier 2 ml d’une solution de soude (NaOH, 4%) aprés 6 mn de repos puis on ajuste le
volume final a 5 ml avec de I’eau distillée. L’intensité de la couleur rose est mesurée a 510
nm apreés 15 min d’incubation. Une gamme étalon a base de catéchine est également préparée
dans les mémes conditions.

La teneur en flavonoides totaux des extraits est alors exprimée en mg d’équivalents catéchine

par gramme de matiére végétale seche (mg EC/g MS).

4. Evaluation de I’activité anti inflammatoire in vitro
4. 1. Inhibition de la dénaturation des protéines

L’activité anti inflammatoire in vitro de différents 1’extraits de inula viscosa a été
effectuée selon la méthode d’inhibition de la dénaturation des protéines la méthode consiste a

préparé quatre solution (Ghosh et al., 2015):

> Solution d’essai (0,5 ml) composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de sérum bovine
albumine (BSA) 0,5% w/v et 0,05 ml de différents extraits de la plante avec des
concentrations varier (250,500, 800, 1000, 1500, 2000 pg/ml).

» Solution contréle (0,5 ml) composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de BSA 0,5%
w/v et 0,05 ml d’eau distillé

» Solution contrdle produit (0,5 ml) composé de 0,45 ml d’cau distillé et 0,05 ml de
différents extraits de la plante avec des concentrations variées (250, 500, 800, 1000,
1500, 2000 pg/ml).
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» Solution standard (0,5 ml) composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de BSA 0,5%
w/v et 0,05 ml de la solution standard diclofénac sodium avec des concentrations
variées (250, 500, 800, 1000, 1500, 2000 ug/ml).

Les échantillons ont été incubées a 37 ° ¢ pendant 20 min, ensuit la température était
augmenté jusqu’a 57 oc pendant 3 min. apres refroidissement des tubes, 2,5 ml de la solution

phosphate buffer saline (PH 6,3) a été ajouté aux solutions (Ghosh et al., 2015).

L’absorbance a été lue par spectrophotomeétre UV-visible & 255 nm et le pourcentage

d'inhibition de la denaturation des protéines été calculée comme suit:

Pourcentage d’inhibition = [100- (DO Solution d’essai -DO Controle produit/ DO

Solution controle)] x 100

Le contrdle représente 100% des protéines dénaturées.
5. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire in vivo

Pour étudier I’activité anti inflammatoire de la plante aprés une inflammation aigue, un

cedéme local est provoquée par le carragénine dans la patte de souris (Winter et al., 1962)
5.1. Matériel animal

Les expériences ont été réalisées chez des souris de souche Swiss albinos, de poids
compris entre 25 g et 30 g. Les souris ont été réparties au hasard en 5 lots homogenes de 6

souris.
5.2. Réactifs

Solution de carragénine & 1% dans du sérum physiologique (NaCl 0.9 %), extrait
aqueux des feuilles de Inula viscosa, diclofenac soduim comme anti-inflammatoire de

référence.
5.3. Prétraitement par I’extrait

Une heure avant I’injection de la carragénine, un effectif de 30 souris pesant 255 g est divisé
en 5 groupes, chaque groupe recoit par voie intra-péritonéale (i.p) les solutions

expérimentales comme suit :
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e Groupe témoin sain (n=6): une solution de NaCl (0,9%). (Sans injection de la
carragénine)

e Groupe controle (n=6) : une solution de NaCl (0,9%).

e Groupe standard (n=6): I’anti-inflammatoire diclofénac (50 mg/Kg) dissous dans du
NaCl 0,9%.

e Groupe essai (n=6): I’extrait aqueux d’inula viscosa a la dose de 250 mg/Kg de PC
dissous dans du NaCl 0,9%.

e Groupe essai (n=6): I’extrait aqueux d’inula viscosa a la dose de 500 mg/Kg de PC
dissous dans du NaCl 0,9%.

5.4. Induction de ’inflammation

Pour mettre en évidence I’activité anti-inflammatoire de [’extrait d’une plante
médicinale, un mode¢le expérimental d’inflammation aigue de la patte de la souris induit par la

carragénine a été sélectionné.

Des cedémes au niveau des pattes de souris sont induits aprés injection sub-plantaire
(intra articulaire) d’une solution de carragénine au niveau de la patte arriere droite des souris,
une heure aprés 1’administration de 1’extrait par voie intra-péritonéale (i.p), (Figure 15).
L’inflammation causée sera diminuée en présence de I’extrait ayant une activité anti-
inflammatoire (Winter et al., 1962). Les souris utilisées ont été mises a jeun, 12 heures avant

I’essai.

Figure. 15: L’administration de 1’extrait aqueux d’Inula viscosa par voie intra-péritonéale
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5.4.1. Injection de la carragénine

Une heure apres I’administration de traitement, chaque animal re¢oit par injection

subplantaire dans la patte arriere droite, 0,1 ml d’une suspension de carragénine a 1% dissous
dans du NaCl 0,9% (Figure 16).

Figure 16 : Injection subplantaire de la carragénine dans la patte arriere droite
5.4.2. Evaluation de activité anti-inflammatoire

» Mesure de ’cedéme
Le diametre de la patte a été mesuré, a 1’aide d’un micrométre digital avant et apres
induction de I’cedéme a des intervalles d’une heure pendant quatre heures (Figure 17).

L'évolution de I'cedéme de la patte a été déterminée chaque heure jusqu’a 4 heure.

Figure. 17 : Mesure du diameétre de gonflement de la patte a I’aide d’un pied de coulisse digital
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» Calcul du pourcentage d’augmentation du volume de la patte (%0AUG)
Le pourcentage d’augmentation (% AUG) de I’cedéme est calculé pour chaque groupe
de souris. 1l est donné par la formule suivante (Ossipov et al., 1995):

%AUG = (D, ~Dy) / Do X 100

Dy, : diamétre de la patte la i °™ heure aprés I’injection de la carragénine.

Dg : diameétre de la patte avant I’injection de la carragénine.

» Calcul du pourcentage d’inhibition de I’cedéme (% INH)
Le pourcentage d’inhibition (% INH) de I’cedéme est calculé pour chaque groupe de
souris traitées par rapport au lot témoin. 1l est obtenu par la formule suivante (Ossipov et al.,
1995):

%I NH: (%AUG témoin ~ %AUG traité) / %AUG témoin X 100

5.4.3. Le taux des cellules immunitaire (leucocytes, lymphocytes, granulocytes)

Taux de globules blancs est calculé par la technique d” FNS (Formule Numération
Sanguine). FNS est l'analyse des composants du sang. Elle est demandée couramment comme

un outil permettant le diagnostic ou l'orientation de celui-ci.
5.5. Analyses statistique

Les résultats des tests effectues in vivo sont exprimés en Moyenne = SEM par un
logiciel (Graph Pad. Prism. V 7.03). La différence entre le controle et les différentes doses
est déterminée par le test one way ANOVA pour les comparaisons multiples et la
détermination des taux de signification. Les différences sont considérees statistiquement
significatives au seuil de 0,05 (p < 0.05).
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Le processus général de caractérisation de nouvelles molécules bioactives a partir
de matrices complexes, telles que les plantes, fait intervenir différentes étapes, dont les
trois principales sont 1’extraction, le fractionnement et I’identification des composés
d’intérét, toutes guidées par des analyses phytochimiques et des tests biologiques

(Hostettmann et Wolfender, 2004).
1. Criblage phytochimique

L’¢évaluation préliminaire de la composition phytochimique des feuilles de la
plante selectionnée pour cette étude a permis de mettre en évidence la présence de

quelques groupes chimiques représentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 8 : Résultats des réactions de caractérisation des différents groupes chimiques

recherchés dans la poudre des feuilles de la plante Inula viscosa.
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Inula Feuilles
: +++ | +++ | +++ - + + +
viscosa
Réaction fortement positive : + + + Reéaction faiblement positive :
+ Réaction moyennement positive : + + Réaction néegative : -

L’étude phytochimique sur la poudre des feuilles d’Inula viscosa a montré que
cette plante contient: des flavonoides, des saponosides, des tanins, des coumarines, des
stérols et terpenes et des glycosides, et absence des alcaloides. Ce qui confirme les travaux
de (Atik-Bekkara et al., 2008) qui a été révélé la présence des esquiterpenicacids, 1,3-
dicaffeoylquinic acid , Saponosides, Tanins et Coumarines chez Inula viscosa La richesse
de cet extrait en composés chimiques actifs pourrait expliquer son utilisation traditionnelle

comme un agent anti-inflammatoire .
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La nature des principes chimiques mis en évidence par le criblage phytochimique
laisse prévoir des activités pharmacologiques intéressantes des plantes étudiées. Il s’agit

essentiellement :

v Des flavonoides : souvent présentés comme anti-inflammatoires, anti-allergiques,
hépatoprotecteurs,  antispasmodiques, hypocholestérolémiants,  diurétiques,
antibactériens, antiviraux in vitro... (Bruneton, 2009).

v" Des tanins : les applications des drogues a tanins sont assez restreintes et découlent
de leur affinité pour les molécules protéiques. Par voie externe, elles
imperméabilisent les couches les plus externes de la peau et des muqueuses,
protégeant ainsi les couches sous-jacentes ; elles ont aussi un effet vasoconstricteur
sur les petits vaisseaux superficiels. Par voie interne, ils exercent un effet anti
diarrhéique certain. Quelle que soit la voie d’administration, 1’effet antiseptique,
antibactérien et antifongique clairement démontré de ces molécules est intéressant
(diarrhee infectieuses, dermatites) (Bruneton, 2009).

v Des saponosides : sont habituellement hémolytiques. Cette propriété est attribuée a
leur interaction avec les stérols de la membrane érythrocytaire. Il est également
assez fréquent que ces molécules aient une trés forte activité spermicide,
logiquement corrélée avec I1’activité hémolytique. In vivo, bon nombre de
saponosides assurent la défense du végétal contre 1’attaque microbienne ou
fongique. Quasiment dépourvus d’activité antibactérienne, les saponosides sont

parfois actifs, in vitro, sur des virus (Bruneton, 2009).
2. Rendement en extrait sec

Les extractions des différents composés phénoliques les plus abondant dans
notre extrait (infuse, acétone 70% et méthanol 70%). Le rendement qui a été
déterminé par rapport a 150 g de matériel végétal sec et broyé des feuilles d’Inula
viscosa pour I’infusé et 100 g de pour I’extrait brut méthanol 70 % et acétone 70 %

est exprimé en pourcentage. Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau. 9 :
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Tableau. 9 : Les rendements en extraits obtenus a partir des feuilles de la plante

Extraits Solvants utilisés Rendements %
Infusé 29.38
) Méthanol 70 % 13.23
Extrait brut
Acétone 70 % 16.72

Les résultats obtenus pour les extraits bruts des feuilles, montrent que le rendement
le plus élevé est celui de I’extrait aqueux (29.38 %) suivi par I’extrait acetonique (16.72 %)

et par (13.23 %) pour I’extrait méthanolique (Figure 18).

= N N
(O] o (]
1 1 1

Rendement (%0)
S

o u»

Infusé MeOH 70%  Acetone 70%
Extrait brut

Figure 18: Rendements des extraits bruts obtenus a partir des feuilles de la plante.

3. Analyses colorimétriques par spectrophotométrie (UV-visible)
3.1. Détermination de la teneur en composés phénoliques
3.1.1. Détermination de la teneur en polyphénols totaux

Les différents extraits bruts, obtenus par extraction solide-liquide, ont été analysés
quantitativement par spectrophotometre UV-visible pour leur contenu en polyphénols. Les

résultats sont exprimés en terme d’équivalents acide gallique a ’aide d’une courbe étalon

(Figure 19).
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Figure 19 : Courbe étalon de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux

En se basant sur les valeurs d'absorbance des diverses solutions d'extraits, ayant

réagi avec le réactif de Folin-Ciocalteu et comparées a la solution étalon en équivalence

d’acide gallique, les résultats de I'analyse colorimétrique des composés phénoliques totaux

sont résumés dans le tableau 10 et sont représentés sur la figure 20.

Tableau 10 : Teneurs en polyphénols totaux (mg EAG/g MS), en flavonoides (mg EC/g
MS), des différents extraits obtenus par ESL

Organe Extraits Polyphénols Flavonoides
bruts Totaux (mg EAG/g MS) (mg EC/g MS)

149.2 + 1.66 28.99 +1.82

. Infusé

Inula viscosa
] 123+ 1.57 33.43+2.25
(Feuilles) MeOH 70%

Acétone 70% 98.43 £ 2.32 18.78 + 2. 07

Les valeurs représentent les moyennes de trois mesures * standard erreur moyenne.

hydro-acétonique ; MeOH 70% : extrait hydro-méthanolique.
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Figure 20 : Teneurs en polyphénols totaux pour les différents extraits bruts de la plante étudiée.
Les valeurs représentent les moyennes + standard erreur moyenne.  Acétone 70% : extrait hydro-
acétonique ; MeOH 70% : extrait hydro-méthanolique. p<0,05*significatif, p<0,01** tres significatif,
p<0,001*** hautement significatif, (n_3)

D’apres la figure 20 une différence hautement significatif (P<0.001) a eté
enregistré de la teneur des polyphénols totaux entre les trois extraits brut étudiées.
Les résultats montrent que les teneurs en polyphénols totaux varient considérablement
entre les différents extraits étudiés d’I. viscosa. L’extrait aqueux posséde la teneur la plus
élevée, avec une valeur de 149.2 + 1.66 mg EAG/g de matiere végétale seche. Suivi par
I’extrait méthanolique avec une teneur de 123+ 1.57 mg GAE/g, puis extrait acetonique

avec une teneur de 98.43 + 2.32 mg GAE/qg.

Le solvant d'extraction emporte des substances non phénoliques comme les sucres,
les protéines et les colorants qui peuvent interférer pendant toute évaluation phénolique
(Djeridane et al., 2006). Le dosage par le réactif de Folin-Ciocalteu donne donc une
évaluation brute de tous les composés phénoliques d’un extrait. Il n'est pas spécifique aux
polyphénols, mais beaucoup de composés peuvent réagir avec le réactif, donnant un taux

phenolique apparent élevé (Tawaha et al., 2007).

Ce test, basé sur une réaction d’oxydo-réduction, peut étre également considéré
comme une méthode permettant d’évaluer I’activité antioxydante (Prior et al., 2005). De
ce fait, les extraits les plus riches en composés phénoliques peuvent étre également

considéres comme les plus antioxydants.
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3.1.2. Détermination de la teneur en flavonoides totaux

La teneur en flavonoides totaux des extraits bruts a été déterminée selon la méthode
au trichlorure d’aluminium. Les résultats sont exprimés en termes d’équivalents catéchine

a I’aide d’une courbe étalon (Figure 21).
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Figure 21 : Courbe d’étalonnage de catéchine pour le dosage des flavonoides totaux.

Une variabilité des teneurs en flavonoides totaux elle est existée dans notre étude
(Figure 22). Une différence significatif (P<0.05) de la teneur des flavonoides totaux entre
infusé et le méthanol 70 %. La teneur la plus élevée est constatée dans I’extrait
methanolique des feuilles, elle est de I’ordre de 33.43+ 2.25 mg EC/g suivi par I’extrait
aqueux avec une teneur de 28.99 = 1.82 mg EC/g, puis extrait acétonique avec une teneur
de 18.78 + 2. 07 mg EC/qg.
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Figure 22 : Teneurs en flavonoides totaux pour les trois extraits bruts de la plante étudiée. Les
valeurs représentent les moyennes + standard erreur moyenne. Acétone 70% : extrait hydro-acétonique ;
MeOH 70% : extrait hydro-méthanolique. p<0,05*significatif, p<0,01** trés significatif, p<0,001***

hautement significatif, (n=3)
4. Activité Anti-inflammatoire
4.1. Activité Anti-inflammatoire in vitro
4.1.1. Inhibition de la denaturation du BSA

Le tableau 11 montre les résultats de 1’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits
bruts d’Inula viscosa qui consiste a évaluer les pourcentages d’inhibition de la dénaturation de

Bovine sérum albumine (BSA).

Tableau 11: Pourcentage d’inhibition de la dénaturation de BSA des extraits bruts des feuilles

d’ Inula viscosa.

Organe végetale | Extrais bruts Dose (pug/ml) Foureentage dibiton 00
250 25.79+222"™
500 3411+1.46"™
800 4337+1.34*
Infuse 1000 60.75 + 2.28 **
1500 69.26 + 2.45 **
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2000 7997 +3.71"™
250 2474 +2.32"™
500 3171+ 2.01"™
Feuilles MeOH 70 % 800 4229 £ 3.49*
1000 53.43+3.05*
1500 61.35+ 0.79 **
2000 71.23+ 1.37 **
250 1752+1.31"™
500 25.39+1.87™
800 3265+22"™
Acétone 70 % 1000 4192+181*
1500 50.18 £ 1.72*
2000 61.38 +1.20*
250 20.32+0.7™
500 26.15+1.58 ™
Diclofénac 800 345+1.14"™
sodium 1000 4557 £1.65*
1500 75.4 + 221 **
2000 88.37 £ 1.60 ***

Les valeurs représentent les moyennes + standard erreur moyenne. Acétone 70% : extrait hydro-acétonique ;
MeOH 70% : extrait hydro-méthanolique, ns; non significatif : p<0,05*significatif, p<0,01** tres
significatif, p<0,001*** hautement significatif, (n=3).

D’aprés les résultats, un rapprochement de taux d'inhibition de la dénaturation du
BSA entre [D’anti inflammatoire standard (Diclofénac sodium) et les différents extraits

étudiée des feuilles de la plante avec les différentes doses testé (Figure 23).

Une inhibition tres significative (p<0,01) a été enregistré avec tout 1’extraits testés
a la concentration de 2000 pg/ml qui estimé par 79.97 % avec infusé, suivi par le
méthanol 70 % avec un taux de 71.23 % puis I’extrait acétonique par 61.38 %. Cependant
la diclofénac sodium inhibe hautement significativement (p<0,001) la dénaturation du

BSA par un pourcentage de 88, 37 % a la méme concentration (2000 ug/ml) (Tableau 11).
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Figure 23: I’effet d’Inula viscosa (Feuilles) : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation

du BSA. Les valeurs représentent les moyennes + standard erreur moyenne.  Acétone 70% : extrait

hydro-acétonique ; MeOH 70 % : extrait hydro-méthanolique, (n=3).
4.2. Activité Anti-inflammatoire in vivo
4.2.1. Criblage de I’activité antioedémateuse

L’étude a été congue pour évaluer l'activité anti-inflammatoire des feuilles de la
plante Inula viscosa, Les expériences ont été réalisées sur le modele de I'cedéme de la patte
de souris induit par la carragénine a 1%. Il est testé sur ce modéle les extraits aqueux, a la
dose de 250 et 500 mg/kg en admnistration par intra-péritonéale. Les résultats obtenus ont
¢été comparés a ceux d’un médicament la diclofénac qui est un anti-inflammatoires non
stéroidiens et a ceux du contrdle physiologique. Aprés I’injection de 1'eau physiologique, la
carragénine entraine une augmentation significative du volume de la patte de souris de 3.04
+ 0,07 de 3.18 +0,04 et de 3.52 + 0,08 et de 3.30 + 0,06 mm respectivement a 1h, 2h, 3h et

4 heures.
4.2.1.1. Le pourcentage d’augmentation du volume de la patte (%AUG)

» Groupes controle
L’administration de la carragénine entraine une augmentation tres significative

(p<0,01) du pourcentage de 1’augmentation du volume des pattes des souris de groupe
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controle (35.11 %) a la comparaison avec le groupe témoin sain  partir de la premiére
heure de I’expérimentation.

De plus, une augmentation hautement significative (p<0,001) du volume de la patte
des souris est observée a la troisieme heure comparée a toutes les heures de
I’expérimentation (41,33 ; 56.44 et 46.66 %) & la deuxieme, troisieme et quatriéme heure,
respectivement.

» Groupes standards

Pour le groupe standard, les résultats obtenus montrent que 1’administration de
I’anti-inflammatoire du diclofénac a (50 mg/kg) provoque une diminution significative
(p<0,05) du volume de la patte des souris pendant la premiére et la deuxieme heure qui
estimé par 17.85 et de 26.33 % respectivement. Cependant, une réduction hautement
significative a été enregistré a partir de la troisieme heure et continue jusqu’a la fin de
I’expérimentation a la comparaison avec le groupe contrdle (Figure 24). Il est estimé par
17.85; 26.33; 20.08 et 9.37 % a la premiere, deuxiéme, troisieme et quatriéme heure,
respectivement.

» Groupe traité par ’extrait aqueux d’Inula viscosa (250 et 500 mg /kg de p.c)

Dés la deuxiéme heure du traitement par 1’extrait aqueux d’Inula viscosa a la dose
250 et 500 mg/kg de p.c) une diminution tres significative (p<0,01) du pourcentage de
I’augmentation du volume des pattes des souris traitées par les deux doses testé¢ a la
comparaison avec le groupe contréle (Figure 24), qui estimé par 35.55; 27.11 ; 21.77 et
15.54 % pour la dose 250 mg/kg et de 32.73 ; 27.8; 14.34 et 4.93% pour la dose 500
mg/kg a la premiére, deuxieme, troisieme et quatriéme heure, respectivement (Figure
24).
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Figure 24 : Evolution de I’cedéme en présence d’un prétraitement par voie intra-

péritonéale, apres I’injection de la carraginine (0,1 ml; 1%), Les valeurs représentent les

moyennes + standard erreur moyenne. EAIV ; Extrait aqueux d’Inula viscosa. ns ; non significatif :
p<0,05*significatif, p<0,01** tres significatif, p<0,001*** hautement significatif, (n=6)

.4.2.1.2. Pourcentage d’inhibition de I’cedéme de la patte (%INH):

» Groupes standards
Pour le groupe standard, I'administration du diclofénac a une dose de 50 mg/kg de
p.c. présente une inhibition significative (p<0,05) de ’cedéme de la patte de souris a la
premiére heure a la deuxiéme heure et une inhibition hautement significative (p<0,001) a
partir de troisieme heure jusqu’a la fin (quatriéme heur), cette activité atteint 79.91 % a
la quatrieme heure de I’expérimentation (Figure 25).
» Groupe traité par I’extrait aqueux d’Inula viscosa (250 mg /kg)
L’administration intra-péritonéale de I’extrait aqueux d’Inula viscosa a la dose de
250 mg/kg présente une activité inhibitrice de I’cedéme de la patte des souris, cette activité
augmente progressivement jusqu’a la quatriéme heure de I’expérimentation, une inhibition
trés significative (p<0,01) a la troisieme et quatriéme heure. Sa valeur est 66 fois plus
élevée que celle notée a la premiere heure (Figure 25). De plus, aucune différence
significative (p >0,05) est notée entre les valeurs du pourcentage d’inhibition de
I’augmentation du volume des pattes pendant la premiere et la deuxieme heure
respectivement.
» Groupe traité par ’extrait aqueux d’Inula viscosa (500 mg /kg)
A la dose de 500 mg/kg I’effet inhibiteur de 1’extrait d 'Inula viscosa administré par

intra-péritonéale se manifeste des la premiéere heure qui suit l'injection de la carragénine

50



Résultats et discussion

avec un pourcentage d’inhibition de [l’ordre de 6,77 % cette activité augmente
progressivement jusqu'a la quatrieme heure (89,43%) (Figure 25). L’analyse statistique de
ce résultat a révélé une différence hautement significative (p<0,001) a la quatrieme heure
comparée respectivement a la premiére et deuxiéme heure de 1I’expérimentation. De plus,

cette inhibition est significative (p<0,05) a la troisiéme heure de I’expérimentation.

E Controle
H Diclofénac (50mg/kg)
M EAIV (250 mg/kg)
@ EAIV (500 mg/kg)
1 2 3

4

= N W A U OO NN 0 O
o O O O O O o o o
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Pourcentage d'inhibition (%)

o

Temps (heurs)

Figure 25 : Pourcentage moyen d’inhibition de 1’cedéme des pattes droites des souris,
induit apres les traitements lors du test de 1’activité antioedémateuse de 1’extrait aqueux
des feuilles d’Inula viscosa Les valeurs représentent les moyennes * standard erreur
moyenne. EAIV ; Extrait aqueux d’Inula viscosa. (n=6)

4.2.2. L’effet de ’extrait aqueux d’Inula viscosa sur le taux des cellules immunitaire
(leucocyte, lymphocyte et granulocyte)

Selon les resultats de la FNS une augmentation tres significative (p < 0.01) de
nombre des leucocytes chez le groupe contrdle (12,5 +0.51 x 10°cell/L) par apport aux

témoins sains (4.86 + 0.23 x 10%ell/L) (Tableau 12). Cette augmentation est due & une

forte inflammation dans le corps.

Apres le tableau une diminution significative (p < 0.05) de nombre des leucocytes
chez les souris traité par la diclofénac (50mg/kg) est de 7.2 +0.05 x 10° cell /L. Tandis que

la dose 250 mg/kg diminuent trés significativement (p < 0.01) le taux des leucocytes (8.1 +

0.62 x10? cell/L). Une diminution hautement significative (p<0.001) a été observé chez les
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souris traité par la dose 500 mg/kg de nombre des leucocytes (5.8 +0.23 x 10° cell /L) a la

comparaison avec le groupe contréle.

Tableau 12: Le taux des cellules immunitaires chez les différents groupes testés.

Nombre des cellules immunitaire

Groupe testé Leucocytes totaux Lymphocytes Granulocytes
(10%cell /L) (10%ell /L) (10%ell /L)
Témoin sain 4.86 +0.23 2.65+0.36 1.46 +0.14
Controle 12,5 +0.51 3.9+0.26 4.83 +0. 37
Diclofénac (50mg/kg) 7.2+0.05" 55+0.24"™ 1.73+0.27"
EAIV (250 mg/kg) 814062 5.03+0.32"™ 2.13+0.13™
EAIV (500 mg/kg) 584023 4.43+0.18™ 0.93+0.08

Les valeurs représentent

les moyennes * standard erreur moyenne. ns: non significatif,

p<0,05*significatif, p<0,01** trés significatif, p<0,001*** hautement significatif, (n=6)

Concernent le taux des lymphocytes, un rapprochement a été enregistre dans les
différents groupe testé qui estimé par 3.9 +0.26 ; 5.5+0.24; 5.03 +0. 32 et 4.43 +0.18 X
10%cell/ L avec le groupe contrdle, diclofénac (50mg/kg), EAIV (250 mg/kg) et EAIV

(500 mg/kg) respectivement (Tableau 12).

Une augmentation tres significative (p < 0,01) des granulocytes a été remarqué dans

le groupe contrdle (4.83 +0. 37 x 10°cell/L) a la comparaison avec le groupe témoin. Une

diminution significative (p < 0,05) a été observé avec le groupe traité par la diclofénac

(50mg/kg) (1.73 +£0.27 x 10%ell/L) a la comparaison avec le groupe contrdle (. Par contre

une diminution trés significative (p<0,01) est enregistrée avec le groupe traité par I’extrait

aqueux d’Inula viscosa a la dose 500 mg/kg (Tableau 12). Il est de I’ordre de 0.93 +0.08

10° cell/L.
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Discussion

La dénaturation des protéines est parmi les causes de 1’inflammation (Barros et al., 2008 ;
Bagad et al., 2011) . La production d’auto-antigénes dans les maladies inflammatoire peut
étre due a la dénaturation des protéines in vivo. Le mécanisme possible de la dénaturation
consiste a 1’altération des liaisons électrostatique, hydrogene, hydrophobe et disulfure qui

maintien la structure tridimensionnelle des protéines (Mizushima et Kobayashi , 1968 ) .

Il est prouvé que les anti-inflammatoires non stéroidiens comme le phenylbutazone
et l’indomethazine inhibent pas seulement la synthése des prostaglandines pro-
inflammatoires, mais inhibent aussi la dénaturation des protéines (Sangeetha et al., 2011).
Ils empéchent la dénaturation d'albumine traitée par la chaleur a pH physiologique (pH: 6.2
a 6.5).D’apres les résultats, on constate que les extraits bruts de Inula viscosa sont
capables de controlé la production d’auto-antigéne par 1’inhibition de la dénaturation des
protéines. L’activité inhibitrice de la dénaturation de BSA est peut étre attribuée a la
présence de différents composés bioactifs tels que les flavonoides et les tannins dans les
I’extrait trouvés lors des criblages phytochimiques. De nombreuses études ont évalué
I’effet inhibiteur de différents extraits de plantes sur 1’activité anti-inflammatoire in vitro
par la méthode de la dénaturation des protéines. on peut conclure que les extraits bruts
utilisé dans cette étude posséde un effet anti-inflammatoire marqué in vitro contre la
dénaturation des protéines, et que D'autres études définitives sont nécessaires pour

déterminer les mécanismes et les électeurs derriére ses actions anti-inflammatoires.

L’inflammation aigué induite chez la souris par I’injection de la carragénine est un
modele standard et pratique, largement utilisé pour I’évaluation des propriétés anti-
inflammatoires de différents agents (Cuzzocrea et al., 1998 ; Jilroy et al., 1999).

Le mécanisme cellulaire et moléculaire par lequel la carragénine induit le processus
inflammatoire est connu. Elle stimule la libération de 1I’histamine et de la sérotonine par les
mastocytes, débutant par cela une cascade d’événements qui produisent d’autres
médiateurs qui contribuent a [’établissement de la réaction inflammatoire aigué

(Cuzzocrea et al., 1998).

En effet, la carragénine induit au cours de la phase précoce (1-2h) de la réaction
inflammatoire, la production de facteurs pro-inflammatoires tels que 1’histamine, la
sérotonine, les leucotriénes, le PAF et les prostanoides. Ces facteurs provoquent des

modifications vasculaires qui conduisent a I’exsudation plasmatique. Durant la phase
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tardive de ce processus inflammatoire (4-12h), ces facteurs chimioattractants induisent le
recrutement des neutrophiles par chimiotactisme envers le site inflammatoire, ou ils
libérent leur arsenal cytotoxique et d’autres médiateurs inflammatoires (Dawson et al.,

1991 ; Cuzzocrea et al.,
2000a, b).

Deux populations de cellules inflammatoires interviennent au cours de
I’inflammation induite par la carragénine. Les neutrophiles prédominent durant les 12
premieres heures. lls sont ensuite remplacés par les monocytes qui se différencient en
macrophages tissulaires. Ces mononucléaires dominent alors la réaction inflammatoire
jusqu’a sa résolution apres 48 heures (Jilroy et al., 1999). L’infiltration des PMNs vers le
site de I’inflammation des souris durant les 4 premiéres heures qui suivent I’injection de la
carragénine a été exploitée dans la présente étude pour évaluer 1’effet anti-inflammatoire in
vivo de I’extrait aqueux des feuilles d’Inula viscosa. Nous avons observé que
I’administration intra- péritonéale de extrait aux souris, atténue significativement le
nombre de PMNs ayant migré vers le site de I’inflammation de ces souris ont été

significativement réduits.

En plus de leurs inhibitions de la production des médiateurs pro-inflammatoires, les
métabolites secondaires des feuilles de Inula viscosa inhibent le recrutement des
neutrophiles vers le site de I’inflammation par I’inhibition de I’expression des molécules

d’adhésions sur la paroi des cellules endothéliales des veines (Anné et al., 1994).

Les anthocyanines bloquent la migration des leucocytes au site inflammatoire par
I’inhibition des molécules d’adhésion ICAM-1 et VCAM-1, et ceci par la régulation du
TNF-o. Tsuda et ses collaborateurs (2002) rapportent que 1’administration du cyanidine 3-
O-R-glucoside inhibe I’inflammation induite par le zymosan. Aussi, le traitement par la
cyanidine 3-O-R-glucoside réduit I’augmentation des concentrations de NO, TNF-a, 1L-1R,
et CINC-1 (cytokine-indudec neutrophil chemoattractant 1). De plus, la cyanidine 3-O-i3-
glucoside normalise les niveaux de plusieurs protéines de la phase aigué, incluant o2-

macroglobuline, albumine, et transferrine (Calixto et al., 2004).

Les flavonoides inhibent la migration des leucocytes en bloquant leur adhésion a la
paroi vasculaire (Manthey, 2000 ; Middleton et al., 2000). Cet effet serait di a

I’inhibition de la synthése de I’IL-1 et le TNF-a, principaux inducteurs de 1’expression des
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molécules adhésives sur la paroi vasculaire (Cho et al., 2000). Il a été rapporté en effet,
que la quercétine bloque I’adhésion des leucocytes a la paroi endothéliale des veines
ombilicale par I’inhibition de 1’expression des [CAM-1 (Anneé et al., 1994).

L’acide gallique a son tour inhibe la migration des leucocytes en inhibant les
molécules d’adhésion VCAM-1, ICAM-1, et E-selectin dans les cellules endothéliales
vasculaires, cette inhibition est dii a I’inhibition I’IL-1, TNF-a, et le NF-xB (Takatoshi et
al,. 1999).

Prenant ces données ensemble, les extraits aqueux des feuilles d’Inula viscosa
exerceraient leur effet anti-inflammatoire par la réduction de la production des médiateurs
inflammatoires impliqués dans le deéroulement des étapes de la réaction inflammatoire
aigué induite par la carragénine, ainsi que par I’inhibition du recrutement des leucocytes

vers le site d’inflammation en exergant des effets antichimioattractants sur ces derniers.
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Conclusion

Les plantes médicinales ont €eté utilisées dans la médecine traditionnelle pendant
plusieurs années. Ils sont toujours des sources essentielle de médicaments.et ce sont la
source de la majorité des anti-inflammatoire naturels et elles restent encore sous exploitées
dans le domaine médicale.et I’industrie pharmaceutique, sachant que les anti-
inflammatoires sembleraient de maniére significative a la prévention des maladies, le
développement de nouveaux médicaments a base d’anti-inflammatoire d’origine naturelle
doit étre a I’ordre de jour. Cette efficacité est due a des métabolites secondaires ou ses
principes actifs comme: les composes phénoliques, les alcaloides, et les huiles
essentielles... Notre pays est riche de ce type des plantes qui sont utilisées souvent en

médecine traditionnelle.

Ce travail a porté sur la détermination de I’activité anti inflammatoire de la plante
médicinale Inula viscosa. Dans un premier temps, Les tests phytochimiques réalisés par
les réactions de caractérisation ont permis de mettre en évidence des flavonoides,
des tanins, des sterols et triterpénes , des saponoside, coumarines et des glycosides dans

les deux parties de la plante ainsi que 1’absence totale des alcaloides.

Les extractions des différents composes phénoliques les plus abondant dans
notre plante nous a permis de calculer le rendement de chaque extrait notamment
les extraits bruts (Infusé, acétone 70% et méthanol 70%), dont le rendement le plus

remarquable est celui de I’extrait aqueux (29,38%).

La teneur des phénols totaux et des flavonoides est variable entre les
différents extraits bruts d’Inula viscosa L. La teneur la plus élevée des polyphénols
est constatée dans 1’extrait infusé avec une teneur de 149.2 + 1.66 mg GAE/g MS suivi
par 1’extrait de méthanol 70 %, elle est de ’ordre de 123+ 1.57mg GAE/g MS puis
I’extrait acétone 70 % par 98.43 + 2.32 GAE/g MS . Concernant les flavonoides, nous
avons enregistré des teneurs variable pour les extrait bruts étudies, elles représentent
une teneur de 28.99 £ 1.82mg EC/g; 33.43+ 2.25 et 18.78 = 2. 07 mg EC/g pour

I’infusé, le méthanol 70 % et acétone 70 % respectivement.

L’effet anti-inflammatoire des extraits bruts d’Inula viscosa a été évalué dans ce

travail. Les résultats obtenus montrent que les extraits ont une activité anti-inflammatoire.
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Cependant, cette activité est différente selon le degré de solubilité des composés

secondaires d’Inula viscosa.

In vitro D’activité anti-inflammatoire des extraits bruts étudies a été effectuée selon
la méthode d’inhibition de la dénaturation des protéines. D’apres les résultats : ’extrait
aqueux d’l. viscosa est présent que un grand pourcentage d’inhibition de la dénaturation du

BSA avec un taux de 79.97 %.

In vivo, I’extrait aqueux des feuilles montrent une activité anti-inflammatoire
importante. En effet, lors du test d’inhibition du développement de I’cedéme de la patte
induit par carragénine chez la souris permet de conclure que I’extrait aqueux des feuilles d’
Inula viscosa appliqués localement possedent un effet anti-inflammatoire significativement

supérieur a celui de la diclofénac, aux doses utilisées.

Ces resultats sont confirmes lors des tests de permeabilité chez les souris, ce dernier
test suggére aussi que notre extrait inhibe le recrutement des cellules immunitaires dans le

site inflammatoire.

L’évaluation de D’activité anti-inflammatoire des extraits d’Inula viscosa montre
que cette plante possede un pouvoir pharmacologique, ce qui supporte son usage

traditionnel pour le soulagement de diverses affections inflammatoires.

Les resultats obtenus lors de cette étude sont intéressants, mais des études
complémentaires sont nécessaires pour comprendre les mécanismes moléculaires et
cellulaires de ces effets. Ces études doivent étre aussi orientées vers la détermination des
composés actifs dans les extraits d’Inula viscosa et 1’évaluation leurs ’effet sur les de

signalisations impliqués dans le processus inflammatoire.
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Résumé

Résumeé

Ce mémoire comporte une ¢étude phytochimique et évaluation de 1’activité anti-

inflammatoire in vitro et in vivo des extraits bruts des feuilles de 1’ Inula viscosa.

La premiere technique consiste a faire des tests qui permettent de déterminer les
différents groupes chimiques contenus dans un organe végétale. L’étude phytochimique de la
poudre des feuilles d’Inula viscosa montré que cette plante contient: des flavonoides, des
saponosides, des tanins, des coumarines, des stérols et terpenes et des glycosides, et absence

des alcaloides.

La deuxieme technique consiste a évaluer la teneur en polyphénols totaux par la
méthode du réactif de Folin-Ciocalteu et celle des flavonoides par la méthode du trichlorure
d’aluminium. La détermination quantitative des polyphénols totaux révele que I’extrait
aqueux sont riches en polyphénols avec une teneur plus élevée de : 149.2 + 1.66 mg GAE/g
MS exprimée en équivalent acide gallique par g et une teneur plus élevée en flavonoides avec

33.43+ 2.25 EC/g MS pour I’extraits méthanolique exprimée en équivalent acide catéchine.

La troisiéme technique consiste a étudier ’activité anti-inflammatoire in vitro selon la
méthode d’inhibition de la dénaturation des protéines. D’apres les résultats : I’extrait aqueux
d’Inula viscosa inhibe tres significativement (p<0.01) la dénaturation du BSA avec un taux
de 79.97 %.

La quatrieme technique consiste a étudier I’activité anti-inflammatoire in vivo.
L’inflammation aigué induite chez la souris par 1’injection de la carragénine est un mod¢le
standard et pratique. L’extrait aqueux des feuilles montrent une activité anti-inflammatoire
importante. Il inhibe trés significativement (p<0.01) le développement de I’cedéme de la
patte induit par carragénine et diminue significativement (p<0.01) le recrutement des

cellules immunitaires dans le site inflammatoire.

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire des extraits d’Inula viscosa montre que
cette plante posséde un pouvoir pharmacologique, ce qui supporte son usage traditionnel pour

le soulagement de diverses affections inflammatoires.

Mots clés : Inula viscosa, activité anti inflammatoire in vivo, carragénine, activité anti

inflammatoire in vitro.



Abstract

Abstract

This memory includes a phytochemical study and evaluation of the anti-inflammatory

activity in vitro and in vivo of the crude extracts of the leaves of the Inula viscosa.

The first technique consists of tests that are used to determine the different chemical
groups contained in a plant organ. The phytochemical study on the powder of the leaves of
Inula viscosa showed that this plant contains: flavonoids, saponins, tannins, coumarins,

sterols and terpenes and glycosides, and absence of alkaloids.

The second technique consists in evaluating the content of total polyphenols by the
Folin Ciocalteu reagent method and that of the flavonoids by the aluminum trichloride
method. Quantitative determination of the total polyphenols reveals that the aqueous extract is
rich in polyphenols with a highest content of: 149.2 + 1.66 mg GAE / g MS expressed in
gallic acid equivalent by g and a higher content of flavonoids with 33.43 £ 2.25 EC / g MS for

the methanolic extracts expressed in catechin acid equivalent.

The third technique consists in studying the anti-inflammatory activity in vitro
according to the method of inhibiting the denaturation of proteins and according to the results:
the aqueous extract of Inula viscosa inhibits very significantly (p <0.01) the denaturation of
the BSA with a rate of 79.97.

The fourth technique is to study the anti-inflammatory activity in vivo. The acute
inflammation induced in mice by the injection of carrageenan is a standard and practical
model. The aqueous extract of the leaves showed an important anti-inflammatory activity. It
inhibits very significantly (p <0.01) the development of the edema of the leg induced by
carrageenan and decreases significantly (p <0.01) the recruitment of immune cells in the

inflammatory site.

The evaluation of the anti-inflammatory activity of the extracts of Inula viscosa shows
that this plant possesses a pharmacological power, which supports its traditional use for the

relief of various inflammatory affections.

Key words: Inula viscosa, activity anti-inflammatory in vivo, carrageenan, activity anti-
inflammatory in vitro.
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