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Résumé

Hertia cheirifolia L. est une plante médicinale de la famille des Asteraceae connue pour son
usage traditionnel dans le traitement des troubles digestifs et la cicatrisation des plaies. La
présente étude a porté sur des extraits méthanoliques des différentes parties de la plante
(feuille, tige, fleur et racine). D’abord, I’analyse du contenu en composés phénoliques a
montré que la teneur la plus élevée est contenue dans ’extrait de feuille (ED-Fe) (50.61 £
6.21 mg EAG/g d’extrait). Sept différents composés phénoliques ont été identifiés par
HPLC-DAD, dont quatre acides phénoliques dérivés de I’acide caféique et trois flavonoides
dont la rutine et deux de ses dérivés. Par ailleurs, I’extrait ED-Fe a montré la capacité
antioxydante la plus élevée envers le radical ABTS™ (76.48+ 0.58 pg/mL), et le meilleur
pouvoir réducteur du fer (0.307 + 0.003 mmol. Fe**/g d’extrait). L’étude de I’activité anti-
inflammatoire dans le modéle de I’cedéme de I’oreille induit a ’huile de croton chez la
souris a montré que I’extrait ED-Fe avait le meilleur effet (43.52 + 6.08%). De méme, le
modele de I’cedéme de la patte induit a la carragénine chez le rat a été marqué par un effet
significatif de I’extrait ED-Fe (23.67 + 1.55% a 200 mg/Kg). Enfin, un effet anti-
inflammatoire préventif trés intéressant a été obtenu, notamment avec 1’extrait ED-Fe (26.14
+ 4.24%) dans le mod¢ele de I’arthrite induite a 1’adjuvant complet de Freund (AIA) chez le
rat. Cet effet a été accompagné d’une nette amélioration des parameétres cliniques, sériques
et histologiques. L’ensemble de ces résultats, suggerent que le potentiel antioxydant et anti-
inflammatoire des extraits de Hertia cheirifolia serait fortement lié a leur contenu en
polyphénols. Ceci constitue une source naturelle prometteuse pour le développement de

nouvelles molécules pharmacologiques.

Mots clés: Hertia cherifolia, polyphénols, activité antioxydante, activite anti-

inflammatoire, arthrite induite a I’adjuvant de Freund.



Abstract

Hertia cheirifolia L. is a medicinal plant that belongs to the Asteraceae family. This plant is
known for its traditional use in the treatment of digestive disorders and wound healing in the
east of Algeria and in Tunisia. In the present study, methanolic extracts from the different
parts of the plant; leaf, stem, flower and root were used. First, phenolic compounds content
analysis revealed that the highest content was obtained with the delipidated leaf extract
(DE-L) (50.61 £ 6.21 mg EAG/g extract). Seven different phenolic compounds were
identified by HPLC-DAD analysis, four of them were derived from caffeic acid in addition
to three flavonoids including rutin and its derivatives. Furthermore, DE-L showed the
highest antioxidant capacity towards the ABTS™ radical (76.48+ 0.58 pg/mL), and iron
reducing capacity (0.307 + 0.003 mmol. Fe?*'g extract). The anti-inflammatory activity was
studied using the croton oil-induced ear edema model in mice and showed that the DE-L had
the strongest effect (43.52 + 6.08%). Similarly, the carrageenan-induced paw edema model
in rats was marked by a significant effect of DE-L (23.67 £ 1.55% at 200 mg/Kg). Finally,
a very interesting preventive anti-inflammatory effect was observed with DE-L (26.14 +
4.24%) in the Freund's complete adjuvant induced arthritis (AlA) model in rats. This effect
was associated with a considerable improvement in clinical, serological and histological
parameters. These results suggest that the antioxidant and anti-inflammatory potential of
Hertia cheirifolia extracts were strongly related to their polyphenols content. Our results
support the use of this plant in traditional medicine and provide a promising natural source

for the development of new pharmacological molecules.

Keywords: Hertia cherifolia, polyphenols, antioxidant activity, anti-inflammatory activity,

Freund’s adjuvant-induced arthritis.
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Introduction

Les plantes médicinales sont de plus en plus reconnues pour leurs bienfaits pour la santé
humaine. De nos jours, la découverte de nombreuses molécules bioactives issues de milliers
d’especes de ces plantes représente une source biogénique importante pour le développement
pharmaceutique. Ces molécules bioactives sont des métabolites secondaires produits par
différentes especes formant une grande famille de composés naturels de structures chimiques
tres diversifiées, dont les polyphénols qui sont dotés de nombreuses propriétés
pharmacologiques, attribuées principalement a leurs activités antioxydante et anti-

inflammatoire.

Par ailleurs, des études récentes ont montré que le stress oxydant est fortement impliqué
dans le développement et la perpétuation de I’inflammation, contribuant a 1’apparition et/ou au
maintien de nombreuses pathologies, telles que 1’arthrite rhumatoide, les maladies
cardiovasculaires et neurodégénératives. L’arthrite rthumatoide (AR) est une maladie auto-
immune caractérisée par une inflammation chronique des articulations aboutissant & une
destruction sévere de 1’os et du cartilage. Différentes thérapies sont utilisées dans le traitement
de ’AR mais leur efficacité reste limitée et de nombreux effets secondaires sont observés
surtout & long terme. La médecine alternative est a cet effet une approche prometteuse pour la
thérapie antiarthritique, grace aux extraits naturels de plantes. En effet, différentes plantes
médicinales ont été étudi¢es dans la thérapie de I’AR, ou une réduction de la douleur et de
I’inflammation ont été clairement démontrées. De plus, différents modeles expérimentaux ont
été développés chez les rongeurs pour une meilleure compréhension du mécanisme
pathogénique de I’AR ainsi que pour I’évaluation des effets de nouvelles molécules

thérapeutiques.
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L’objectif principal de notre travail est d’évaluer et de mettre en évidence les activités
antiinflammatoires et antiarthritiques des extraits d’une plante médicinale endémique du bassin
méditerranéen (Hertia cheirifolia L.). Les différentes parties de la plante (feuilles, tiges, fleurs
et racines) ont été mises a 1’¢tude dans le but de valoriser leurs différents extraits et afin de
comparer les propriétés de ces différentes parties. L’objectif de notre étude se décline en trois

parties principales :

- Analyse phytochimique des extraits méthanoliques de H. cheirifolia

- Etude de I’activité antioxydante in vitro : évaluation de 1’activité anti-radicalaire, analyse

du pouvoir réducteur du fer et de I’effet anti-peroxydation lipidique.

- Evaluation de I’activité anti-inflammatoire in vivo en utilisant deux modéles animaux :
souris et rats. Cette partie du travail vise a chercher I’activité anti-inflammatoire aigué
(cedéme de I’oreille induit au PMA et a 1’huile de croton chez la souris et cedéme de la
patte induit & la carragénine chez le rat) et chronique (mode¢le de I’arthrite rhumatoide

induite a I’adjuvant de Freund chez le rat).
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CHAPITRE I. INFLAMMATION ET STRESS OXYDANT

Il est de plus en plus reconnu que le stress oxydant joue un réle important dans le
développement et la perpétuation de 1’inflammation, contribuant ainsi au développement de
nombreuses pathologies chroniques, tels que les maladies cardiovasculaires, le diabéte, les
maladies neurodégéneratives et le cancer (Lugrin et al., 2014 ; Li et al., 2016 ; Jha et al.,

2018).

1. Inflammation

L’inflammation est un processus fondamental de défense naturelle développé par le systéme
immunitaire contre toute agression étrangere. Elle permet également de remplacer les tissus
endommagés par cicatrisation afin de restaurer 1’homéostasie cellulaire (Medzhitov, 2010 ;
Kotas et Medzhitov, 2015). L’inflammation est un processus dynamique et organisé orchestré
par des éléments vasculaires, cellulaires et humoraux. Les principaux évenements survenant
lors de I’inflammation sont la modification de la perméabilité vasculaire, le chimiotactisme
des leucocytes et la libération de médiateurs inflammatoires (Kotas et Medzhitov, 2015 ;
Abdulkhaleq et al., 2018).

La réponse inflammatoire peut étre aigué ou chronique suivant chacune un mécanisme
particulier. L’inflammation aigué est caractérisée par une vasodilatation locale, une
extravasation et une migration trans-endothéliale des neutrophiles et des monocytes circulants
dans le site inflammatoire (Medzhitov, 2010 ; Chen et al., 2018). Une inflammation aigué
incontr6lée peut évoluer vers une inflammation chronique, caractérisée par une infiltration
lymphocytaire importante, une prolifération des fibroblastes et une formation des fibres de

collagene (Hardbower et al., 2013).
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En présence d’un stimulus inflammatoire, les cellules immunitaires sont activées et sécretent
des cytokines et des chimiokines ainsi que des médiateurs lipidiques jouant le rdle de
chimiotactisme et d’activation séquentielle des cellules inflammatoires (Medzhitov, 2010 ;

Turner et al., 2014 ; Kotas et Medzhitov, 2015), (Figure 1).
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Figure 1. Principaux médiateurs inflammatoires cellulaires et humoraux (IL- : interleukine ;
MMP- : métalloprotéases matricielles ; PDGF : facteur de croissance dérivé des plaquettes,
bFGF : facteur de croissance basique des fibroblastes; VEGF : facteur de croissance de
I’endothélium vasculaire ; ECM : matrice extracellulaire ; ICAM-1 : molécule d’adhérence
intercellulaire ; LFA-1: Antigéne 1 associé a la fonction de lymphocyte; VLA-4 : antigéne
d’activation trés tardif-4 ; VCAM-1 : molécule d’adhérence 1 des cellules vasculaires ; Mo :

macrophage ; PMN : polymorphonucleaire), (Eming et al., 2007).
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1.1. Médiateurs humoraux de ’inflammation

1.1.1. Amines et peptides vasoactifs

L’histamine et la sérotonine sont deux amines vasoactives, secrétées principalement par les
mastocytes activés. Elles sont responsables de la vasodilatation et de 1’augmentation de la
perméabilité vasculaire, et permettent ainsi le maintien de la phase aigué de la réponse
inflammatoire (Abdulkhaleq et al., 2018). Elles sont par ailleurs, impliquées dans
I’hypersensibilité, favorisant les symptomes d’allergie (rougeur et urticaire) et contribuent a la
cicatrisation (Shajib et khan, 2015). Les kinines (bradykinines), produites par les tissus lors de
I’inflammation par clivage protéolytique de I’a2 globuline, sont également des hormones

peptidiques vasoactives (Abdulkhaleq et al., 2018).

1.1.2. Métabolites lipidiques

Les écosanoides sont des médiateurs lipidiques a 20 carbones, produits principalement du
métabolisme de 1’acide arachidonique, libéré de la membrane plasmique sous ’action de la
phospholipase A2 (PLA2). Leur synthése est catalysée principalement par les
cyclooxygénases (COX-2) et les lipooxygénases (5-LOX), (Hanna et Hafez, 2018;
Venkatesha et al., 2018). Les plus connus des écosanoides sont les prostaglandines (PG), les
thromboxanes (TX) et les leukotrienes (LT). lls sont produits par la majorité des cellules
inflammatoires et par 1’endothélium vasculaire activés (Hirata et Narumiya, 2012 ; Mashima
et Okuyama, 2015). Les PG, en particulier PGE2, contribuent avec les amines vaso-actives a
I’augmentation du flux sanguin in situ, et stimulent la réponse a la douleur en plus de leur réle
pyrogéne. Les leukotriénes B4 (LTB4), représentant important des LT, est un facteur chimio-

attractant des neutrophiles et des monocytes, et stimule la sécrétion des cytokines par les
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leucocytes activés et de I’histamine par les mastocytes (Hirata et Narumiya, 2012 ; Mashima
et Okuyama, 2015).

Le facteur activateur des plaquettes (PAF) est un autre médiateur dérivé des phospholipides
membranaires. Il est produit par les mastocytes, les plaquettes et les neutrophiles. 1l intervient
dans la phase précoce de la réponse inflammatoire, via 1’augmentation de la perméabilité

vasculaire (Bitencourt et al., 2013).

1.1.3. Cytokines

Les cytokines sont des glycoprotéines produites par divers types cellulaires activés. Elles
agissent seules ou en synergie afin de maintenir et d’amplifier la réponse inflammatoire
(Turner et al., 2014). Le facteur de nécrose tumorale (TNFa) et les interleukines I1L-1 et 1L-17
sont les plus importantes des cytokines pro-inflammatoires. Elles interviennent
particulierement dans la phase aigué de la réponse inflammatoire par activation du
chimiotactisme cellulaire et par stimulation du foie a sécréter des protéines, dites de phase
aigué. De plus, elles activent la prolifération des LT et LB et la cytotoxicité des NK (Ashley

etal., 2012 ; Turner et al., 2014 ; Chen et al., 2017).

Les interférons (IFNs) sont par ailleurs des cytokines a activité antivirale. L’IFNy produite par
les macrophages et les lymphocytes, est un stimulateur potentiel de la réponse inflammatoire
(Th-1), (Ashley et al., 2012 ; Lopusna et al., 2013). Les chimiokines, telle que 1’'IL-8, sont des
cytokines chimiotactiques produites sous I’influence des pathogénes ou des cytokines. Elles
activent le chimiotactisme des neutrophiles et des monocytes vers le site inflammatoire, et
stimulent les basophiles et les mastocytes a secréter I’histamine (Jin et al., 2008). Les facteurs

de croissance hématopoiétiques notamment GM-CSF, sont également impliqués via la
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stimulation de I’expansion clonale des granulocytes et des monocytes dans la moelle osseuse

(Shiomi et Isui, 2015).

1.1.4. Systéeme du complément

Le systeme du complément est un ensemble de protéines synthétisées par le foie sous
I’influence des cytokines pro-inflammatoires. Il joue un réle important dans I’¢élimination des
pathogenes et agit a D’interface de I'immunité innée et adaptative (Dunkelberger et Song,
2010 ; Lubbers et al., 2017). Son activation est déclenchée suite a une cascade de réactions
enzymatiques séquentielles aboutissant a I’opsonisation puis a la lyse des pathogenes. Le
complément contribue a la réaction inflammatoire par élimination des complexes immuns et
des cellules apoptotiques. De plus, les peptides dérivés de I’activation du complément (C3a,
C4a et C5a) sont capables d’augmenter la perméabilité vasculaire, d’activer les leucocytes et
de stimuler la dégranulation des mastocytes (Dunkelberger et Song, 2010 ; Lubbers et al.,

2017).

1.1.5. Radicaux libres

Les radicaux libres sont reconnus pour leur réle dans la défense contre les pathogenes et
comme médiateurs inflammatoires. En effet, les cellules phagocytaires sont capables de
produire des anions superoxyde (O2°) a activité bactéricide, par réduction de grandes quantités
d’oxygeéne moléculaire (O2) (explosion respiratoire), via la NADPH oxydase (Halliwell,
2006 ; Mittal et al., 2014). Par ailleurs, le peroxyde d’hydrogéne (H202) peut interagir avec
I’anion superoxyde (O2)) d’une part et avec le chlorure, substrat de la MPO, d’autre part,
formant ainsi le radical hydroxyle (OH") et I’acide hypochloreux (OHCI) a effet microbicide

important (Mittal et al., 2014 ; Kato, 2016).
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Le monoxyde d’azote (NO) est aussi un radical libre, potentiellement impliqué dans la
défense antimicrobienne, antivirale et dans la régulation de la réponse inflammatoire.
L’isoforme inductible de la NOSynthase (iNOS) est fortement exprimée en réponse a des
stimuli pro-inflammatoires (bactéries, virus, TNFa, IFNy) d’ou une production importante du
NO (Lind et al., 2017). Les radicaux libres jouent également le réle de second messager dans
la réponse inflammatoire par activation de 1’expression de genes codant des cytokines pro-

inflammatoires et des molécules d’adhésion leucocytaire (Zhang et al., 2016).

1.2. Médiateurs cellulaires de ’inflammation

La réponse inflammatoire fait intervenir différents types cellulaires du systéme immunitaire.
Les cellules épithéliales et endothéliales du site inflammatoire sont également impliquées

(Luscinskas et al., 2015 ; Chen et al., 2017).

Les polynucléaires neutrophiles (PNN) sont les cellules principales intervenant au premier
stade de la réponse inflammatoire aigué. Attirés par chimiotactisme, les neutrophiles activés
sécretent le contenu de leurs granules cytoplasmiques, aboutissant a la destruction des
pathogénes. Les neutrophiles produisent également de grandes quantités de radicaux libres,

toxiques pour les pathogénes (Nathan, 2006 ; Prame Kumar et al., 2018).

Les macrophages, sont des phagocytes résidents dans les tissus et interviennent au second
rang apres les neutrophiles dans la réponse inflammatoire. De nouveaux macrophages sont
recrutés par chimiotactisme des monocytes circulants dans le site inflammatoire. Ils sont
activés par les cytokines et endotoxines et jouent un role primordial dans la phagocytose des
pathogénes, des débris cellulaires et des cellules apoptotiques résultant de la réaction

inflammatoire (Abdulkhaleq et al., 2018 ; Kumar et al., 2018). Les macrophages sont par
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ailleurs, un acteur prépondérant de la régulation et de la résolution inflammatoire (Sugimoto

et al., 2016; Sugimoto et al., 2019).

Les éosinophiles et les basophiles sont d’autres granulocytes sécrétant des enzymes lytiques
lors de la réponse inflammatoire. Ils produisent de I’héparine, la sérotonine et des médiateurs
lipidiques favorisant la vasodilatation. Les mastocytes quant a eux, sont des cellules résidentes
dans les tissus conjonctifs et a la surface des épithéliums. Elles sécrétent de 1’histamine, des
protéases, en plus d’une variété de cytokines. Les mastocytes, éosinophiles et basophiles sont
retrouvés le plus souvent dans I’inflammation allergique (Stone et al., 2010 ; Metcalfe et al.,

2016).

Les plaquettes sont aussi rapidement accumulées dans le site inflammatoire et contribuent a la
réponse inflammatoire. En plus de leur réle dans la coagulation, elles sont capables de libérer
des médiateurs vasodilatateurs (héparine et sérotonine) dans la phase vasculaire inflammatoire

aigué (Aggrey et al., 2013).

Les lymphocytes, bien qu’ils soient des effecteurs spécifiques de I'immunité adaptative, ils
peuvent contribuer a la réponse inflammatoire aigué suite a une production importante de
cytokines et des molécules d’adhésion. Les LT CD8" activés agissent par cytotoxicité, tandis
que les LB différenciées en plasmocytes sécretent des anticorps en coopération avec les LT
CDA4". Les LT et LB produisent une variété de cytokines qui contribuent au chimiotactisme
cellulaire et a ’activation d’autres cellules. L’infiltration lymphocytaire reste cependant, une

caractéristique de I’inflammation chronique (Chen et al., 2017).
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1.3. Voies de signalisation inflammatoire

La réponse inflammatoire est déclenchée suivant différentes voies de signalisation, activées
par des motifs moléculaires associés aux pathogenes (pathogen associated molecular patterns :
PAMPs) ou par des motifs moléculaires associés au danger (damage associated molecular

patterns : DAMPS) résultant du stress endogene (Chen et al., 2017), (Figure 2).
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Figure 2. Voies de signalisation moléculaire pro-inflammatoire. NFKB : « nuclear factor
kappa-B » ; MAPK': «mitogen activating protein Kkinase »; JAK/STAT: «Janus
kinase/signal transducers and activators of transcription »), (Perez-Nievas et Serrano-Pozo,
2018).
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1.3.1. Voie du NFkB

Le NF«B est un facteur de transcription clé dans la réponse immunitaire, il est composé de
cing membres ; P50, p52, RelA (p65), RelB et c-Rel. En situation physiologique, le NFxB est
sous forme hétérodimére inactive (p65/p50), il est séquestré dans le cytoplasme par son
inhibiteur IkB (Lawrence et Fong, 2010). Une fois un signal extracellulaire activateur est
transmis via cette voie, une IkB kinase (IKK) est activée et assure la phosphorylation de 1’IkB
afin de libérer le NFkB. L’IkB phosphoryl¢ est ubiquitinyl¢ puis dégradé par le protéasome et
le NFxB activé subit une translocation nucléaire ou il active la transcription de genes codant
pour des molécules pro-inflammatoires (Abdulkhaleq et al., 2018 ; Perez-Nievas et Serrano-

Pozo, 2018).
1.3.2. Voie des MAPK

Les « Mitogen Activating Protein Kinase » (MAPK) sont une famille de protéines
sérine/thréonine Kinases, activées en réponse a une variété de stimuli, notamment les
cytokines inflammatoires (TNFo, IL-6 et IL-1). La p38MAPK est 1’une des plus étudiée en
raison de son expression ubiquitaire. Son activation aboutit a la phosphorylation du facteur de
transcription p38 dans le cytoplasme ou dans le noyau initiant ainsi la réponse inflammatoire
via différents facteurs de transcription (Abdulkhaleq et al., 2018 ; Perez-Nievas et Serrano-

Pozo, 2018).
1.3.3. Voie des JAK-STAT

Les Janus-Kinases (JAK 1, 2, 3 et Tyk2) sont des tyrosines kinases associées aux domaines
intracellulaires des récepteurs des cytokines. La voie JAK/STAT est activée par differents

cytokines et facteurs de croissance contrélant I’expression de certains genes.

11
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Les récepteurs associés aux JAK ainsi activés, déclenchent une cascade de phosphorylation
aboutissant a la mise en évidence de sites de fixation cytoplasmiques des STAT (1, 2, 3, 4,5
ou 6), « Signal Transducers and Activators of Transcription ». Ces STAT entament & leur tour
une série de phosphorylations au niveau des résidus tyrosine, essentielle a leur dimérisation en
homo- ou en hétérodimeéres, puis leur translocation nucléaire et liaison aux regions
promotrices de génes cibles en association a d’autres facteurs de transcription (O’Shea et al.,

2015 ; Perez-Nievas et Serrano-Pozo, 2018).

1.3.4. Voie de Calcineurine/NFAT

La calcineurine (CaN) est une sérine/thréonine protéines phosphatase calcium/calmoduline
dépendante, activée suite a la liaison du calcium et de la calmoduline a son site d’activation.
La CaN activée agit sur le facteur de transcription NFATc « Nuclear Factor of Activated T
cells », dont la déphosphorylation aboutit a sa translocation nucléaire. Cette voie est
particulierement impliquée dans I’activation des LT. Le NFATc cible les génes des cytokines
(IL-2), des facteurs de croissance, de leurs récepteurs et des protéines d’adhésion cellulaire

(Perez-Nievas et Serrano-Pozo, 2018 ; Sun et al., 2019).

1.4. Résolution de ’inflammation

Une régulation adéquate des mécanismes inflammatoires est essentielle pour prévenir une
amplification incontrélable de 1’inflammation et le développement de pathologies chroniques
(Kotas et Medzhitov, 2015 ; Chen et al., 2017). La résolution de 1’inflammation est un
processus organisé et régulé permettant de supprimer la réponse inflammatoire, grace a une
production controlée des médiateurs solubles, d’ot un moindre chimiotactisme et une moindre

activation des cellules inflammatoires (Headland et Norling, 2015 ; Sugimoto et al., 2016).

12
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C’est un processus assur¢ par les macrophages qui, aprés production des prostaglandines et
des leucotriénes, vont rapidement produire les lipoxines, protéines spécialisées de la
résolution inflammatoire, bloquant ainsi le recrutement des neutrophiles (Lugrin et al., 2014 ;

Serhan et al., 2014 ).

Les médiateurs pro-résolvants specialisés (MPS), notamment lipidiques (lipoxines, résolvines,
protectines et marésines), créent 1’équilibre entre les réponses pro-et anti-inflammatoires afin
d’atteindre un état d’homéostasie (Lugrin et al., 2014 ; Serhan et al., 2014). D’une part, ils
assurent une limitation de I’infiltration tissulaire et I’induction de I’apoptose des neutrophiles
puis leur efferocytose par les macrophages. D’autres part, ils stimulent les cellules
immunosuppressives (M2, LTh-2 et LTreg), afin de limiter I’inflammation locale et induisent
finalement la réparation tissulaire marquant la fin de la résolution (Sugimoto et al., 2016 ;

Sugimoto et al., 2019).

Les mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans [’activation de la réponse
inflammatoire préparent également sa résolution. Le NFkB joue un role important dans
I’initiation de la résolution inflammatoire. En effet, la régulation de 1’expression des génes
pro-inflammatoires est liée aux dimeres engagés dans la formation du NFkB (Lawrence et
Fong, 2010 ; Liu et al., 2017). L’expression et 1’effet différentiels des sous unités du NFxB
seraient directement liés a la régulation de la réponse inflammatoire. L’hétérodimere p65/p50
est la forme fonctionnelle prédominante active du NFkB a activité pro-inflammatoire, tandis
que les formes p50/cRel, p65/cRel ou p50/p50 semblent étre impliquées dans 1’activation de
genes de la résolution et agissent en compétition avec 1’hétérodimere p65/p50 pour se lier a

I’ADN (Lawrence et Fong, 2010 ; Muxel et al., 2016 ; Liu et al., 2017).

13
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2. Stress oxydant

Le stress oxydant est un phénomene résultant d’une production accrue de radicaux libres dans
les cellules et les tissus, face a un dysfonctionnement des défenses antioxydantes (Birben et

al., 2012 ; Kumar et Pandney, 2015; Huang et al., 2016), (Figure 3).
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Figure 3. Génération des espéces réactives oxygénées et azotées (Quifionez-Flores et al.,
2016).

2.1. Mécanisme et médiateurs du stress oxydant

Au cours de la respiration mitochondriale, 98% de 1’oxygéne moléculaire est consommée, le
restant est réduit en peroxyde d’hydrogéne (H202) et en radicaux superoxydes (O-)

(Phaniendra et al, 2015).
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Les ¢lectrons libérés de la chaine respiratoire sont capables de réduire I’oxygéne moléculaire
en anions superoxyde (O-), lequel avec un électron en plus donne du peroxyde d’hydrogéne
(H202). Celui-ci produit des radicaux hydroxyles (OH") hautement réactifs et source des
especes réactives oxygenées (ERO), (Ozougwu, 2016 ; Quifionez-Flores et al., 2016). Le
monoxyde d’azote est également produit au cours des réactions de la chaine respiratoire et en
conditions d’hypoxie. Il est responsable de la formation d’autres espéces hautement réactives

appelées les especes réactives azotées (ERA), (Phaniendra et al, 2015 ; Ozougwu, 2017).

Une variété de molécules radicalaires et non radicalaires dérivant de 1’oxygéne moléculaire ou

du monoxyde d’azote constituant les médiateurs du stress oxydant (Tableau 1).

Tableau 1. Médiateurs oxygénés et azotés du stress oxydant (Phaniendra et al., 2015).

Espeéces réactives oxygénées (ERO) Especes réactives azotées (ERA)
Formes radicalaires Formes radicalaires
Anion superoxyde (O2™) Monoxyde d’azote (NO")
Radical hydroxyle (OH") Dioxyde d’azote (NO2)
Radical peroxyle (ROO") Formes non radicalaires
Radical hydroxyperoxyle (HOO") Peroxynitrite (ONOO")
Formes non radicalaires Acide peroxynitreux (ONOOH)
Peroxyde d’hydrogeéne (H202) Acide nitreux (HNO2)
Oxygeéne singulet (*Oy) Cation nitroxyl (NO*)
Acide hypochloreux (HOCI) Anion nitroxyl (NO")
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2.2. Cibles moléculaires du stress oxydant

Une production massive et prolongée de radicaux libres est a 1’origine de dommages
importants des lipides, des protéines et des acides nucléiques. Ces dommages aboutissent a
des altérations structurales et fonctionnelles irréversibles telles que des mutations somatiques

et des transformations pré-néoplasiques et néoplasiques (Birben, 2012 ; Huang et al., 2016).

2.2.1. Acides désoxyribonucléique/ribonucléique

Le radical OH" interagit directement avec I’ADN ou I’ARN et cause des cassures simple ou
double brin aboutissant a la formation d’adduits des bases purine et pyrimidine et de la partie
glucidique (Avery, 2011 ; Dizdaroglu et Jaruga, 2012). L’oxydation de I’ADN et/ou de
I’ARN est directement liée au processus de mutagenese, de carcinogenese et du vieillissement

(Avery, 2011 ; Kudryavtseva et al., 2016).

2.2.2. Lipides

Le processus de peroxydation lipidique est déclenché lorsque les radicaux libres capturent un
hydrogéne des groupements méthyl (CHs) des acides gras (LH) donnant lieu & la formation
d’un radical lipidique (L°). Celui-ci peut interagir avec 1’oxygéne moléculaire et former des
radicaux peroxyles (LOO") (Avery, 2011 ; Phaniendra et al., 2015). Deux produits toxiques
finaux de la peroxydation lipidique seront ainsi formés ; le malondialdehyde (MDA) et le 4-

hydroxyl nonenal (4-HNA), (Ayala et al., 2014).

2.2.3. Protéines

L’oxydation des protéines provoque leur fragmentation en chaines polypeptidiques, leur
déroulement ou un defaut de leur repliement, ce qui engendre une perte de leurs fonctions. De

plus, ’oxydation des acides aminés donne lieu a la formation de dérivés carbonylés
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responsables d’altérations irréversibles, marqueurs de plusicurs pathologies (Kumar et al.,

2015 ; Liguori et al., 2018).

2.3. Antioxydants

Les antioxydants, sont des composés capables, a faibles concentrations, de prévenir la

formation des radicaux libres et d’inhiber ou de retarder leur effet oxydant (Poljsak et al.,

2013 ; Manisha et al., 2017).

2.3.1. Antioxydants endogeénes

Plusieurs mécanismes de défense antioxydante sont présents dans différents compartiments
cellulaires. Ce sont des antioxydants endogenes de nature enzymatique ou non enzymatique.
Les trois enzymes principales qui assurent la défense antioxydante sont la superoxyde
dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx), (Birben et al., 2012 ;

Pisoschi et Pop, 2015), (Tableau 2).

Tableau 2. Antioxydants endogénes (enzymatiques et non enzymatiques), (Birben et al.,
2012).

Antioxydants enzymatiques Antioxydants non enzymatiques
Superoxyde dismutase (SOD) Glutathion (GSH)
20,7+ 2H" — H202 + O2 GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP
Catalase (CAT) Protéines liant les métaux (ferritine,
2 H,02 — 02 + 2H20 lactoferrine, céruloplasmine et albumine).
Glutathion peroxydase (GPx)

Acide urique (CsH403N4)

ROOH + 2 GSH — ROH + GSSG + H20
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2.3.2. Antioxydants alimentaires

Les antioxydants exogénes proviennent de I’alimentation notamment des fruits et des
Iégumes. Les plus importants sont les vitamines, les caroténoides et les polyphénols (Poljsak

etal., 2013 ; Manisha et al., 2017).

2.3.2.1. Vitamines

L’acide ascorbique ou vitamine C est un antioxydant puissant capable de neutraliser les
radicaux libres prévenant ainsi 1’altération des biomolécules grace a la formation de déhydro-
ascorbate. La vitamine C intervient également en synergie avec le tocophérol (Vit E) dans
I’élimination des radicaux lipophiles (peroxides), (Du et al., 2012; Sharma et al., 2014). Par
ailleurs, I’a-tocophérol (vit E) est capable de neutraliser les radicaux peroxyles grace a la
formation de dérivés a faible réactivité envers les substrats lipidiques apres conversion des

radicaux proxyles en hydroperoxydes (Hajibabaei, 2016 ; Kumar et al., 2015).

2.3.2.2. Caroténoides

Les caroténoides sont des pigments naturels protégeant les végétaux des dommages photo-
oxydants. Chez ’homme, les caroténoides sont les précurseurs de la vitamine A (rétinol). Ils
interagissent avec les radicaux libres suivant trois mécanismes ; transfert d’électrons
aboutissant a la formation de radicaux caroténoides cationiques ou anioniques, capture
d’atomes d’hydrogene formant un radical caroténoide neutre ou la liaison a un radical libre

(Fiedor et Burda, 2014 ; Young et Lowe, 2018).

2.3.2.3. Polyphénols

Les polyphénols sont capables de lutter contre le stress oxydant par différents mécanismes ;

soit par suppression de la synthese des ERO, ou par neutralisation des ERO ou encore par
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stimulation d’autres mécanismes de défenses antioxydantes (Bendary et al., 2013; Kumar et
Pandney, 2013). Les acides phénoliques sont de puissants antioxydants capables de neutraliser
I’acide hypochloreux et de réduire la peroxydation lipidique (Khan et al., 2016 ; Liang et
Kitts, 2016). Par ailleurs, les flavonoides protégent les cellules des dommages causés par les
LDL oxydées grace a I’inhibition de 1’oxydation des lipoprotéines et sont également des
inhibiteurs des cyclooxygénase et lipooxygénase (COX et LOX) (Kumar et Pandey, 2013 ;

Panche et al., 2016).

3. Interdépendance inflammation/stress oxydant

Différentes études ont montré que I’inflammation et le stress oxydant sont étroitement liés
(Mittal et al., 2014 ; Biswas, 2016 ; Jha et al., 2018). Durant la réponse inflammatoire, les
phagocytes activées secretent des substances réactives oxygénées, azotées et chlorées tels que
le peroxyde d’hydrogene (H20>), le radical hydroxyle (OH"), le monoxyde d’azote (NO), et
I’acide hypochloreux (HOCI), dans le but d’¢éliminer les pathogénes (Halliwell, 2006 ; Mittal
et al., 2014 ; Aratani, 2018). La production de ces espéces réactives devient plus importante
en cas d’une réponse inflammatoire chronique, conduisant a la perpétuation de I’inflammation

et au développement de pathologies chroniques (Hardbower et al., 2013 ; Mittal et al., 2014).

Les cellules inflammatoires activées produisent également des cytokines pro-inflammatoires
(IFNy, TNFa, IL-1 et IL-6), qui stimulent de facon réciproque la production des ERO par les
neutrophiles, les macrophages et les cellules épithéliales. Ceci correspond a une boucle de
rétrocontrble positif entre les médiateurs inflammatoires et oxydants respectivement

(Castellani et al., 2014 ; Li et al., 2015).
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En situation de stress oxydant, une production excessive des ERO est capable de stimuler
I’inflammation par deux mécanismes principaux. D’une part, une oxydation aberrante des
biomolécules (lipides, protéines et acides nucléiques) les rend pro-inflammatoires et
’altération de la structure des protéines impliquées dans la régulation de la réponse
inflammatoire, affecte directement leur fonction et aboutit au développement du processus
inflammatoire chronique (Hardbower et al., 2013 ; Halliwell, 2013). D’autre part, les ERO
et/ou ERA générées, jouent un réle activateur des cascades de signalisation inflammatoire. Ils
sont capables d’activer les kinases (PKC, JNK, MAPK), enzymes clés des différentes voies
inflammatoires, responsables de 1’activation des facteurs de transcription. Ces facteurs, apres
translocation dans le noyau, stimulent I’expression des cytokines pro-inflammatoires (TNFa,

IL-1B, IL-6), (Mittal et al., 2014).

La voie du NF«B est également activée par les ERO, via la stimulation de la phosphorylation
de I'IxB par les kinases (IkK) aboutissant a sa dégradation et a la libération du facteur de
transcription NFkB. Celui-ci stimule, seul ou avec d’autres facteurs de transcription,
I’expression de différents genes codant pour des protéines inflammatoires (Valin et Pablos,

2015 ; Verstrepen et Beyaert, 2014).

Bien que la séquence des évenements des deux processus soit complexe, il apparait que
I’inflammation et le stress oxydant sont interdépendants et intimement liés notamment lors
des processus pathologiques. Les médiateurs inflammatoires libérés sous stimulation du stress
oxydant favorisent I’inflammation. A 1’encontre de cela, I’inflammation via les ERO libéres et
d’autres substances oxydantes favorise le stress oxydant et les dommages cellulaires. Un
cercle vicieux entre le stress oxydant et I’inflammation est alors mis en place (Lugrin et al.,

2014 ; Biswas, 2015 ; Jha et al., 2018), (Figure 4).

20



Partie théorique Revue bibliographique

NOD-like
|  receport protein —
and other
proteins

/
Exogenous i /
factors: viral, II' | Exogenous
toxin, drugs, | |I factors: viral,
alcohol, etc. toxin, drugs,
Endogenous alcohol, etc.
facrog Endogenous
obesity, insulin A factors:
resistance, etc. | - obesity, insulin
T \"‘\ resistance, etc.
| | \
i \ |
\.
\\ NADPH IL-6
- :
\ oxidase 4 Inflammatory
cytokines
N nl Nonphagocytic < -
cells

Figure 4. Interaction potentielle entre le stress oxydant et I’inflammation (Li et al., 2016).
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CHAPITRE Il. ARTHRITE RHUMATOIDE

1. Epidémiologie

L’arthrite rhumatoide (AR) est une pathologie inflammatoire auto-immune systémique
affectant ~1% de la population dans le monde. Plus des trois quarts (3/4) de la population
arthritique sont des femmes, d’ou un facteur de risque 1i¢ au sexe en plus d’une prédominance
chez les personnes agées (Alpizar-Rodriguez et al., 2017 ; Smolen et al., 2016 ; Guo et al.,
2018). L’AR se manifeste par une inflammation chronique de I’articulation aboutissant a une

destruction progressive de 1’os et du cartilage (Picerno et al., 2015 ; Smolen et al., 2016).

Deux formes majeures de I’AR sont distinguées, selon la présence ou non d’anticorps anti-
protéines citrullinées (ACPA); la forme séropositive (ACPA-positive) et la forme
séronégative (ACPA-négative). Le profil clinique de ’AR ACPA-positive est plus agressif
que ’AR ACPA-négative (Malmstrom et al., 2017). Néanmoins, un taux élevé des auto-
anticorps circulants (facteur rhumatoide, ACPA et anticorps anti-protéines carbamylées) est
souvent observé plusieurs années avant 1’apparition des premiers symptomes ; c’est la phase
préclinique de ’AR (Deane et El-Gabalawi, 2014 ; Demoruelle et al., 2014 ; Smolen et al.,

2016).

2. Etiologie et pathogénie

L’étiologie de I’AR est multifactorielle, due a une interaction complexe entre des facteurs
génétiques et environnementaux et le développement d’une réponse auto-immune chronique
(Figure 5). L’ensemble de ces événements aboutit a une hyperplasie synoviale, un
gonflement et une déformation de I’articulation en plus d’une destruction de 1’os et une

inflammation systémique (Picerno et al., 2015; Deane et al., 2017).
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L’auto-réactivité des ACPA, associee a des facteurs génétiques et environnementaux est
I’étape clé dans la pathogenése de I’AR. Elle est caractérisée par une réponse immune
aberrante envers les protéines du soi ayant subi des modifications post-traductionnelles,
impliquant I’activation du complément, des ostéoclastes et des chondrocytes contribuant ainsi
a la progression de la pathologie (Smolen et al., 2016 ; Firestein et Mclennes, 2017 ; Guo et

al., 2018).

2.1. Facteurs genetiques

Le facteur de risque géneétique le plus important de I’AR est lié¢ aux génes codant le systéme
du HLA-II. C’est un ensemble d’alléles du HLA-DR (HLA-DR1 et HLA-DR4) codant des
séquences d’acides aminés déterminant la structure des poches d’ancrage de peptides
antigéniques appelées, épitopes de susceptibilité (ES) (Deane et al., 2017 ; Firestein et
Mclennes, 2017). Les alleles HLA-DR sont présents chez 70% des patients atteints de I’AR
contre seulement 30% chez les sujets sains. Les patients atteints de I’AR présentent au moins
une des variantes génotypiques suivantes: DRB*0401, DRB*0404, DRB*0101, et
DRB*1402 de I’allele HLA-DR, considérées actuellement comme marqueur de risque

important d’atteinte par I’AR (Deane et al., 2017 ; Firestein et Mclennes, 2017).

De plus, le risque de développer I’AR est plus important en cas d’antécédents familiaux. Ce
qui est approuvé par la grande prévalence de cette pathologie chez les jumeaux homozygotes
(12-15%) par rapport au reste de la population (~1%). Cette prévalence est d’environ 2-5%
chez les sujets avec un lien familial de premier degreé. Le facteur ethnique semble également

étre impliqué (Frisell et al., 2016 ; Kuo et al., 2018).

Il est reconnu que les molécules du HLA-DR lient les protéines citrullinées avec une grande
avidité. La citrullination est une modification post-traductionnelle, correspondant a la

conversion d’une arginine en une citrulline catalysée par la peptidyl arginine déiminase
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(PADI). Cette citrullination rend la présentation des peptides antigéniques aux LT hautement
efficace aboutissant a une production accrue des cytokines IL-17 et IFNy, contrairement a des
peptides non altérés, d’ou une inflammation chronique et amplifiée (Scally et al.,2013 ; Deane
et al., 2017). Le polymorphisme du géne PTPN22 (Protéine Tyrosine Phosphatase Non
récepteur type 22) est un autre facteur génétique associ¢ au développement de ’AR. Cette
protéine contribuerait a une hyper-citrullination des peptides antigéniques en raison d’une
interaction altérée avec I’enzyme PADI. Une activation excessive des LT est alors déclenchee

(Wang et al., 2013 ; Chang et al., 2016).

2.2. Interaction facteurs génétiques et environnement

L’interaction des facteurs génétiques et environnementaux et du systéme immunitaire, au
cours de la pathogenése de I’AR, est a I’interface des muqueuses pulmonaires, orales et celles
du tractus gastro-intestinal (Demoruelle et al., 2014 ; Deane et al., 2017), (Figure 5). La
fumée de cigarette est I’'un des facteurs prépondérants (20-30%) dans le développement de
I’AR. En effet, I’inhalation des fumées de cigarette augmente considérablement I’expression
de I’enzyme PADI dans les voies respiratoires favorisant ainsi la citrullination des protéines
en plus d’autres altérations épigénétiques dont la méthylation, a potentiel inflammatoire

considérable (Vassalo et al., 2014 ; Meng et al., 2017).

L’origine infectieuse et I’inflammation orale, notamment les parodontites, semblent étre aussi
étroitement liées au stade préclinique de I’AR. Trois agents pathogeénes sont incriminés,
Porphyromonas gingivalis (Pg), Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) et I’Eptein

Barr Virus (EBV), (Koziel et al., 2014 ; Konig et al., 2016 ; Blandraud et Roudier, 2018).
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Figure 5. Etiologie multifactorielle et pathogénie de 1’arthrite rhumatoide (Smolen et al.,
2016).

Le microbiome intestinal serait également fortement li¢ a la pathogenese de I’AR. Cette
hypothése est supportée par la dysbiosie observée chez les patients arthritiques. D’autre part,
les études expérimentales chez les rongeurs ont révélé que la susceptibilité et la sévérité de
I’AR est nettement réduite dans un environnement « germ free » (Liu et al., 2016 ; Wu et al.,
2016). Les bactéries commensales joueraient donc un rdle adjuvant a 1’auto-immunité en
altérant I’immunorégulation intestinale. Un régime alimentaire sain serait dans ce cas
bénéfique grace a la consommation de la vit D, des antioxydants et des acides gras omega-3

(He etal., 2016 ; Gan et al., 2017).
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3. Physiopathologie de I’arthrite rhumatoide

L’AR est une pathologie hétérogéne qui évolue progressivement suivant différentes phases,

aboutissant aux symptomes caractéristiques de I’AR (Figure 6).

Risk factors Post-translational

Genetic risk factors (60% of risk) modifications

* Susceptibility genes (for example, HLA-DRB1) For example, citrullination

* Epigenetic modifications Loss of immunetolerance

Non-genetic risk factors (40% of risk) at mucosal sites

* Smoking

® Microbiota

® Female sex Autoantibody formation Expansion of the

* Western diet For example, ACPAs and RF autoantibody profile
® Ethnic factors

No detectable autoimmunity Initiation of autoimmunity Propagation of autoimmunity
Early RA Established RA
No symptoms or signs Asymptomatic Early Undifferentiated Classifiable RA
of autoimmunity autoimmunity symptomatic arthritis
Increased levels of autoimmunity

cytokines, chemokines
and CRP in the circulation

Joint capsule

Cartilage
—
Synovium Immune
cell
Bone
Healthy Possible immune cell Immune cell Immune cellinfiltration, hyperplasia
joint infiltration, but often normal infiltration of the lining layer and pannus formation

Figure 6. Développement et progression de ’arthrite rhumatoide (Smolen et al., 2018).

3.1. Hyperplasie synoviale

En situation normale, les synoviocytes fibroblastes-like (SFL), assurent la fonction et la
lubrification de I’articulation grace a la sécrétion de 1’acide hyaluronique et la lubricine. En
cas d’AR, une hyperplasie synoviale est causée par une infiltration accrue de leucocytes
activés dans le compartiment synovial (Mclnnes et Schett, 2011 ; Smolen et al., 2016 :
Firestein et Mclnnes, 2017). Ces cellules produisent des médiateurs inflammatoires activant
les cellules de la réponse immunitaire innée et adaptative aboutissant a la sécrétion des

ACPA.
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Les ACPA se lient a diverses protéines citrullinées du soi, dont la vimentine, le fibrinogene et
le collagene-II. lls stimulent également la production des médiateurs pro-inflammatoires par
les cellules immunitaires, tels que TNFa, IL-6 et IL-17A responsables de 1’exacerbation et de

la perpétuation de la synovite chronique (Mclnnes et Schett, 2011 ; Guo et al., 2018).
3.2. Dommage du cartilage

L’hyperplasie synoviale est le facteur majeur du dommage du cartilage dans I’AR. Le
synovium perd sa fonction protectrice du cartilage, suite a la réduction de I’expression de la
lubricine. Les dommages du cartilage sont particuliérement induits par les métalloprotéases
(MMP) sécrétées par les SFL responsables du désassemblage du collagéne-Il et de la
dégradation du cartilage altérant ainsi la fonction biomécanique de ’articulation (McInnes et

Schett, 2011 ; Pap et korb-Pap, 2015 ; Smolen et al., 2018).

Par ailleurs, une régénération du cartilage devient tres réduite dans les conditions
inflammatoires synoviales (cytokines, radicaux libres et métalloprotéases). Le cartilage est
donc progressivement dépourvu de chondrocytes qui meurent par apoptose aboutissant a un
rétrécissement de la cavité articulaire (Mclnnes et Schett., 2011 ; Firestein et Mclnnes, 2017 ;

Guo et al., 2018).

3.3. Erosion de I’os

L’érosion de 1’os péri-articulaire est le symptdme majeur de I’AR. Elle est associée a une
inflammation prolongée par stimulation des ostéoclastes et suppression des ostéoblastes. Les cytokines
inflammatoires (TNFa et IL-17), seraient capables d’amplifier ’activation et la différenciation des
ostéoclastes supprimant ainsi la formation de 1’os via des signaux tels que le « Receptor Activator of
NF«B Ligand » (RANKL) et le «Macrophage Colony Stimulating Factor » (M-CSF). Les

ostéoclastes, grace a leurs enzymes acides, détruisent le cartilage minéralisé et I’os sous-chondral
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aboutissant a une résorption osseuse profonde (Schett et Gravallese, 2012 ; Guo et al., 2018 ;

Smolen et al., 2018).

Deux autres mécanismes auto-immuns sont possibles; le premier via la formation des
complexes immuns et le récepteur Fc stimulant la différenciation des ostéoclastes. Le second
via les anticorps anti-vimentine citrullinée, ciblant les précurseurs d’ostéoclastes riches en
vimentine, induisant ainsi 1’ostéoclastogenese et la perte osseuse (Harre et al., 2012 ; Schett et

Gravallese, 2012).

3.4. Conséquences systémiques

L’AR est associé¢e a un risque important de survenue de différentes pathologies. Le risque de
survenue de maladies cardiovasculaires est important chez les patients arthritiques, a cause
d’une activation importante de 1I’endothélium et une accumulation des plaques athéromateuses
stimulées par les cytokines inflammatoires (TNFa et IL-6). L’inflammation dans I’AR affecte
également le cerveau causant une réduction de la fonction cognitive, les poumons par le
développement de maladies fibrotiques, le foie (phase aigué de la réponse inflammatoire et
anémie a long terme), ainsi que les muscles (sarcopénie) et 1’os (ostéoporose), (Mclnnes et

al., 2011 ; Guo et al., 2018 ; Smolen et al., 2018).

4. Traitement de P’arthrite rhumatoide

L’objectif principal du traitement de I’AR est de contrdler I’inflammation et la douleur et de
limiter la destruction articulaire. Cing classes principales de médicaments sont utilisés dans le

traitement de I’AR (Kumar et Banik, 2013 ; Malekzadeh., 2017).
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4.1. Analgésiques et anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont capables de réduire la douleur mais
n’ont aucun effet sur les dommages articulaires. Ils agissent principalement par inhibition de
I’enzyme cyclooxygénase (COX-1 et 2), inhibant ainsi la formation des prostaglandines et des

thromboxanes a partir de 1’acide arachidonique (Kumar et Banik, 2013 ; Malekzadeh, 2017).

Le paracétamol est le principal analgésique utilisé en raison de ses faibles effets secondaires.
Les AINS les plus récemment prescrits sont Celecoxib et Refecoxib, inhibiteurs sélectifs de
I’enzyme COX-2, les rendant plus intéressants par rapport au diclofenac et I’'indométacine les
plus anciennement utilisés. Les principaux effets indésirables de ces molécules sont les
troubles gastriques, 1’¢lévation des enzymes hépatiques et le risque de troubles

cardiovasculaires (Kumar et Banik, 2013 ; Malekzadeh, 2017).

4.2. Glucocorticoides

Les glucocorticoides sont un groupe d’hormones stéroidiennes capables de se lier aux
récepteurs du cortisol exercant ainsi leurs actions anti-inflammatoire et immunosuppressive.
Ils sont prescrits pour une courte période de traitement en raison de leurs nombreux effets
secondaires, en particulier le gain de poids, I’hypertension artérielle, 1’ostéoporose, 1’ulcere

gastro-intestinal et le risque d’infections (Kumar et Banik, 2013 ; Quan, 2013).

4.3. Anti-rhumatismaux modificateurs de la maladie

Les antirhumatismaux modificateurs de la maladie, « Disease-modifying antirheumatic drugs
(DMARD:S) », ciblent I’inflammation et réduisent la progression des dommages articulaires.
Ils sont classés en deux catégories ; les DMARDSs synthétiques (conventionnels et ciblés) et

biologiques (Aletaha et Smolen, 2018).
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4.3.1. DMARD:s synthétiques
4.3.1.1. DMARDSs conventionnels

Les plus utilisés sont le Methotrexate (MTX), sulfasalazine (SSZ), et leflunomide. Leur
utilisation & long terme nécessite un suivi régulier de certains paramétres biologiques
(Wilsdon et Hill, 2017 ; Aletaha et Smolen, 2018). Le MTX est un antagoniste de 1’acide
folique, il agit par inhibition des enzymes impliquées dans la synthese des purines
(dihydrofolate réductase) aboutissant & une inhibition de 1’activation de LT. Le SSZ est
composé d’un agent anti-inflammatoire (acide 5-aminosalicylique) et antibactérien
(sulfapyridine). Il est clivé dans le cblon par les enzymes bactériennes en acide acétyle
salicylique et sulfapyridine. Celui-ci joue le réle d’inhibiteur des facteurs de transcription

impliqués dans I’inflammation (Aletaha et Smolen, 2018 ; Calvo Alén et al., 2018).

Leflunomide est le plus récent des DMARDS, une pro-drogue dont le métabolite actif est issu
de son métabolisme hépatique connu sous le nom de teriflunomide. C’est un agent immuno-
modulateur bloquant la prolifération des LT activés, par inhibition de la synthése de I’ADN.
Des effets secondaires sont également observés avec leflunomide en particulier gastro-
intestinaux, dermatologiques, métaboliques et une hypertension artérielle (Wilsdon et Hill,

2017 ; Aletaha et Smolen, 2018).

4.3.1.2. DMARDs synthétiques ciblés

Ce sont de petites molécules chimiques inhibitrices des protéines kinases des cascades de
signalisation inflammatoire. Tofacitinib est un inhibiteur des JAK, prescrit chez les patients
atteints d’AR en phase modérée a active, qui n’ont pas répondu ou ont eu une réponse
inappropriée au MTX. L’usage du tofacitinib augmente le risque d’infections (tuberculose) et

de pathologies malignes (lymphome) (Wilsdon et Hill, 2017 ; Aletaha et Smolen, 2018).
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4.3.2. DMARD:s biologiques

Ce sont des thérapies ciblant des molécules biologiques impliquées dans la pathogenese de

I’AR.

4.3.2.1. Inhibiteurs de cytokines

Le TNFa et I’'IL-6 sont abondamment retrouvées dans le sérum et le liquide synovial des
patients atteints de I’AR. Ces deux cytokines jouent un rdle clé dans la pathogenése de I’AR
aboutissant a la destruction articulaire. A cet effet, des anticorps monoclonaux anti-TNFa ont
été développés et utilises en clinique (Infliximab, adalimumab et certolizumab). Le
tocilizumab, molécule antagoniste du récepteur a I’IL-6 a été également utilisé. Cependant, le
développement d’Acs contre ces Acs monoclonaux a long terme, diminue considérablement
leur efficacité¢ en plus d’autre effets indésirables tels que des douleurs abdominales, une
élévation des enzymes hépatiques et des infections du tractus respiratoire (Conti et al., 2013 ;

Kumar et Banik, 2013 ; Burmester et Pop, 2017).

4.3.2.2. Thérapie anti-LB

Les LB jouent également un réle important dans la pathogenese de 1’AR, ils sont ciblés grace
aux Acs monoclonaux anti-CD20 (Rituximab). Le Rituximab se fixant sur le CD20, initie la
voie classique d’activation du complément et la mort des LB par ADCC. Ce traitement est le
plus efficace dans le cas d’AR séropositive. Il est également efficace en combinaison avec le
MTX chez les patients non répondeurs au traitement au MTX seul ou aux anti-TNFa seuls.
Les mémes effets secondaires que les autres traitements biologiques sont observés (Conti et

al., 2013 ; Burmester et Pop, 2017 ; Wilsdon et Hill, 2017).
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4.4. Thérapie bloquant la co-stimulaton des LT

L’Abatacept est un médicament immunosuppresseur sélectif composé d’une protéine de
fusion CTLA-4/lg. Elle joue le rdle antagoniste du CD28, molécule du second signal
d’activation des LT, grace a sa fixation aux molécules de co-stimulation CD80/86 sur les
CPA, d’ou un blocage de I’activation des LT. C’est une thérapie efficace en cas d’AR active
ou chez les patients n’ayant pas répondu aux ARMM. Des céphalées, des nausées, des
infections, et la formation d’Acs spécifiques sont observés lors de I’utilisation de cette

thérapie (Conti et al., 2013 ; Kumar et Banik, 2013 ; Wilsdon et Hill, 2017).

5. Thérapies complementaires

L’AR est une pathologie chronique nécessitant un traitement a long terme conduisant & un
nombre important d’effets secondaires. A cet effet, 30-60% des patients arthritiques utilisent
des médicaments complémentaires et alternatifs (MCA) afin de réduire les symptoémes lies a

la pathologie et d’améliorer leur état général de santé (Fernandez-Llanio et al., 2016).

5.1. Suppléments alimentaires

5.1.1. Acides gras polyinsaturés

Les acides gras polyinsaturés, sont reconnus pour leur potentiel anti-inflammatoire et
antioxydant. Les acides gras de type oméga-3 provenant essentiellement des huiles de
poissons (acide eicosa-pentaenoique (EPA) et acide decosahexaenoique (DHA), et de type
omeéga-9 (acide ecosatrienoique) issus de I’huile d’olive, ont été associés a une réduction de
I’expression des cytokines pro-inflammatoires (TNFa et IL-1f), (Johnson et Bradford, 2014 ;
Khorsan et al., 2014). Ils sont également métabolisés en résolvines, molécules clé de la

résolution de I’inflammation (Serhan et al., 2014 ; Rajaei et al., 2015).

32



Partie théorique Revue bibliographique

Par ailleurs, il a ét¢ démontré qu’un supplément en acides gras oméga-3 et en huile d’olive
chez des patients arthritiques, permet une amélioration précoce de la pathologie ainsi qu’une

réduction de I’utilisation des AINS (Lee et al., 2012 ; Gioxari et al., 2018).

5.1.2. Vitamine D

Le role bénéfique de la vit D sur I’AR a ¢été démontré en clinique et dans les mod¢les
expérimentaux (Zhou et al., 2019 ; Velikova et al., 2017). La vitamine D est indispensable
dans le maintien de I’homéostasie du métabolisme phosphocalcique. Elle joue également un
role régulateur du systeme immunitaire, par inhibition de la production des cytokines pro-

inflammatoires et des prostaglandines (Wen et Baker., 2011 ; Song et al., 2012).

5.1.3. Probiotiques

Les probiotiques sont les bactéries bénéfiques pour la santé lorsque administrées a des
guantités adéquates. Il a été démontré que les probiotiques joueraient un réle thérapeutique
dans les pathologies inflammatoires chroniques telle que I’AR (Yeoh et al., 2013).
L’administration de Lactobacillus casei a montré une diminution considérable de la
production des cytokines pro-inflammatoires, une réduction de I’infiltration lymphocytaire et
une amélioration du score des lésions histologiques (Amdekar et al., 2011 ; Alipour et al.,

2014).

5.2. Plantes médicinales

Différentes plantes médicinales ont été étudiées dans la thérapie de I’AR (Choudhary et al.,
2015 ; Kapoor et al., 2017, Venkatesha et al., 2018). Il a été clairement démontré que le
gingembre (Zingiber officinale Roscoe) est d’une importance cruciale dans la réduction de la

douleur et de I’inflammation associées a I’ AR.
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Ses phyto-constituants (Diarylheptanoide, Yakuchinone A, proanthocyanidine), semblent
avoir un effet anti-inflammatoire via la réduction de la synthése des prostaglandines et des
leucotrienes (Kaur et al., 2012 ; Al-Nahain et al., 2014a). L’aloe vera est également 1’une des
plantes médicinales les plus utilisées en thérapie anti-inflammatoire. Sa propriété anti-
arthritique est particulierement due a 1’anthraquinone, un alcaloide dérivé de 1’anthracéne (Al-

Nahain et al., 2014b ; Kadhim et al., 2016).

Les extraits actifs de plantes seraient capables de contréler I’évolution de I’AR via la
régulation des voies moléculaires de I’inflammation (NFxB, MAPK et STAT3), aboutissant
a ’inhibition de la production des médiateurs pro-inflammatoires et a I’induction des
effecteurs anti-inflammatoires (Astry et al., 2015 ; Venkatesha et al., 2016). Cependant, des
essais supplémentaires s’aveérent nécessaires afin de vérifier I’existence d’éventuelles
interactions pouvant altérer I’efficacité de ces molécules bioactives ou engendrer des effets
secondaires. De plus, la détermination du mécanisme d’action des extraits actifs issus des
plantes médicinales reste une priorité importante pour valider leur utilisation en thérapie de

I’AR (Dudics et al., 2018 ; Venkatesha et al., 2018).

6. Modéles expérimentaux de I’arthrite rhumatoide

De nombreux modéles animaux de I’AR ont été développés dans le but d’évaluer le potentiel
thérapeutique de nouvelles molécules candidats pour un futur remeéde de 1I’AR. Ils permettent
également de comprendre les mécanismes mis en jeux dans la pathogenése et la progression

de cette pathologie (Kollias et al, 2011 ; Roy et Ghosh, 2013 ; Choudhary et al., 2018).
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6.1. Modéles induits

6.1.1. Arthrite induite a I’adjuvant complet de Freund (AIA)

C’est le premier modele décrit par Pearson (1956). Ce mod¢le est induit chez le rat Wistar par
injection de 1’adjuvant complet de Freund (ACF), en intradermique a la base de la queue ou
dans 1’'une des pattes postérieures (Roy et Ghosh, 2013 ; Choudhary et al., 2018). C’est un
modele fiable caractérise par une apparition rapide (10-14 jours) et une progression
inflammatoire marquée par la résorption osseuse. Il permet la reproduction de la plupart des
symptomes de I’AR observés chez ’homme. C’est un modéle neutrophiles et LT-dépendant

largement utilisé pour tester de nouvelles molécules thérapeutiques (Choudhary et al., 2018).

6.1.2. Arthrite induite au collagene type-11

Différents types de protéines dérivées du cartilage ont été utilisées pour induire I’arthrite chez
le rat. Il s’agit notamment du collagene-Il, type-XI et des protéines matricielles oligomériques
du cartilage. Le collagéne-II est le plus utilisé, injecté en émulsion dans de 1’adjuvant
incomplet de Freund en intradermique ou en sous-cutané, chez les rats Dark Agouti et Lewis
(Bevaart et al., 2010 ; Choudhary et al., 2018). Ce modele a été décrit pour la premiere fois
chez le rat (Trentham et al., 1977). L’arthrite expérimentale induite au collagene-Il, apparait
10-13 jours aprés immunisation avec un pic au 20°™ jour, puis décline graduellement pour
réapparaitre plus tard de fagcon chronique accompagnée de manifestations sévéres. La rupture
de la tolérance et la génération d’auto-anticorps envers le collagene-11 sont les caractéristiques
principales de ce modele (Bendele, 2001 ; Kannan et al., 2005 ; Arrar et al., 2013 ; Mc Namee

et al., 2015).
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Chez la souris, le modele au C-1I est realisé chez des souches susceptibles (DBA/1, B10.Q et
B10.RII1 DBA/1). Ces souris developpent une polyarthrite auto-immune caractérisée par une
destruction du cartilage et une érosion sévere de 1’os en plus de 1’apparition d’un taux élevé
d’Acs anti-Cll. Les symptomes apparaissent plus tard apres inoculation (21 a 25 jours) mais
durent plus longtemps par rapport au modele chez le rat (Kannan et al., 2005 ; Bevaart et al.,

2010).

6.2. Modeles génétiques

D’autres modeles de I’AR sont développés spontanément chez des souris génétiquement
modifiées, soit déficientes (knock-out) ou transgéniques pour un geéne d’intérét. Ces modeles
sont particulierement utiles pour étudier le réle des génes cibles dans la pathogenése de I’AR

(Kollias et al., 2011 ; Choudhary et al., 2018).

Monach et al. (2004) ont décrit qu’un croisement de souris KRN avec des souris NOD donne
naissance a des souris spontanément arthritiques (K/BxN) aprés 4 a 5 semaines d’age. La
pathologie développée est sévére et I’inflammation articulaire est symétrique semblable a la
pathologie humaine. Ce modéle dépend des molécules de CMH-II (I-Ag7) et des LB. L’AR
chez les souris K/BxN est développée suite a une réponse immunitaire envers 1’enzyme
glucose-6-phosphate isomérase (G6PI) (Bevaart et al., 2010). Les LT sont importants dans
I’initiation de la pathologie dans ce modéle, ils reconnaissent un peptide dérivé de la G6PI
présenté sur les molécules de CMH-II I-Ag7 activant ainsi les LB qui produisent des auto-

anticorps spécifiques (Choudhary et al., 2018).
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CHAPITRE I1l. SUBSTANCES NATURELLES BIOACTIVES

Les substances naturelles bioactives ou métabolites secondaires, sont des molécules
biologiques produites par des organismes vivants en réponse a des stimuli biotiques
(pathogenes et herbivores) ou abiotiques liées aux conditions de I’environnement. Ces
composeés, assurent également certaines fonctions physiologiques, tels que le développement
et la reproduction (Tiwari et Rana, 2015 ; Olivoto et al., 2017). Les métabolites secondaires
sont de petites molécules dérivés du métabolisme primaire. Ils forment une grande famille de
composés de structures chimique trés diversifiées, dont la majorité est dotée d’activités

bénéfiques pour la santé de I’Homme (Taiz et Zeiger, 2010 ; Ncube et al., 2012; Wink, 2015),

(Figure 7).
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Figure 7. Différentes classes des métabolites secondaires (Taiz et Zeiger, 2010).
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Plus de 200.000 molécules bioactives sont connues, d’autres sont de plus en plus découvertes,
constituant ainsi une source biogénique importante a explorer dans le développement
pharmaceutique. Les métabolites secondaires sont classés, selon leurs structures chimiques, en
trois groupes principaux ; les terpénes, les alcaloides et les polyphénols (Wink, 2015 ; Olivoto

etal., 2017).

1. Terpenes

Les terpénes (terpenoides ou isoprénoides) constituent le plus grand groupe des métabolites
secondaires (~50.000 substances identifiées). Leur nom provient de la terpentine, cire de pin.
Ce sont des hydrocarbures (C5H8), retrouveés principalement chez les plantes, mais aussi chez
les insectes, les bactéries, les champignons et les algues. lls sont contenus dans les huiles
essentielles, les résines, les cires et latex (Yadava et al., 2014 ; Tholl, 215 ; Yazaki et al.,

2017).

Les terpénes sont formés d’une ou de plusieurs unités structurales de base a cingq carbones,
I’isoprene (CH2-C(CHz)-CH-CHy). lls sont responsables des différentes arbmes et senteurs
des plantes (Tholl, 2015 ; Singh et Sharma, 2015 ; Yazaki et al., 2017). Par ailleurs, les
terpénes sont largement utilisés dans I’industrie pharmaceutique, alimentaire et cosmétique.
Ils sont particulierement reconnus pour leurs actions anticancéreuse et antiparasitaire (Ncube

et Van Staden, 2015 ; Singh et Sharma, 2015 ; Sulsen et al., 2017).

Les terpénes sont classés selon le nombre des unités isopréne les constituant. L’association de
plusieurs unités isopréniques aboutit a la formation des monoterpénes (C10), sesquiterpénes
(C15), diterpénes (C20), sesterpénes (C25), triterpénes (C30), tetraterpenes (C40) et
polyterpénes (> C40), (Figure 8), (Singh et Sharma, 2015 ; Ludwiczuk et al., 2017 ; S(lsen et

al., 2017).
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1.1. Monoterpeénes

Les monoterpénes sont composés de deux unités isopréne, retrouves souvent sous forme
d’huiles volatiles dans les plantes aromatiques productrices d’huiles essentielles (Lamiaceae,
Apiaceae, Pinaceae...etc.). Les plus connus des monoterpenes sont les menthols et les
iridoides reconnus pour leurs activités antibactérienne, antifongique et anticancéreuse (Sobral

etal., 2014 ; Guimardes et al., 2019).

1.2. Sesquiterpenes et sesquiterpénes lactones

Les sesquiterpenes sont composes de trois unités isopréne, par cyclisation d’un précurseur en
C15. C’est la classe la plus diversifiée des terpenes, retrouvés largement chez les Asteraceae
sous forme volatile (Wink, 2012 ; Perveen, 2018). Les sesquiterpenes sont reconnus
particulierement pour leurs actions anti-protozoaire et anti-tumorale. L’ Artémisinine est 1’un
des plus connus, issu de 1’armoise annuelle (Artemisiaannua), développée en une drogue

potentielle (Artesunate) contre Plasmodium falciparum (Wink, 2015 ; Silsen et al., 2017).

1.3. Sesterpenes

Les sesterpénes sont formés de cinq unités d’isopréne. Ils sont retrouvés chez les
champignons, les insectes et les organismes marins. Ils sont dotés de propriétés
pharmacologiques anti-cancéreuse, anti-inflammatoire, antimicrobienne et antifongique

(Ludwiczuk et al., 2017 ; Silsen et al., 2017).

1.4. Diterpénes

Les diterpenes sont constitués de quatre unités isopréne, retrouvés chez les Euphorbaceae, les

Lamiaceae et les Taxaceae. lls sont dotés de différentes activités pharmacologiques
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notamment, cardioprotectrice (tanshinone), anticancereuse (taxol) et antioxydante (carnosol)

(Wink, 2015 ; Sulsen et al., 2017).

1.5. Triterpénes

Les triterpenes sont composés de six unités isopréne (C30), dérivés du squalene par
cyclisation. Ils possedent plusieurs groupes méthyl pouvant étre oxydeés en alcools, en
aldehydes, et en acides carboxyliques, ce qui les rend plus complexes et a large spectre
d’activités biologique. Les triterpénes sont reconnus pour leurs activités anti-tumorale, anti-

inflammatoire et anti-thrombose (Sulsen et al., 2017, Perveen, 2018).

1.6. Tetraterpénes (Caroténoides)

Les caroténoides sont formés de huit unités isoprene (C40). Ce sont des pigments naturels
liposolubles, dont les carotenes et les xantophylles, particulierement reconnus pour leur action
anti-oxydante. Le B-carotene, précurseur de la vitamine A, est le pigment photosynthétique

majeur (Fiedor et Burba, 2014 ; Young et Lowe, 2018).

1.7. Polyterpenes

Les polyterpénes sont des hydrocarbures polyméres d’isoprénoides, comprenant plus de 8
unités isopréne. La gomme naturelle est 1’exemple-type des polyterpénes contenant plusieurs

unités cis-isopréne (Tholl, 2015 ; Ludwiczuk et al., 2017).
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2. Alcaloides

Les alcaloides sont des composés organiques de faible poids moléculaire, synthétisés souvent
a partir d’acides aminés et contenant au moins un atome d’azote dans leur structure
hétérocyclique. Ils représentent une classe hautement diversifiée des métabolites secondaires
(~12.000 molécules) produits par une variété de végetaux supérieurs (Apocynaceae,

Asteraceae, Solanaceae...etc.), (Qiu et al., 2014 ; Ncube et Van Staden, 2015 ; Wink, 2015).

Les alcaloides possedent des activités biologiques importantes leur permettant d’interférer
avec les neurotransmetteurs, le transport membranaire actif et la synthese protéique. Ils sont a
cet effet utilisés en thérapie comme tranquillisant, antalgiques, relaxant musculaire et
anticancéreux (Kaur et Arora, 2015; Ncube et Van Staden, 2015; Wink, 2015). Les
alcaloides sont classés selon leur structure, ou leur précurseur biogénique commun ou par
famille des plantes les produisant (Figure 9), (Qiu et al., 2014 ; Kaur et Arora, 2015 ; Roy,

2017).

2.1. Dérivés de la L-ornithine

La L-ornithine et/ou la L-arginine sont les premiers précurseurs des alcaloides tropaniques. La
putréscine, produit de décarboxylation de la L-ornithine et/ou d’arginine, est le précurseur de

ces alcaloides (Sweta et Lakshmi, 2015 ; Kohnen-Johannsen et Kayser, 2019).

Les alcaloides tropaniques sont principalement retrouvés chez les Solanaceae, leur structure
consiste en deux anneaux pyrrolidine et pipéridine. lls possédent une activité
anticholinérgique d’ou leur utilisation comme médicaments analgésiques, anticolique et
spasmolytique (Sweta et Lakshmi, 2015 ; Kohnen-Johannsen et Kayser, 2019). Les alcaloides

pyrrolizidines et pyrrolidines sont d’autres alcaloides dérivés de la L-ornithine. Ils sont
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également dotés de diverses propriétes pharmacologiques, antidiabétique, antifongique et

antituberculeuse (Kaur et Arora, 2015 ; Schramm et al., 2019).
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Figure 9. Structure des principaux noyaux chimiques des alcaloides (Casciaro et al., 2020).

2.2. Dérivés de la L-lysine

L’acide aminé L-lysine est le précurseur des alcaloides pipéridine et quinolizidine. La
premiére étape de leur biosynthese est la décarboxylation de la L-lysine en cadavérine (Kaur

et Arora, 2015 ; Wink, 2015 ; Bunsupa et al., 2017).
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Les alcaloides pipéridine sont largement retrouvés dans différentes espéces végétales et sont
dotés de différentes activités pharmacologiques ; bactéricides, insecticide et fongicide(Roy,
2017). Par ailleurs, les alcaloides quinolizidines constituent une source importante de
médicaments, grace a leur nombreuses propriétés pharmacologiques; cytotoxiques,
antipyrétique, antibactérienne, antivirale et hypoglycémiante (Bunsupa et al., 2017 ; Roy,

2017).

2.3. Dérivés de la L-tyrosine ou de la L-phenylalanine

Les alcaloides isoquinoléiques sont dérivés de la L-tyrosine et de la L-phenylalanine. Ils sont
formés a partir du précurseur 3,4-dihydroxytyramine (dopamine) suite a une réaction avec un
aldéhyde ou une cétone. Ces composés sont produits presque exclusivement par la famille des
Amaryllidaceae (Facchini, 2001 ; Ziegler et Facchini, 2008). Les alcaloides isoquinoléiques
sont largement utilisés en pharmacologie pour leur potentiel inhibiteur de 1’enzyme
cholinestérase, et leurs activités anti-inflammatoire et anticancéreuse (Kaur et Arora, 2015 ;

Ncube et Van Staden, 2015 ; wink, 2015).

2.4. Dérivés de la L-tryptophane

La tryptamine (5-hydroxytryptamine : 5-HT) ou sérotonine, est le produit de décarboxylation
de la L- tryptophane, d’ou dérive la grande classe des alcaloides indoliques (Ncube et Van
Staden, 2015).Les alcaloides indoliques sont particulierement reconnus pour leur effet
antidépresseur, utilisés en thérapie anticancéreuse et comme tranquillisants (Qiu et al., 2014 ;

Hamid et al., 2017).

Par ailleurs, les alcaloides B-carboline forment un autre groupe des alcaloides indoliques, et
sont abondamment retrouvés chez les organismes invertébrés marins (spongiaires). Ils sont

reconnus pour leur propriétés anti-tumorales, antiparasitaires et antivirales en plus de leur
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effet psychostimulant (Cao et al., 2007 ; Ziegler et Facchini, 2008). Les alcaloides de 1’ergot,
font aussi partie des alcaloides indoliques. Ils sont produits par les champignons (Claviceps
purpurea) parasitant les plantes monocotylédones (seigle, blé et orge). Ce sont des agonistes
des récepteurs dopamine d’ou leur utilisation comme tranquillisants et analgésiques (Hulvova

etal., 2013 ; Wink, 2015).

2.5. Dérivés de I’acide anthranilique

Les alcaloides dérivés de I’acide anthranilique sont retrouvées en abondance chez les Rutaceae.
Ils sont également produits par les champignons (Penicillium) et les bactéries (Pseudomonas).
La condensation de 1’acide anthranilique avec 1’acétate ou le malonate est la premicre étape
de biosynthése de ces alcaloides par formation d’un noyau quinoléine. Ils sont notamment
connus pour leur activité anti-tumorale (da Silva et al., 2013 ; Wink, 2015 ; Shang et al.,

2018).

2.6. Alcaloides purines

Les alcaloides purines sont dérivés des bases purines connus sous le nom de xanthénes,
dérivés elles-mémes des xanthines. Leur biosynthése est basée sur des réactions de
méthylation de la xanthosine, suivie d’une étape d’hydrolyse de la xanthosine methylée
(Ziegler et Facchini, 2008 ; Kaur et Arora, 2015 ; Ncube et Van Staden, 2015). La caféine
(1,3,7-trimethylxanthine), la théobromine (3,7-dimethylxanthine) et la théophylline (1,3-
dimethylxanthine) sont les plus connus des alcaloides purines. Ils ont des proprietés anti-
oxydantes et anti-inflammatoires en plus de leurs effets hypoglycémiant et hypolipémiant

(Herman et Herman, 2013 ; Li et al., 2013 ; Kaur et Arora, 2015).
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3. Polyphénols

Les polyphénols sont des composés organiques aromatiques (phénols) caractérisés par la
présence de différents groupes hydroxyles. Ce sont des métabolites secondaires produits par
les plantes pour lutter contre les agressions climatiques, les pathogénes et les herbivores. Ils
jouent également un réle important dans la reproduction comme attractants de pollinisateurs
et dispersants de graines, et procurent a plusieurs aliments leurs différentes propriétés

organoleptiques (Tsao, 2010 ; Abbas et al., 2017 ; Cory et al., 2018).

Leur structure chimique portant des groupes fonctionnels a la propriété particuliére de piéger
les radicaux libres et de chélation des métaux, leur donne la propriété d’antioxydants naturels
(Bravo, 1998 ; Tsao, 2010 ; Abbas et al., 2017). Les polyphénols possédent ainsi des effets
préventifs et/ou thérapeutiques envers les maladies cardiovasculaires, neurodégénératives,
cancéreuses et les pathologies inflammatoires chroniques (Maru et al., 2014 ; Hussain et al.,

2016 ; Cory et al., 2018 ; Fraga et al., 2019).

Les polyphénols sont classés selon le nombre des anneaux phénols les constituant et les
éléments structuraux reliant ces anneaux, en quatre classes principales; les acides
phénoliques, les flavonoides, les stillbénes, et les lignanes (Figure 10), (Tsao, 2010 ; Maru et

al., 2014 ; Abbas et al., 2017).

3.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des polyphénols non-flavonoides, classés en deux types
principaux ; dérivés de 1’acide benzoique et dérives de I’acide cinnamique de structure C1-C6
et C3-C6 respectivement (Figure 10), (Tsao, 2010 ; Maru et al., 2014 ; Abbas et al., 2017).
L’acide benzoique est trés rarement rencontré dans les plantes comestibles, contrairement a

I’acide hydroxycinnamique et ses dérives qui sont trés répandus, notamment dans les fruits.
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Les acides p-coumarique, caféique, férulique, chlorogénique et sinapique sont les plus
répandus des acides phénoliques, leur concentration devient plus importante a maturité des

fruits (Manach et al., 2004 ; Maru et al., 2014 ; Abbas et al., 2017).

R
! o
R2
Ry
OH HO T
Rj3
o R;
Phenolic acids (hydroxy-benzioc & cinnamic acids) Flavonoids
CH;30 CH,0H
" C
O HO CH,0H
HO
OCH;
OH
Stilbenes Lignans

Figure 10. Principales classes des polyphénols (Pandey et Rizvi, 2009).

3.2. Flavonoides

Les flavonoides sont des composés aromatiques dont la structure de base est un noyau flavan
(2-phenylchroman) formé de trois anneaux A (en C6), C (en C3) et B en (C6). lls sont dérivés
de la condensation de 1’acide cinnamique avec 3 groupes malonyl-CoA. Les flavonoides sont
souvent liés a un ou plusieurs conjugueés sucres. lls sont responsables de la pigmentation des

fleurs, des fruits et des feuilles (Maru et al., 2014 : Panche et al., 2016).
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Les flavonoides sont classés selon les variations structurales de 1’anneau C (présence de
doubles liaisons, groupes hydroxyle et/ou 4-oxo0) et le nombre et la position de groupements
hydroxyles et méthyles sur les anneaux A et B. Différentes classes de flavonoides sont ainsi
distinguées ; les flavones, les flavanols, les isoflavones, les flavonols et les anthocyanidines

(Figure 11), (Bravo, 1998 ; Manach et al., 2004).

o 2 Flavonols
Luteolin Quercetin Kaempferol

[s} OH

HO A HO' OH

Genistein

Phloretin

Chalcones

OH ©

Chalconaringenin

Isoflavones

HO

OH O OH

i Anthocyanins
Naringenin Flavonols Hesperetin Delphinkdin 24

Cyanidin

Figure 11. Classification chimique des flavonoides (Panche et al., 2016).

3.2.1.Flavones et dérivés

Les flavonols, dérivés 3-hydroxy des flavones, constituent le plus grand groupe des
flavonoides. Ils contiennent une double liaison entre C2 et C3 et un groupement hydroxyle en
C3. Les plus connus des flavonols aglycones, sont la quercétine et le kaempferol (Tsao, 2010 ;

Cutrim et Cortez, 2018). Les flavones sont beaucoup moins répandus, ils contiennent
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également une double liaison entre C3 et C2, et les plus connus sont la lutéoline et I’apigénine

(Monach et al., 2004 ; Tsao, 2010).

Les flavanones quant a eux sont des derives 2,3-dihydrogénes des flavones. Ils contiennent
une molécule d’oxygene en C4 et sont caractérisés par un anneau saturé de 3C (Panche et al.,
2016; Abbas et al., 2017). lls sont retrouvés dans les plantes aromatiques, notamment dans les
agrumes ; dans le citron (ériodictyol) et les oranges (hespéridine) (Monach at al, 2004 ;Tsao,
2010). Les flavanonols sont des dérivés 3-hydroxy des flavanones, la taxifoline est 1’'une des

plus connue (Panche et al., 2016).

3.2.2.Flavanols

Les flavanols (flavan-3-ols/flavans ou proanthocyanidines) sont parmi les polyphénols
alimentaires les plus abondants et les plus actifs. lls sont communément appelés cathéchines
(Monach et al., 2004 ; Tsao, 2010). Les flavanols sont majoritairement retrouvés dans les
fruits, sous forme monomeérique telles que la catéchine et 1’épicatéchine, ou oligomériques
telles que les pro-anthocyanidines ou encore sous forme polymérique tels que les tanins

condensés (Manach et al., 2004 ; Tsao, 2010).

3.2.3. Isoflavones

Les isoflavones (néoflavonoides et chalcones) nommeés également phyto-estrogenes du fait de
leur similitude structurale et leur capacité de se lier aux récepteurs aux estrogenes. lls sont
semblables aux estrogénes, par la présence d’un groupe hydroxyle entre C4 et C7 ressemblant
a Pestradiol et caractérisés par 1’attachement de I’anneau B a I’anneau C en C3 et pas en C2
(Abbas et al., 2017). Les isoflavones sont majoritairement retrouvés chez les Iégumineuses
notamment dans le soja (génistéine et daidzéine), et possédent un impact important sur la

santé humaine (Rice-Evans, 2004).
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3.2.4. Anthocyanines

Les anthocyanines sont des pigments naturels donnant leurs couleurs aux fleurs, aux fruits et
aux légumes. Les anthocyanidines sont sous forme glycosylée en C3, en C5 ou en C7 de
I’anneau A, chez la plupart des plantes (Manach et al., 2004 ; Tsao, 2010 ; Abbas et al.,
2017). Ils ont la propriété de former des cations flavylium dans 1’eau. Leur couleur dépend du
pH du milieu, du degré d’hydroxylation et de méthylation des anneaux aromatiques, ainsi que
du type des sucres de glycosylation (Heim et al., 2002 ; Tsao, 2010 ; Fernandes et al., 2014).
Plus de 500 molécules d’anthocyanines sont distinguées selon 1’état d’hydoxylation ou de
méthylation de I’anneau B, et les différentes unités sucres de leur glycosylation. La cyanidine,
la delphinidine et la prélargolidine sont les plus répandues des anthocyanidines (Heim et al.,

2002 ; Fernandes et al., 2014).

3.3. Autres polyphénols

Les autres types de polyphénols non-flavonoides sont les stillbenes et les lignanes. Les
stillbénes sont formés de deux composés phenyl reliés par un pont methyléne en C2. Leur
distribution est limitée dans la nature, sous forme libre ou glycosylée, ils sont dimérigues,
trimériques ou polymériques. Le resvératrol (trans-3,4,5-trihydroxystillbéne) est le plus
important des stillbenes, retrouvé largement dans les raisins (Pandey et Rizvi, 2009 ; Tsao,
2010 ; Maru et al., 2014). Par ailleurs, les lignanes sont des composés phénoligues contenant
une structure 2,3-dibenzylbutane, formée par la dimérisation de deux résidus d’acide
cinnamique. Elles jouent un réle structural et sont retrouvées sous forme liée dans différentes
graines notamment les graines de lin. Le sécoisolaricirésinol est le plus connu des lignanes, il

joue le rble de phyto-estrogénes (Pandey et Rizvi, 2009 ; Tsao, 2010 ; Maru et al., 2014).
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CHAPITRE IV. HERTIA CHEIRIFOLIA

1. Description et classification botanique

Hertia cheirifolia L. est une plante vivace au feuillage épais et persistant, d’un vert cendré.
Ses feuilles sont simples et alternes de forme oblancéolée et petiolée sur des tiges lignifiées
semi-rampantes. Hertia cheirifolia forme des sous-arbrisseaux bas et compacts de 30 a 40 cm
de hauteur et de 50 cm de largeur et porte des marguerites d’un jaune vif (mars/juillet ou

janvier/avril), (Quezel et Santa, 1963 ; Pottier-Alapetite, 1981), (Figure 12).

Hertia cheirifolia appelée couramment queue de castor ou othonne a feuilles de giroflée, est
connue sous le nom de « Kerchoun » en arabe et « barbary ragwort » en anglais (Pottier-
Alapetite, 1981 ; Beniston et Beniston, 1984). Elle est également appelée Othonna cheirifolia
ou Othonnopsis cheirifolia (Massiot et al., 1990). Le genre Hertia appartenant a la famille des
Asteraceae est un genre de plantes médicinales endémiques du bassin méditerranéen,
retrouvée particulierement en Algérie orientale et en Tunisie centrale (Massiot et al., 1990 ;
Ammar et al., 2009). C’est un genre qui comprend environ 12 espéces distribuées dans le
nord et le sud de I’Afrique et le sud-ouest de I’Asie. La flore algérienne consiste en ['unique

espéce Hertia cheirifolia L. répandue dans le nord-est de 1’ Algérie (Massiot et al., 1990).
La classification botanique de Hertia cheirifolia L. est comme suit :

Régne : Plantae.

Sous-régne : Tracheobionta.
Embranchement : Magnoliophyta.
Super-division : Spermatophyta.
Classe : Magnoliopsida.

Sous-classe : Asteridae.
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Ordre : Asterales.
Famille : Asteraceae.
Genre : Hertia.

Espéce : Hertia cheirifolia L. (Quezel et Santa, 1963).

Figure 12. Photographies de Hertia cheirifolia L. (Kasr El Abtal, Sétif).

52



Partie théorique Revue bibliographique

2. Usages traditionnels et activités biologiques

Hertia cheirifolia L. est une plante médicinale aromatique connue pour ses effets anti-
inflammatoires et antispasmodiques. Elle est utilisée en médecine traditionnelle pour ses
propriétés thérapeutiques dans les troubles digestifs et la cicatrisation des blessures (Zellagui
et al., 2012; Chermat et Gharzouli, 2015). Ces propriétés ont été étudiées et démontrées pour
la premiére fois par Ammar et al. (2009). H. cheirifolia est également connue pour ses effets
anti-nociceptif et hypoglycémiant. En effet, des infusions des feuilles de cette plante sont
consommeées comme remede hypoglycémiant, tandis qu’un broyat des feuilles est utilisé en
cataplasme contre les douleurs articulaires et I’irritation cutanée (Bouriche et al., 2016 ;

Majouli et al., 2018b).

Par ailleurs, différentes activités biologiques ont été attribuées aux huiles essentielles extraites
a partir de la partie aérienne de H. cheirifolia. Il s’agit particuliérement de 1’activité
antibactérienne et antioxydante (Majouli et al., 2016a; Majouli et al., 2016b ; Segueni et al.,
2017). De plus, une activité acaricide des huiles essentielles de H. cheirifolia a été signalée

par Attia et al. (2012 ; 2015).

Des travaux récents ont montré que 1’extrait méthanolique des feuilles de H. cheirifolia ainsi
que différentes fractions organiques sont dotés d’un potentiel antibactérien, antioxydant et
anti-inflammatoire (Bousselsela et al., 2012, Bouriche et al., 2016; Kada et al., 2016; Majouli
et al., 2017a). Des activités antibactériennes, antioxydantes, anti-a glucosidase et
gastroprotective ont été également attribuées aux extraits organiques préparés a partir des
tiges, des fleurs et des racines de H. cheirifolia (Majouli et al., 2017b ; Majouli et al., 2017c ;
Majouli et al., 2018a). Enfin, I’extrait aqueux de la partie aérienne de H. cheirifolia pourrait
constituer une bonne alternative aux pesticides conventionnels, grace a leur effet anti-

moustique notamment au stade larvaire (Amira et al., 2018).
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3. Composition chimique

Les premieres investigations de la composition chimique d’extraits de H. cheirifolia datent
des années 1990. Elles ont permis [I’isolement et 1’identification de composés
sesquiterpéniques, dont des eremophilénolides et des lactones obtenus a partir de la fraction
chloroformique de I’extrait méthanolique des feuilles (Massiot et al., 1990 ; Aclinou et al.,
1991, Aclinou et al., 1993). Dans la méme fraction de I’extrait de feuilles de H. cheirifolia,
Ammar et al. (2009) ont isolé et identifié de nouveaux composés. Il s’agit d’un sesquiterpéne

bakkenolide et de deux stéroides.

L’analyse par GC/MS des huiles essentielles extraites de la partie aérienne de H. cheirifolia, a
révélé la présence d’un nombre important de composés terpéniques constituants de 1’huile

essentielle totale (Zellagui et al., 2012 ; Majouli et al., 2016a ; Segueni et al., 2017).

Par ailleurs, 1’analyse phytochimique de 1’extrait méthanolique des feuilles de H. cheirifolia
par HPLC a montré la présence d’un bon nombre de polyphénols, représentés
particulierement par les acides phénoliques et les flavonoides (Bouriche et al., 2016). De
méme, 1’analyse des extraits de tiges, de fleurs et de racines par RP-HPLC-UV a également
révélé la présence d’un nombre important de polyphénols dont les acides phénoliques et les
flavonoides (Majouli et al., 2017a; 2017b; 2018a). Les résultats obtenus ont montré que
I’acide cinnamique et la rutine seraient parmi les constituants majeurs des extraits de
H. cheirifolia (Bouriche et al., 2016 ; Majouli et al., 2018b). Cette composition riche et
diversifiée des extraits de H. cheirifolia est probablement a ’origine de la diversité de ses
activités biologiques. De plus, aucun effet toxique aigu n’a été montré suite a 1’administration

de DPextrait de H. cheirifolia (2000 mg/Kg) (Bouriche et al. 2016).
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MATERIEL ET METHODES

1. Matériel

1.1. Matériel végétal

La plante Hertia cheirifolia étudiée dans ce travail a été récoltée au stade de floraison au mois
d’avril 2014 dans la région d’Ouled M halla (Kasr El Abtal, Sétif). Elle a été identifiée par Pr.
Laouer Hocine, professeur a la faculté des sciences de la nature et de la vie, université Sétif 1.
Les différentes parties de la plante (feuilles, tiges, fleurs et racines) ont été séparées, nettoyees
puis séchées a I’ombre pendant au moins 2 semaines. Chaque partie séchée a été ensuite
broyée en poudre fine et gardée dans des récipients opaque hermétiquement fermés jusqu’au

moment de I’extraction.

1.2. Animaux

Des souris Swiss albino males et femelles (22-25 g) ont été utilisées pour tester in vivo
’activité anti-inflammatoire aigué des extraits de H. cherifolia. Des rats Wistar femelles
(150-180 g), ont été également utilisés pour 1’étude de I’activité anti-inflammatoire des
extraits de la plante dans le modeéle de 1’cedéme de la patte induit a la carragénine et dans le
modele de I’arthrite induite par I’adjuvant complet de Freund. Les animaux en provenance de
I’Institut Pasteur d’Algérie (IPA), ont été acclimatés pendant une semaine. lls étaient abrités
dans des conditions normales avec accés libre a la nourriture et a I’eau. lls ont été répartis,
selon 1’étude réalisée, en groupes parmi lesquels un groupe témoin positif et un autre négatif
(n = 6). La manipulation des animaux a été réalisée selon la réglementation éthique

internationale en vigueur (Déclaration d’Helsinki, 2013).
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2. Méthodes

2.1. Préparation des extraits

L’extraction méthanolique a été effectuée par macération de la poudre obtenue de chaque
partie dans du méthanol pur avec un ratio de 10% (m/v), pendant 3 semaines (Suleiman et al,
2010). A la fin de chaque semaine, le macérat obtenu est filtré sur du papier Whatman n° 3 et
le résidu de la poudre est remis dans du méthanol pour une deuxieéme puis une troisieme
macération. Le filtrat obtenu est évaporé sous vide a 1’aide d’un évaporateur rotatif a 40°C.
Enfin, le résidu de I’évaporation est mis & sécher dans I’é¢tuve a 40°C. Chaque extrait brut
ainsi obtenu est conservé dans des récipients hermétiques et gardé a 1’abri de la lumiére

jusgu’au moment de son utilisation (Figure 13).

Par ailleurs, I’extrait délipidé est préparé a partir de 1’extrait brut, grdce a une ampoule a
décanter, par lavages successifs dans du n-hexane (v/v). Cette opération permet de séparer la
fraction apolaire constituant la partie grasse de ’extrait. Le solvant de chacune des deux
phases obtenues, est ensuite évaporé a 40°C par évaporation rotative (Figure 13), (Guemmaz

etal., 2018).
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Poudre de la plante + Méthanol (MeOH) pur
(10% m/v)

Macération (3 x 1 semaine)
Filtration (papier Whatman 3)

Filtrat

Evaporation du MeOH
(Evaporateur rotatif, 40°C)
Séchage
(Etuve, 40°C)

Extrait méthanolique brut
(feuilles, tiges, fleurs et racines)

g

Délipidation
Liquide-liquide
f (n-hexane) @%
Phase Phase polaire

apolaire résiduelle

Evaporation du Evaporation du MeOH
e n-hixane i Séchage (Evaporateur rotatif,
vaporateur rotatit, ° 40°C
400 (Etuve, 40°C) )
Fraction Extrait méthanolique
lipidique délipide

Figure 13. Procédure d’extraction et de délipidation a partir des différentes parties de Hertia
cheirifolia L.
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2.2. Dosage des polyphénols et des flavonoides

2.2.1. Dosage des polyphénols

Le contenu en polyphénols totaux de 1’extrait de chaque partie de la plante a été détermineé par
la méthode au Folin-Ciocalteu (Aouachria et al., 2017). 0.5 mL du réactif Folin-Ciocalteu
(1:10) est ajouté a 0.1 mL de chaque extrait. Aprés 4 minutes, 0.4 mL d’une solution de
carbonates de sodium (7.5%) ont été ajoutés dans chaque tube. Les tubes sont agités au vortex
puis incubés a I’obscurité pendant 1.5-2h & température ambiante. A la fin de cette incubation,
I’absorbance est lue au spectrophotométre (A=760 nm). En paralléle, une série de
concentrations croissantes (0-180 pg/mL) en acide gallique a été préparée pour réaliser la
courbe standard. Celle-ci nous a permis d’exprimer le contenu en polyphénols de chaque

extrait en mg équivalent d’acide gallique par gramme d’extraits (mg EqQAG/g extrait).

2.2.2. Dosage des flavonoides

Le contenu en flavonoides a été évalué par la méthode au chlorure d’aluminium (AICls) selon
la méthode décrite par Aouachria et al. (2017). Dans chaque tube, 0,5 mL de I’AICl3 (2%
dans de I’eau distillée) sont ajoutés & un volume égal de chaque extrait. Le mélange est agité
au vortex puis incubé pendant 10 min a température ambiante. L’absorbance de chaque
échantillon est ensuite mesurée (A = 430 nm). Afin d’estimer le contenu en flavonoides, une
gamme étalon a été préparée de différentes concentrations (0 - 40 pg/mL) de la quercétine, un
flavonoide standard. Le contenu en flavonoides est donc quantifie en mg équivalent de

quercétine par gramme d’extrait (mg EqQ/g d’extrait).
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2.3. Analyse par HPLC avec détecteur a barrettes de diode (HPLC-DAD)

L’analyse des composés phénoliques contenus dans les extraits méthanoliques de H.
cheirifolia est réalisée par HPLC-DAD utilisant un systéme Schimadzu HPLC composé de
deux pompes LC-10AD, un détecteur a barrettes de diode et une colonne Luna C18 (4.6 x 250
mm, 5 um). Chaque échantillon a été d’abord filtré sur un filtre (0.45 um, Millipore), puis 20
pL de chaque extrait est dissout dans du méthanol (80%) puis injecté a une concentration de
10 mg/mL. Le flux d’¢lution est de 1 mL/min selon un gradient d’¢lution de 5-40%
d’acétonitrile dans de 1’eau désionisée (phase mobile) a pH = 2.5 (ajusté avec de 1’acide
trifluoro-acétique) pendant plus de 50 min. Afin d’analyser les flavonoides et les polyphénols,
I’analyse par chromatographie a phase inversée est suivie a 350 et a 320 nm respectivement

(Amarowicz et al., 2008).

2.4. Etude de P’activité antioxydante

2.4.1. Effet scavenger du radical libre 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH")

Le test de piégeage du radical libre DPPH" par les différents extraits (bruts/délipidés) de la
plante a été réalisé suivant la méthode décrite par Mokhnache et al. (2019). Un volume de 0.5
mL de différentes concentrations (0-1 mg/mL) de chaque échantillon a été mélangé a 1 mL de
la solution de DPPH" préparée dans du méthanol (0.1 mM). L’ensemble des échantillons est
ensuite incubé a 1’obscurité pendant 30 min. L’absorbance de chaque tube est lue a A = 517
nm, ou le méthanol est utilise comme blanc. L’acide ascorbique, 1’acide gallique et la

querceétine sont utilisés comme controles positifs.

L’activité scavenger du radical libre DPPH" exprimée en pourcentage est calculée selon la
formule suivante : activité antioxydante (%) = [(Ao — At)/Ag] x 100, ou Ao est I’absorbance du

blanc et A: est 1’absorbance du test (extrait ou standard). Les résultats sont également
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exprimés en terme de concentration neutralisant 50% (ICso) du radical libre DPPH" et en

Capacité Anti-oxydante Trolox Equivalent (TEAC) (mmol TEq./g extrait + SD).

2.4.2. Effet scavenger du radical ABTS™

Cet essai est basé sur la décoloration du radical cationique acide 2,2'-azino-bis (3 éthylbenzo-
thiazoline-6-sulphonique), (ABTS') (Mayouf et al., 2019). Une solution stock est d’abord
préparée par dissolution de I’ABTS dans de I’cau distillée (7 mM) puis du persulfate de
potassium (K2S20g) a été ajouté a 2,45 mM. Ce mélange est laissé sous agitation toute la nuit
(12-16h) a température ambiante et a 1I’obscurité. Cette solution stock est diluée au moment de

son utilisation dans du méthanol pour obtenir une absorbance de 0,70 + 0,02 a A = 734 nm.

Une aliquote (20 pL) de chaque extrait a été mélangée a 2 mL de la solution diluée de
I’ABTS, puis incubé a 30°C pendant six minutes. L absorbance est ensuite mesurée a A = 734
nm contre un blanc. Une courbe standard est préparée pour des concentrations croissantes
(0-2 mM) de Trolox, analogue hydrosoluble de la vitamine E. Les valeurs de la capacité
antioxydante en Trolox équivalent (TEAC) sont calculées a partir de la droite standard
et les résultats sont exprimeés en mmol de Trolox équivalent par gramme d’extrait
(mmol TroloxEg/g extrait + SD). La capacité scavenger du radical cationique ABTS™" est
également exprimée en pourcentage (%) en utilisant des concentrations croissantes de chaque
extrait. La concentration efficace inhibant 1’oxydation de 50% de I’ABTS™ (ICso) est
déterminée pour chaque extrait. L’Acide ascorbique, 1’acide gallique et la quercétine sont

utilisés comme controles positifs.

2.4.3.Pouvoir antioxydant réducteur du fer (FRAP)

Le pouvoir antioxydant réducteur du fer des différents extraits de la plante HC est analysé par

la méthode décrite par Boumerfeg et al. (2012). Le réactif FRAP est fraichement préparé par
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le melange du tampon acétate (300 mM, pH 3.6), une solution de TPTZ (10 mM de 2,4,6-Tris
(2-pyridyl)-1,3,4-triazine) dans 40 mM de HCI), et la solution de FeCls,6H>0 aux proportions
10:1:1 (v/vlv). Cette méthode permet de quantifier la capacité des antioxydants a réduire le fer
par le suivi de I’absorbance du réactif FRAP a A = 593 nm. Cet essai est base sur la réduction

du complexe du fer ferrique et du TPTZ en la forme de fer ferreux a pH acide.

Un volume de 65 uL de chaque échantillon a tester est ajouté a 200 pL d’eau distillée et 2 mL
du reactif de FRAP fraichement préparé. Apres incubation a 37°C pendant 30 min,
I’absorbance de chaque mélange est mesurée a A = 593 nm contre le méthanol comme blanc.
Les résultats obtenus sont comparés a une courbe standard réalisée pour une gamme de
concentrations croissantes (0 - 2 mM) d’une solution de FeSO4,7H20. Les valeurs du pouvoir
antioxydant réducteur des ions ferriques en ions ferreux, sont exprimées en mmol équivalents
de Fe?* par gramme d’extraits (mmol Eq.Fe?*/g d’extrait). L’acide ascorbique, 1’acide gallique

et la quercétine sont les standards utilisés.

2.4.4 Effet inhibiteur du blanchissement du p-caroténe/acide linoléique

L’activité inhibitrice de 1’oxydation de la B-caroténe, en émulsion dans 1’acide linoléique,
exercee par les extraits étudiés, a été analysée selon la méthode décrite par Arrar et al. (2013).
D’abord, une solution de B-caroténe/acide linoléique est préparée par dissolution de 0,5 mg de

[-carotene dans 1 mL de chloroforme, 25 uL d’acide linoléique et 200 mg de tween-80.

Le chloroforme est ensuite évaporé a 40°C. Enfin, 100 mL d’eau distillée saturée en oxygene
a été rajouté au résidu de 1’évaporation et la solution est vigoureusement agitée pour former
une émulsion stable. L’effet antioxydant des différents extraits a été évalué en ajoutant 250
pL de chaque extrait (2 mg/mL) dans 2,5 mL de I’émulsion. L’absorbance initiale a to est

mesurée pour chaque test puis I’ensemble des échantillons est incubé a 50°C pendant 2 h.
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Le BHT et le méthanol sont utilises comme contréles positif et négatif respectivement. La
cinétique de 1’oxydation de la B-caroténe est suivie toutes les 15 min a A = 470 nm.

L’activité antioxydante par inhibition du blanchissement de 1’émulsion est exprimée en
pourcentage (Al%). Elle est calculée selon la formule suivante : Al% = Aod/A: (Majouli et al.,
2016) ; sachant que Ao est I’absorbance initiale et At est I’absorbance au temps t de mesure.
L’activité inhibitrice du blanchissement du p-carotene par les différents extraits testés est

comparee a 60 et a 120 min d’incubation.

2.5. Etude de Pactivité anti-inflammatoire in vivo

2.5.1.Modé¢le de I’cedéme de I’oreille induit au PMA

L’cedéme de I’oreille chez la souris a été induit selon Trabsa et al., (2020). Une masse de 4 ug
de Phorbol 12-Myristate 13-acétate (PMA) dissoute dans 20 puL de DMSO, est appliquée aux
deux faces de I’oreille droite de chaque souris. L’oreille gauche a été traitée de 20 puL de
DMSO seul et a servi de contrdle. Les différents extraits de HC dissouts dans de ’eau distillée
contenant 4% de DMSO sont administrés per os (500 mg/Kg), une heure avant 1’application

du PMA.

Quatre groupes expérimentaux traités aux différents extraits méthanoliques des feuilles (ED-
Fe), des tiges (ED-T), des fleurs (ED-FI) et des racines (ED-R) de HC sont réalisés. Le groupe
contréle positif (Dic) est traité au diclofenac® a 100 mg/Kg dissout dans de 1’eau distillée
tandis que le groupe controle négatif (N-traité) a recu seulement de 1’eau distillée (4%

DMSO).

Aprés 6h de I’application du PMA, les souris de chaque groupe sont sacrifiées par dislocation
cervicale et un disque de 6 mm de diameétre est découpé de chaque oreille grace a un emporte-

piéce.
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L’épaisseur de chaque disque est mesurée et I’épaisseur de 1’cedéme est calculée par
soustraction de I’épaisseur de I’oreille gauche (DMSO seul) de 1’épaisseur de I’oreille droite
(PMA). Le taux d’inhibition de 1’cedéme est déterminé par comparaison a 1’épaisseur de

I’oreille chez les animaux du groupe non traité (PMA) selon la formule suivante :

Taux d’inhibition (%) = (Ec — E/Ec) X 100, ou E¢ : moyenne de 1’épaisseur de I’cedéme dans le
groupe contr6le négatif (non traité) et E:: épaisseur moyenne de 1’cedéme dans le groupe

traité (diclofénac ou extraits).

2.5.2.Modéle de ’eedéme de Poreille induit a ’huile de croton

L’huile de croton a été utilisée pour 1’induction d’une inflammation aigu€ de 1’oreille chez la
souris selon le modéle décrit par Bouriche et al. (2016). Une quantité de 107 pg de I’huile de
croton dissoute dans 20 uL d’acétone/eau (1:1), est appliquée a une face de I’oreille droite de
chaque souris. L’oreille gauche a été traitée par 20 pL du mélange acétone : eau (1:1) sans
huile de croton et a servi de contrble négatif. Un groupe contrble positif est traité a
I’indométacine (50 mg/Kg). Les groupes expérimentaux ont recu deux doses (200 et 400
mg/Kg) des différents extraits de HC dissout dans de 1’eau distillée (4% DMSQO) administrés

per os, une heure avant 1’application de I’agent irritant.

Les souris (n = 6) traités aux différents extraits méthanoliques de HC sont réparties en huit
groupes expérimentaux comme suit : ED-Fe 200 et 400, ED-T 200 et 400, ED-FI 200 et 400
et ED-R 200 et 400. En plus d’un groupe contrdle positif (Indo) traité a I’indométhacine®a 50
mg/Kg dissoute dans du NaCl (0.9%) et un groupe contrdle négatif (N-traité) recevant
seulement de I’eau distillée (4% DMSO). Aprés 6h de I’application de I’huile de croton,
I’épaisseur de 1’cedéme et le pourcentage de I’inhibition de 1’cedéme sont calculés selon la

formule utilisée pour le modéle au PMA.
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2.5.3.Modé¢le de ’;edéme de la patte induit a la carragenine

Le mod¢le de I’cedéme de la patte chez le rat a été induit selon le modele utilisé par Amraoui
et al. (2019). 100 uL d’une solution de carragénine (1%) dans du NaCl (0,9%) est injecté dans
la partie sub-plantaire de la patte droite de chaque rat. Les différents extraits de HC dissouts
dans de I’eau distillée (4% DMSO) sont administrés per os, une heure avant I’injection de la

carragénine.

Le groupe contrdle positif (Dic) a recu du diclofénac® (25 mg/Kg) tandis que le groupe
controle négatif (N-traité) a regu seulement de 1’eau distillée (4% DMSO). Les groupes
expérimentaux sont traités par deux doses différentes (200 et 400 mg/Kg) et sont désignés de

la méme facon que les deux modéles précédents.

L’épaisseur de chaque patte traitée a la carragénine est mesurée par un pied a coulisse digital,
et I’épaisseur de 1’cedéme est calculée par soustraction de 1’épaisseur de la patte droite avant
injection de la carragénine de 1’épaisseur de la méme patte aprés induction de 1’cedéeme. Le
pourcentage de I’inhibition de 1’cedéme est déterminé par comparaison au groupe contréle

négatif. Il a été déterminé selon la formule utilisée pour les deux modéles précédents.

2.5.4.Mode¢le de ’arthrite rhumatoide induite a I’adjuvant complet de Freund

Le mode¢le de I’arthrite rhumatoide chez le rat, a été induit par injection intradermique de 0.1
mL de I’ACF (1 mg/mL de Mycobacterium tuberculosis tué par la chaleur) dans la face sub-

plantaire de la patte droite de chaque rat (Amraoui et al., 2019).

L’effet préventif et thérapeutique des différents extraits de HC dans ce modele ont été évalués
a 200 mg/Kg. Quatre groupes (n= 6) ont été réalisés pour I’é¢tude préventive (pED-Fe, pED-T,
pED-FI et pED-R). Ces rats ont recu par voie orale une dose journaliére de 200 mg/Kg de

chacun des extraits de HC, 1 heure avant I’induction de I’arthrite rhumatoide et jusqu’a la fin
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de I’étude. Quatre autres groupes sont réalisés pour 1’étude curative (CED-Fe, CED-T, cED-FI
et cED-R), (Amraoui et al., 2019). Ces rats ont également recu par voie orale une dose
journaliere de 200 mg/Kg de chacun des extraits de HC, a partir de J13 apres induction de
I’arthrite (Bhangale et Achrya, 2014 ; Abdelghafar et al., 2018). Quatre autres groupes ont été
utilisés ; un groupe témoin négatif (ACF) et deux groupes témoins positifs, un pour 1’étude
préventive (ACF + 3mg/Kg diclofénac a partir de JO) et un autre pour 1’étude curative (ACF +
3mg/Kg diclofénac a partir de J13) et enfin un groupe normal (NaCl 0.9%). Les animaux ont

été sacrifiés a J28, fin de I’étude.

2.5.4.1. Parametres cliniques

Les rats des différents groupes expérimentaux ont été suivis tout au long des 28 jours. Leur
poids corporel, I’épaisseur de 1’cedéme ont été enregistrés a partir de JO et tous les 3/4 jours
jusqu’a la fin de I’étude (J3, J7, J10, J14, J17, J21, J24, J28). Le taux du gonflement de la

patte a été déterminé selon la formule suivante :

Gonflement de la patte (%) = (E: - Etw)/Etw X 100,

Ou Eqo est 1’épaisseur de la patte avant injection de I’ACF et E; est 1’épaisseur de la patte a un

temps t apres injection de I’ ACF.

Le taux d’inhibition de I’cedéme a été ¢galement calculé pour chaque groupe traité par rapport

au groupe non traité (ttmoin négatif) selon la formule suivante :

Inhibition de I’cedéme (%) = (Ec — Ev/Ec) x 100,

Ou E¢ est la moyenne de 1’épaisseur de 1’cedéme dans le groupe contréle négatif (non traité) et

E: est I’épaisseur moyenne de I’cedéme dans le groupe traité (diclofénac ou extraits).
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Par ailleurs, le poids corporel des rats a été suivi deux fois par semaine pendant toute la
période de I’expérimentation. Le gain de poids corporel (%) a été calculé a J7, J14, J21 et J28
pour chaque groupe expérimental par comparaison a la moyenne du poids corporel initial,

selon la formule suivante :

Gain de poids corporel (%) = (Poids a Jx - poids corporel initial)/ poids corporel initial x 100.

De plus, le foie, la rate et le thymus ont été prélevés pour chaque rat et le poids relatif (%) de
chaque organe par rapport au poids corporel du rat correspondant a été également déterminé
selon la formule suivante :

Poids relatif de I’organe (%) = (poids de 1’organe / poids corporel) x 100

2.5.4.2. Parametres plasmatiques

Le prélévement sanguin est effectué par ponction cardiaque dans des tubes a EDTA, au
moment du sacrifice des animaux. Le sang recueilli est conservé a +4°C avant centrifugation
a 3000 rpm pendant10 min. Le plasma séparé par centrifugation est ensuite aliquoté dans des
microtubes Eppendorf® puis congelé a -20°C en vue du dosage du malondialdéhyde (MDA),
du monoxyde d’azote et pour I’évaluation de I’activité¢ de la myéloperoxydase (MPO)

plasmatique.

a) Dosage du MDA plasmatique

Le contenu plasmatique en MDA a été analysé afin d’évaluer le taux de la peroxydation
lipidique chez les differents groupes expérimentaux. Cette analyse a été realisée selon
Guemmaz et al. (2018). Un volume de 0.5 mL de TCA (20%) et de 1 mL de TBA (0.67%) ont
été ajoutés a 0.5 mL de sérum. Le mélange est ensuite incubé a 95°C pendant une heure.
Aprés incubation, les échantillons sont refroidis dans un bain de glace pendant 10 min. Le

complexe MDA-TBA est ensuite extrait par ajout d’un volume égal de n-butanol.
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Ce mélange est vigoureusement agité au vortex puis centrifugé a 10000 rpm pendant 15 min.

Le surnageant est récupéré et 1’absorbance est lue a A =532 nm.

La concentration de MDA est calculée en utilisant le coefficient d’extinction de 1’adduit
MDA-TBA (156 mM™ x cm™), et est ensuite exprimée en nmol/mL de sérum (Guemmaz et

al, 2018).

b) Evaluation de I’activité de la MPO plasmatique

L’activit¢ de la myéloperoxydase (MPO) plasmatique a été évaluée par la méthode a
1I’O-dianisidine en présence de H20. selon Kusuma et al. (2009). Un volume de 0.1 mL de
chaque échantillon est mélangé a 2.9 mL de tampon phosphate (50 mM, pH = 6) contenant
0.167 mg/mL de O-dianisidine Dihydrochloride et 0.1% de peroxyde d’hydrogéne (H205).
L’absorbance de chaque échantillon a été mesurée chaque minute et pendant 3 min a
A = 470 nm. Une unité de I’activité de la MPO correspond a une micromole de peroxyde
d’hydrogéne (H202) dégradée par min et a 25°C. Les valeurs obtenues sont calculées en

utilisant la formule suivante :

MPO (U/L) = (AA/min x 3000 puL x 106 pmol/mol) / (11300 L x mol-1 x cm-1 x 1 cm x 100 pL).

= A A/min x 2832 pumol/min

= A A/min x 2832 U/L.

Ou AA/min = A3 - A2/ 2 ; A3 = absorbance a trois min et A2 = absorbance a une min. 11300
L x mol™ x cm™? est le coefficient d’extinction molaire de la MPO. Les résultats sont exprimés

en U/L (Kusuma et al., 2009).
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¢) Dosage du NO plasmatique

Le dosage du NO est un test colorimétrique permettant de mesurer le taux des ions nitrites
(NO?%), un des produits stables issus de la dégradation du NO. Ce test est basé sur la réaction
de diazotization, réalisée grace au réactif de Griess contenant du sulfanilamide ou Griess B
(1% dans 5% HsPO4 ou HCI) et du N-1-Naphtylethylénediamine dihydrochloride ou Griess A

(NEDD, 0.1% dans de I’cau distillée).

Le dosage est réalisé a labri de la lumiére ou 100 ul de chaque échantillon (plasma) sont
mélangés a 50 pl de Griess B plus 50 pl de Griess A et 800 ul d’eau distillée. Apres mélange
au vortex. L’ensemble des tubes est incubé a 1’obscurité pendant 20 a 30 min. L’absorbance
de chaque échantillon est ensuite mesurée au spectrophotomeétre a A = 543 nm (Abdelouhab et

al., 2012).

Une courbe standard est tracée au préalable, pour une série de concentrations d’une solution
de NaNO, indiquant I’absorbance en fonction de la concentration des NO?". La concentration
des nitrites correspondant a chaque échantillon est calculée a partir de cette courbe standard et

est exprimée en uM.

2.5.4.3. Etude histologique

La patte droite de chaque rat a été récupérée a la fin du sacrifice et est directement fixée dans
du formol (10%) pendant au moins 48h puis décalcifiée dans de I’acide nitrique (HNO3z &
15%) pendant une semaine. Apres une série de passages dans des bains d’alcool et de xylene
dans I’automate, les pattes sont enrobées en blocs de paraffine. Des coupes histologiques de
I’articulation sont ensuite réalisées pour chaque patte, puis etalées sur des lames en verre.
Apres séchage, les lames préparées sont colorées a 1’hématoxyline et a 1’¢éosine (H&E) en vue

d’une observation morphologique au microscope optique.
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3. Analyse statistique

Les résultats obtenus sont exprimés sous forme de la moyenne + écart-type (n = 3 pour
I’analyse in vitro et n = 6 pour 1’étude in vivo). L’analyse statistique est réalisée par le logiciel
GraphPad Prism.5 en appliquant I’analyse de la variance (ANOVA) suivie par le test de
Tuckey. Le test de Dunnett’s est utilisé pour comparer les groupes test aux controles, ou une

valeur de p < 0.05 est considérée comme significative.
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1. ETUDE PHYTOCHIMIQUE DE HERTIA CHEIRIFOLIA

L’étude est réalisée sur des extraits méthanoliques obtenus a partir des feuilles, des tiges, des
fleurs, et des racines de Hertia cheirifolia. Le rendement de ’extraction a été calculé pour
chaque partie de la plante. Leur contenu en polyphénols et en flavonoides a été également
déterminé puis une analyse des composés phénolique est réalisée par HPLC-DAD. En raison
de la difficulté de leur solubilisation dans 1’eau pour 1I’étude in vivo, les extraits bruts ont été
délipidés par du n-hexane. Les extraits bruts et délipidés ont fait I’objet de 1’étude pour toute

la partie in vitro.

1.1. Rendement de ’extraction

L’extraction réalisée par macération dans du méthanol pur (10% m/v), a partir des différentes
parties (feuilles, tiges, fleurs et racines) de la plante H. cheirifolia, a permis d’obtenir
différents rendements pour chaque extrait. Le rendement le plus important est obtenu a partir
des fleurs comparé a ceux des feuilles, des tiges et des racines (Tableau 3). La différence du
rendement d’extraction pourrait étre liée a la structure chimique tres diversifiée des molécules
bioactives d’origine végétale, leur degré de polarité et le contenu de chaque partie de la plante
en ces différentes substances bioactives (Truong et al., 2019 ; Osmi¢ et al., 2019). Par
ailleurs, le méthanol est considéré comme le meilleur solvant d’extraction, grace a son
caractere amphiphile, permettant 1’extraction de la majorité des composés polaires ainsi que

certains composés apolaires (Dhawan et Gupta, 2017 ; Thouri et al., 2017).

Une partie de chaque extrait brut a été délipidée par des lavages répétés par du n-hexane dans
une ampoule a décanter. Deux phases différentes sont obtenues ; une phase non polaire
correspondant a la fraction lipidique et une phase méthanolique polaire correspondant a

I’extrait délipidé (ED).
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Le pourcentage le plus important en lipides est retrouvé dans 1’extrait des feuilles, tandis que
les extraits des tiges, des fleurs et des racines ont présenté des contenus assez proches

(Tableau 3).

Tableau 3. Rendement de ’extraction et contenu en lipides des différentes parties de H.
cheirifolia.

Partie de la

plante Rendement (%) de I’extrait Lipides (%)

Feuilles 16.33 £ 0.63° 16 + 0.64°

Tiges 13.82 + 0.90? 5.06 + 0.2°
Fleurs 20.47 £ 2.07° 6.03 + 0.24

Racines 12.41 +0.972 5.21 +0.21°

Une lettre différente indique une différence significative (p < 0.05) des valeurs dans la méme colonne.

Il est reconnu que les molécules les moins polaires sont mieux récupérées par les solvants non
polaires et vice versa. Le n-hexane est 1'un des solvants apolaires les plus utilisés pour
I’extraction des lipides végétaux (Papageorgiou et Assimopoulou, 2003 ; Satriana et al.,

2018).
1.2. Contenu en polyphénols et en flavonoides totaux

Les polyphénols sont des molécules organiques de structure hétérogéne produites par les
plantes durant leur métabolisme secondaire (Abbas et al., 2017 ; Panche et al., 2016).
L’extraction des polyphénols peut €tre réalisée a partir des différentes parties d’une plante.
Pour ce faire, les échantillons sont souvent séches puis broyeés en poudre fine afin de
permettre un contact maximum entre le solvant d’extraction et les particules de la poudre

végétale, pour une extraction optimale (Vongsak et al., 2013 ; lloki-Assanga et al., 2015).
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L’¢évaluation du contenu en polyphénols totaux et en flavonoides de chacun des extraits
préparés de H. cheirifolia est obtenue a partir des deux droites standards (Annexe 1). Les
résultats obtenus sont présentés dans le tableau 4. D’abord, aucune différence du contenu en
polyphénols n’a été observée entre les extraits bruts (EBr) et délipidés (ED), a I’exception de
I’extrait des fleurs ou une différence significative (p < 0.05) a été notée (28.48 £ 0.78 mg

EAG/g d’extrait sec vs 34.76 £ 1.5 mg EAG/g d’extrait sec).

La teneur la plus élevée en polyphénols a été obtenue dans 1’extrait délipidé des feuilles
(ED-Fe), (50.61 = 6.21 mg EAG/g d’extrait sec). Cette valeur est significativement supérieure
(p < 0.01) aux valeurs retrouvées dans les extraits délipidés des fleurs (ED-FI) et des racines
(ED-R) (34.76+ 1.5 mg EAG/g d’extrait sec et 32.39 + 3.62mg EAG/g d’extrait sec
respectivement), ainsi qu’a celle obtenue dans 1’extrait délipidé des tiges (ED-T) (p < 0.001),

(Tableau 4 et Figure 14).

Tableau 4. Contenu en polyphénols totaux et en flavonoides des extraits bruts (EBr) et
délipidés (ED) des différentes parties de H. cheirifolia.

Contenu en polyphénols Contenu en flavonoides

Extrait (mg EAG/g d’extrait sec) (mg EQ/g d’extrait sec)
EBr ED EBr ED
Feuilles 46.93 + 0.36 50.61+6.2 10.82 £ 0.84 9.75+0.03
Tiges 23.56 = 1.96 26.52 +0.29 2.47+0.35 2.79+0.18
Fleurs 28.48 +0.78 3476 +15 3.23+0.4 3.63+0.2
Racines 26.45+0.81 32.39 + 3.62 2.69+0.33 3.79+0.16
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Figure 14. Contenu

en polyphénols totaux des extraits bruts (EBr) (a) et délipidés (ED) (b)

des feuilles (Fe), des tiges (T), des fleurs (FI) et des racines (R) de H. cheirifolia. (NS : non
significatif; * : p<0.05; ** : p<0.01; ***: p<0.001).
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Par ailleurs, I’évaluation des teneurs en flavonoides montre que 1’extrait brut et délipidé de
chaque partie de H. cheirifolia renferment des contenus assez proches. Néanmoins, une
différence significative (p < 0.05) a été notée entre les extraits EBr-Fe et ED-Fe (10.82 + 0.84
mg EQ/g d’extrait sec vs 9.75 + 0.03 mg EQ/g d’extrait sec, respectivement) et EBr-R et ED-
R (2.69 = 0.33 mg EQ/g d’extrait sec vs 3.79 + 0.16 mg EQ/g d’extrait sec, respectivement).
Le contenu le plus élevé en flavonoides est également obtenu dans 1’extrait ED-Fe, suivi par
les extraits ED-FI et ED-R. L’extrait ED-T a présenté la teneur la plus faible (Tableau 4 et
Figure 15). Une corrélation positive a été notée entre le contenu en polyphénols et en

flavonoides dans chaque extrait (r = 0.9746, p < 0.05), (Annexe 2).

Les résultats obtenus révelent que les extraits méthanoliques préparés a partir des différentes
parties de H. cheirifolia représentent une source non négligeable de polyphénols. Nos
résultats sont en accord avec les résultats obtenus dans d’autres études sur les extraits de
feuilles et de la partie aérienne de la plante (Bousselsela et al., 2012; Kada et al., 2016). Par
contre, I’extrait ED-R montre un CPT et CFT plus important que celui observé par Majouli et
al. (2017). Une certaine variabilité peut étre due a la méthode d’extraction, la zone
géographique, le stade de maturation de la plante et les conditions climatiques de I’année de la

récole.
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Figure 15. Contenu en flavonoides des extraits bruts (EBr) (a) et délipides (ED) (b) des

feuilles (Fe), des tiges (T), des fleurs (FI) et des racines (R) de H. cheirifolia. (NS : non
significatif ; * : p <0.05 ; ***: p <0.001).
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1.3. Analyse par HPLC-DAD

La chromatographie liquide haute performance avec détecteur a barrettes de diode (HPLC-
DAD) est une technique couramment utilisée dans 1’analyse des composés phénoliques dans
les extraits végétaux (Naczk et Shahidi, 2004 ; Parejo et al., 2004). Le temps de rétention et
les spectres d’absorption correspondant a différents composés standards rendent cette
technique trés fiable pour I’identification des molécules bioactives contenues dans chaque

échantillon analysé (Chirinos et al., 2009).

L’analyse par HPLC-DAD des différents extraits de Hertia cheirifolia a permis
I’identification de sept composés phénolique différents, dont quatre acides phénoliques et
trois flavonoides (Figure 16). Cette identification a été établie par comparaison du temps de
rétention et des spectres-UV de référence des standards (acide caféique et rutine) a ceux des
différents extraits analysés (Annexe 3). Les chromatogrammes ont été acquis a 350 et 320 nm

et une tres bonne résolution des pics est obtenue.

Le profil chromatographique de chaque extrait montre une composition variable et
diversifiée ; les quatre acides phénoliques identifiés seraient des dérivés de 1’acide caféique et
les trois flavonoides correspondraient a la rutine et a deux dérivés de la rutine. Ces résultats
corroborent ceux obtenus par des études antérieures (Bouriche et al., 2016 ; Majouli et al.,

2017a ; Majouli et al., 2017c).

La comparaison des chromatogrammes obtenus pour I’extrait brut (EBr) et délipidé (ED) de
chaque partie analysée de H. cheirifolia ne montre aucune différence (Annexe 3). L’aire de
chaque pic des chromatogrammes obtenus a permis la quantification des composés
phénoliques identifies en mg/g de poids sec de chaque extrait. Aucune différence entre les

extraits EBr et ED n’a été observée, a I’exception des composés AcCafl, rutine, Rul et Ru2
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ou les contenus des extraits délipidés sont plus élevés par rapport aux extraits bruts

correspondants (p < 0.001), (Tableau 5). Par ailleurs, il apparait que les quatre extraits de H.

cheirifolia contiennent des quantités différentes de composés phénoliques (Tableau 5).
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Figure 16. Profil phénolique des extraits méthanoliques délipidés (ED) de Hertia cheirifolia
analysés par HPLC-DAD (A = 350 nm). a) Feuilles, b) Tiges, c) Fleurs, d) Racines.
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Tableau 5. Composition en acides phénoliques et en flavonoides des extraits méthanoliques
délipidés (ED) et bruts (EBr) de Hertia cheirifolia, analysés par HPLC-DAD.

A ’ Concentration dans I’extrait (mg/g)
max %gmp;_oses
(hm) phenofiques Feuilles Tiges Fleurs Racines
1: Dérivé de ED - 3.13+£0.15a 3.16 £0.16a 455 + 0.22a
326 | I’acide caféique
1 EBr - 1.27+0.06 2,35+0.10 256 +0.12
2 : Dérivé de ED - 2.27 £0.11a 0.45 £ 0.02a 1.42 £ 0.07a
324 | T’acide caféique
2 EBr - 1.73+£0.08 0.24 +0.01 1.25 +0.06
3 : Dérivé de ED 6.33+0.31b 2.27 £0.13a 1.35 + 0.06a 0.82 + 0.04a
326 | I’acide caféique
3 EBr 441 +0.22 2.15+0.1 0.95 £ 0.05 0.65 £ 0.03
ED 420+0.21b 2.14+0.10a,b 1.72 £ 0.08a 0.41 +0.02a
254 4 : Rutine
EBr 3.90+0.2 1.12 £ 0.06 0.91+0.04 0.2+0.01
s ED |23.96+1.19d 7.19+0.36¢ 2.58 £0.13b 0.26 +0.01a
265 5 : Dérivé de la
rutine 1 EBr | 17.68+09  4.65+024  1.48+0.07 0.2+ 0,01
s ED | 39.79+1.98d 16.39+0.82c 8.42 +0,42b 3,86 +0,19a
254 6 : Dérivé de la
rutine 2 EBr | 2998+15  7.94+04 4.45 +0.22 2.75+0.15
7 : Dérivé de ED - - 2.10 £ 0.01a 3.51+0.17a
327 | I’acide caféique
4 EBr - - 1.88 £ 0.01 3.21+0.20
(mg/g) EBr | 55.97+2.82 18.86+094 12.26+050  10.82 +0.58
) L. ED 6.33+0.31a 7.67 £0.39a 7.06 £ 0.25a 10.30 = 0.50b
Acides phénoliques
totaux (mg/g) EBr | 4414022  515+0.24 5.42 +0.17 7.67 +0.41
.. ED | 67.95+3.38d 25.72+1.28c 12.72+0.63b 453 +0.22a
Flavonoides totaux
(mg/g) EBr | 51.56+2.60 13.71+070  6.84+0.33 3.15+0.17

Une lettre différente indique une différence significative (p < 0.05) entre les valeurs dans la méme ligne.
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La quantité la plus élevee est obtenue dans les feuilles (EBr et ED), ou quatre pics differents
sont observes. Les deux pics majeurs (5 et 6) correspondent a deux flavonoides dérivés de la
rutine (Rul et Ru2) tandis que les deux autres (3 et 4) correspondent a un dérivé de 1’acide
caféique (AcCaf3) et a la rutine. La quantité de ces composés est significativement differente
(p < 0.001) des quantités retrouvées dans le reste des extraits. Néanmoins, bien que 1’extrait
des feuilles soit le plus riche en polyphénols, sa composition est la moins diversifiée par

rapport aux autres parties de la plante ou les composés 1, 2 et 7 ont été détectés.

Dans I’extrait de tiges, les deux composés correspondant aux pics 5 et 6 sont également
majoritaires, et leur quantité est significativement différente (p < 0.001) des quatre autres
constituants identifiés. Ces quatre pics (1-4) correspondent a trois composés dérivés de 1’acide

caféique (AcCafl, AcCaf2, AcCaf3, respectivement) et a la rutine.

Le profil chromatographique de I’extrait des fleurs montre la présence des sept composés
identifiés, ou le constituant majeur est le flavonoide dérivé de la rutine correspondant au pic 6,
suivi de I’acide phénolique AcCafl, du dérivé de la rutine Rul puis du dérivé de ’acide
caféique AcCaf4 (pics 1, 5 et 7 respectivement). L’extrait de racines contient également la
totalité des sept composeés identifiés. Les composés correspondant au pic 1, 6 et 7 (AcCafl,

Ru2 et AcCaf4 respectivement) sont majoritaires.

Les résultats obtenus par HPLC-DAD sont en accord avec l’évaluation des teneurs en
polyphénols et en flavonoides totaux, qui a montré que 1’extrait ED-Fe est le plus riche en
composés phénoliques. Cette richesse est clairement liée a son contenu total en flavonoides
(67.95 + 3.38 mg/g d’extrait), significativement supérieur (p < 0.001) au contenu des autres

extraits (Tableau 5).
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L’acide caféique (3,4-dihydroxy acide cinnamique) est un composé phénoliqgue non
vitaminique, largement retrouvé dans le regne végeétal. Il est issu du métabolisme de 1’acide p-
coumarique provenant de la voie de 1’acide shikimique du métabolisme secondaire (Silva et
al., 2014 ; Khan et al., 2016). L’acide caféique et ses dérivés, dont les plus étudiés sont
I’acide chlorogénique, 1’acide férulique, 1’acide rosmarinique, et le phénétyl ester d’acide
caféique, sont reconnus pour leurs propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires potentielles
(Khan et al., 2016 ; Taofiq et al., 2017 ; Dhingra et al., 2018). Par ailleurs, la rutine, appelée
également rutoside est un glycoside de la quercétine (quercétine-3-O-rutinoside). C’est un bi-
flavonoide glycosylé connu également pour ses propriétés pharmacologiques, notamment ses
activités antioxydantes et anti-inflammatoires trés importantes. La rutine et la quercétine sont
largement utilisés comme ingrédients de préparations multi-vitaminiques ou de remédes a

base de plantes (Omoba et al., 2015 ; Mostafa, 2017).
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2. ACTIVITE ANTIOXYDANTE

L’activité antioxydante des différents extraits de H. cheirifolia a été évaluée grace a différents
tests in vitro. D’abord, 1’effet neutralisant des radicaux libres DPPH" et ABTS™ a été analysé,
puis le pouvoir antioxydant réducteur du fer (FRAP) et ’activité antioxydante par inhibition
du blanchissement de la B-caroténe/acide linoléique en émulsion ont été également testés.

2.1. Activité anti-radicalaire
2.1.1. Effet neutralisant du radical libre DPPH*

Les radicaux libres en exces jouent un role néfaste pour les systémes biologiques d’ou
I’intérét de rechercher un effet neutralisant par les différents extraits végétaux étudiés. Le
DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre stable, rendant ce test simple et
largement utilisé dans 1’étude des activités antioxydantes des substances naturelles (Giilgin et
al., 2010; Nur Alam et al., 2013). Cet essai est base sur la réduction du DPPH" en solution
dans du méthanol contenant un antioxydant donneur d’hydrogeéne (AH) résultant en la forme
non radicalaire du DPPH. L’effet antioxydant est donc proportionnel au changement de
couleur violette vers le jaune, mesuré au spectrophotométre a 517 nm (Brand-Williams et al.,

1995 ; Sanchez-Moreno et al., 1998).

Les résultats obtenus par le test du DPPH ont montré que les quatre parties étudiées de la
plante, sont capables d’exercer un effet neutralisant du radical libre DPPH". Cette activité est
dose-dépendante allant de 25% a environ 100% (Figure 17). Les extraits bruts ont montré le
méme profil d’activité anti-radicalaire que celui des extraits délipidés. Cependant, les valeurs
des 1Cso, concentration inhibant 1’oxydation de 50% de la concentration initiale du DPPH",
ont révélé que I'extrait ED-R posseéde I’activité la plus élevée (185,71 + 1,45 pg/mL) parmi
les quatre extraits analysés. Cette valeur est significativement supérieure (p < 0.01) aux autres

valeurs obtenues pour les extraits ED-Fe, ED-T et ED-FI (Tableau 6).
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Figure 17. Activité neutralisant le radical libre DPPH" en fonction de la concentration des

extraits méthanoliques de Hertia cheirifolia. a) Extraits bruts (EBr). b) Extraits délipidés
(ED). c) Standards. (Fe : feuilles, T : tiges, FI : fleurs, R : racines).
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La fraction lipidique (Hex) de chaque extrait a été egalement testée pour son activite vis-a-vis
du DPPH. Les résultats obtenus ont révélé que les valeurs des ICso des fractions lipidiques
sont trop €levées (de 1’ordre du mg) par rapport aux valeurs obtenues avec les extraits bruts et
délipidés (de I’ordre du pg), exprimant ainsi une capacité anti-radicalaire négligeable
(Tableau 6). Par ailleurs, ces résultats montrent qu’il n’y a pas de corrélation entre 1’activité
scavenger du radical DPPH" et les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides (r = 0.3983
et r = 0.4510 respectivement, p > 0.05), (Annexe 4). Ceci est en accord avec les résultats
exprimés en TEAC (umol TEQq./g extrait), qui ont montré que les quatre extraits analysés de
H. cheirifolia posseédent une activité inhibitrice de I’oxydation du radical DPPH" similaire
(~ 35 umol TEg./g), (Tableau 6). De plus, ’activité anti-radicalaire exercée par les fractions
lipidiques ont montré que les valeurs en TEAC (umol TEq./g) sont deux a trois fois plus
faibles que celles obtenues par les extraits bruts et délipidés de chaque partie de la plante. Les
standards utilisés dans ce test, ont présenté un effet trés puissant ; I’activité de I’acide gallique
étant la plus importante, suivie de la quercétine et de 1’acide ascorbique avec un effet anti-

radicalaire équivalent (Tableau 6).
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Tableau 6. Activité neutralisant le radical DPPH" exercée par les extraits méthanoliques bruts
et délipidés et par la fraction lipidique de chaque extrait de Hertia cheirifolia.

Extrait/Fraction

Activité anti-radical libre (DPPH")

1Cs0 (mg/mL) TEAC (umolTE/qg)
EBr-Fe 0.320 + 0.002NS 32.98 + 0,80"s
ED-Fe 0.331 % 0.004NSd 34.79 + 0,84ns
Hex-Fe 2.402 +0.017 18.31 £ 2,19
EBr-T 0.301 + 0.016NS 35.65 + 0.47"s
ED-T 0.310 = 0.001NS¢ 36.18 + 0.84ns
Hex-T 1.781 + 0.006 15.3£0.32
EBr-FI 0.280 + 0.018NS 36.23 + 0.00"s
ED-FI 0.288 + 0.001NSP 37.02 £ 0.26™s
Hex-Fl 2.351 +0.020 13.00 + 2.42
EBr-R 0.166 + 0,005NS 36.25 + 0.28"s
ED-R 0.185 + 0,001N2 36.38 + 0.48"s
Hex-R 1.926 + 0,018 16.37 +1.80
Standards I1Cs0 (g/mL) TEAC (mmolTE/qg)
Acide gallique 1.69 +0.012 20.32 £ 0.45?
Quercétine 3.65+0.03" 8.57 + 0.28°
Acide ascorbique 3.54 +£0.01° 8.42 +0.59°

Une lettre différente indique une différence significative (p < 0.001) des valeurs correpondant
aux extraits délipidés dans la méme colonne. NS : différence non significative (p > 0.05) entre
I’extrait brut (EBr) et I’extrait délipidé (ED) de chaque partie de la plante.

L’activité scavenger du radical DPPH" par les différents extraits de H. cheirifolia est

probablement due a leur contenu en polyphénols. Cette activité est etroitement liée a leurs

structures chimiques d’ou la différence observée entre les différents extraits analysés. En

effet, il est admis que ’effet antioxydant des substances naturelles envers les radicaux libres

est particulierement dépendant de la diversité et de 1’hétérogenéité de leur structure chimique

et de leur degré de polarité (Rice-Evans et al., 1996 ; Kelly et al., 2002).

Les groupes ortho-dihydroxyles sont particulierement a 1’origine du potentiel neutralisant les

radicaux libres par les polyphénols. Cette réaction permet la formation de radicaux
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phénoxyles (PhO ou FIO) a faible réactivité et de la forme stable du radical (RH). De plus, le
radical phénoxyle (FIO) redistribue son électron impair dans sa structure aromatique afin de
réduire sa réactivité et aboutit a la formation d’un composé non réactif (FIO-R ou FIO-FIO)
(Zheng et al., 2010 ; Singh et al., 2018). Par contre, le nombre et la position des groupes
hydroxyle et méthoxyle, le degré de polymérisation et leur glycosylation, peuvent fortement
affecter leur potentiel antioxydant. Il est aussi fort probable que ces biomolécules agissent par
des mécanismes synergiques et/ou antagonistes (Molyneux, 2004 ; Zheng et al., 2010;
Bendary et al., 2013). L’ensemble de ces facteurs peuvent expliquer la différence du potentiel
anti-DPPH® observée entre les extraits de HC, ou I’extrait ED-R, qualitativement, le plus riche
en composés phénoliques a été le plus actif parmi les quatre extraits analyses.

Par ailleurs, une estimation de I’index d’efficacité anti-radicalaire (IEA), serait plus
informative quant au potentiel des extraits envers le DPPH". L’IEA est basé sur le pouvoir
anti-radicalaire (1/1Csp) et le temps de la réaction (Ticso), calculé selon la formule suivante :

AE= 1/(ECs0xTics0), (Sanchez-Moreno et al., 1998 ; Popovici et al., 2009).

2.1.2. Effet scavenger du radical libre ABTS™

L’activité antioxydante des extraits bruts et délipidés des différentes parties de Hertia
cheirifolia ainsi que celle de leurs fractions lipidiques, a été également déterminée par le suivi
de la réduction du radical cationique ABTS"". Celle-ci est proportionnelle a la disparition de la
couleur bleue verte du réactif (ABTS) a 734 nm (Antolovich et al., 2002 ; Moon et
Shibamoto, 2009). Comme le test du DPPH, cet essai met en jeu le transfert d’un atome
d’hydrogene (HAT) et/ou le transfert d’un électron non apparié (SET). La capacité
antioxydante des différents extraits analysés envers le radical ABTS™, exprimée en terme de
Capacité Antioxydante en Trolox Equivalent (TEAC) en mmol. TE/g d’extrait (Re et al.,
1999), est évaluée par extrapolation des valeurs obtenues a partir de la gamme étalon réalisée

au Trolox (Annexe 5). Les résultats obtenus montrent que tous les extraits de Hertia
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cheirifolia exercent une activité antioxydante efficace du radical cationique ABTS™" (25-80 %

a 40-200 pg/mL respectivement). (Figure 18).
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Parmi les extraits analysés, 1’extrait ED-Fe a montré une activité significativement (p < 0.001)
plus élevée en TEAC (0.174 + 0.014 mmol TE/g) par rapport aux trois autres extraits, suivie
de I’extrait ED-R (0.120 £ 0.017 mmol. TE/g), significativement supérieure (p < 0.05) a
I’extrait ED-FI (0.081 + 0.021 mmol TE/g) et a I’extrait ED-T (0,078 0,022 mmol TE/g),
(Figure 19). Les resultats exprimés en TEAC ne montrent aucune différence significative
entre les extraits bruts et délipidés. Les fractions lipidiques des différents extraits analysés,
n’ont également montré aucune activité neutralisant le radical ABTS'". Par ailleurs, les
valeurs en TEAC obtenues pour les standards sont plus importantes pour la quercétine et
’acide ascorbique (20.91 £ 2.91 mmol TE/g et 20.81 = 1.8 mmol TE/g respectivement) suivis

de I’acide gallique (8.95 £ 2.5 mmol TE/g).

La concentration nécessaire a inhiber 1’oxydation de 50% du réactif de I’ABTS (ICxo), a été
calculée a partir d’une série de concentrations croissantes (mg/mL) de chaque extrait. Chaque
extrait délipidé a montré une ICso significativement supérieure (p < 0.01) a celle exercée par

I’extrait brut correspondant (Figure 20.a).

Sachant que la valeur la plus faible en ICso correspond a I’effet antioxydant le plus fort,
I’extrait ED-Fe présente la capacité antioxydante la plus élevée envers le radical ABTS™
(76.48 £ 0.58 pg/mL). Cette valeur est significativement supérieure (p < 0.001) a celles
obtenues pour le reste des extraits. De plus, la valeur de 1’'ICsp exercée par 1’extrait ED-R
(92.4 + 0.39 pg/mL) est significativement plus élevée (p < 0.05) que celles obtenues par les
extraits ED-FI et ED-T (97.48 + 0.75 pg/mL et 95.97 + 1.73 pg/mL, respectivement), (Figure
20.b). Ces résultats sont en parfait accord avec ceux obtenus en TEAC. Les résultats des
standards utilisés ont montré une ICso plus importante avec 1’acide gallique (0.68 =+
0.004 pg/mL), suivi de la quercétine (1.40 + 0.02 ug/mL) puis de ’acide ascorbique (3.02 +

0.13 pg/mL).
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Figure 20. Concentrations inhibitrices (ICs0) de 1’oxydation du radical libre ABTS™ par les
extraits méthanoliques de Hertia cheirifolia. a) Extraits bruts (EBr). b) Extraits délipidés
(ED). Fe : feuilles; T: tiges; FI: fleurs; R : racines. (NS : non significatif ; *: p < 0.05;
**:p<0.01;**:p<0.001).
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L’ensemble de ces résultats réveéle une corrélation positive entre les valeurs de ’activité
scavenger du radical ABTS™ exprimées en TEAC et le contenu en polyphénols et en
flavonoides des quatre extraits analyses (r = 0.9628 et r = 0.9221, respectivement, p < 0.05).
Les valeurs des ICso envers le radical cationique ABTS™, montrent une corrélation négative
avec le contenu en polyphénols et en flavonoides dans tous les extraits (r = - 0.9562, p <

0.05; r=-0.9910, p < 0.01 respectivement), (Annexe 4).

Le radical libre cationique ABTS™" est habituellement réduit par les antioxydants en sa forme
non radicalaire, d’ou sa neutralisation via le transfert d’un électron non apparié et/ou le
transfert d’un atome d’hydrogene (Huang et al., 2005 ; Charles, 2013). 1l a été démontré que
les polyphénols sont des antioxydants potentiels grace a leurs groupements conjugués et
hydroxyle capables d’inhiber la génération de radicaux libres et de désactiver leurs
précurseurs actifs (Rice-Evans et al., 1996 ; Pietta, 2000). Les résultats de la présente étude
montrent que 1’activité anti-ABTS de chacun des extraits analysés est directement liée a leur
contenu en polyphénols. L’extrait ED-Fe, le plus riche en composes phénoliques, a présenté la
capacité antioxydante la plus importante envers le radical ABTS™ (TEAC/ICsp). Les autres
extraits semblent exercer des capacités plus ou moins équivalentes, ce qui serait dd a la

diversité de leur contenu en polyphénols, notamment les extraits ED-R et ED-FI.

2.2. Pouvoir antioxydant réducteur du fer

Le test du pouvoir antioxydant réducteur du fer (FRAP) est réalisé en conditions acides, ou le
complexe triptidyltriazine ferrique (Fe3*-TPTZ) est réduit en triptidyltriazine ferreux
(Fe?*-TPTZ) de couleur bleue par un antioxydant. C’est un test rapide et fiable permettant
d’évaluer le pouvoir réducteur de fer dans les liquides biologiques, les aliments et les extraits

de plantes (Antolovich et al., 2001 ; Moon et Shibamoto, 2009).
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L’effet antioxydant des différents extraits de Hertia cheirifolia et de leurs fractions lipidiques
est mesuré au spectrophotométre par le suivi de la formation du complexe TPTZ-Fe?* & 593
nm. Le pouvoir antioxydant réducteur du fer de chaque extrait analysé est calculé par
extrapolation a partir de la droite standard réalisée a des concentrations croissantes d’une

solution de FeSOa, 7H.0 en mmol équivalent de Fe?*/g d’extrait (Annexe 5).

Les résultats obtenus montrent que les quatre extraits délipidés ED-Fe, ED-T, ED-FI et ED-R
possédent un pouvoir réducteur du fer significativement supérieur (p < 0.001) a celui exercé
par I’extrait brut correspondant (Figure 21). Ceci pourrait étre expliqué par le fait que les
lipides interféereraient dans ’action réductrice des polyphénols. L’oxydation de la fraction
lipidique est favorisée notamment a faible pH (Kim et Choe, 2018), par les ions ferreux dans
le milieu réactionnel d’ou un effet réducteur moindre par les extraits bruts. Par ailleurs, les

fractions lipidiques de chaque extrait n’ont montré aucun effet antioxydant réducteur du fer.

Parmi les standards utilisés dans ce test, ’acide gallique présente le pouvoir antioxydant
réducteur du fer le plus important suivi de la quercétine puis de 1’acide ascorbique

(60.19 + 0.35 > 48.64 + 0.17 > 29.47 + 0.42 mmol. Fe?*/g).

Les résultats obtenus pour les extraits délipidés (Figure 21), montrent que I’extrait ED-Fe
possede le meilleur pouvoir réducteur du fer, suivi de I’extrait ED-R, puis ED-FI et enfin
ED-T (0.307 + 0.003; 0.224 + 0.003; 0.197 + 0.003; 0.147 + 0.004 mmol.Fe?*/g,
respectivement). Une différence significative (p < 0.001) est notée entre les différents extraits
délipidés. Ces résultats corroborent ceux obtenus par ’essai a ’ABTS™ et sont en corrélation
positive avec les teneurs en polyphénols et en flavonoides (r = 0.9569 et r = 0.9347,

respectivement, p < 0.05), (Annexe 6).
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Figure 21. Potentiel antioxydant réducteur du fer (FRAP) des extraits méthanoliques de

Hertia cheirifolia. a) Extraits bruts (EBr) versus extraits délipidés. b) Extraits délipidés (ED).
(***:p<0.001).

La propriété antioxydante des polyphénols liée a leur pouvoir chélateur de métaux (Fe?*) est
basée sur le fait que les ions Fe?*/Cu?* interviennent comme cofacteurs dans les réactions de
formations des radicaux libres prévenant ainsi 1’oxydation des molécules biologiques

potentiellement causée par les radicaux libres (Perron et Brumaghim, 2009 ; Singh et al.,
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2018). 1l apparait donc que le potentiel antioxydant réducteur du fer exercé par les différents

extraits de Hertia cheirifolia serait lié a leur contenu en polyphénols.

Le fer et le cuivre, sont des bio-métaux redox-actifs contributeurs majeurs a la formation des
ERO/ERA dans les systemes biologiques. Le fer est le plus important des catalyseurs
intervenant dans la décomposition du peroxyde d’hydrogene (H20.) aboutissant a la
génération du radical hydroxyle (réaction de Fenton). Un radical fortement impliqué dans les

dommages des biomolécules (Valko et al., 2006 ; Prousek, 2007 ; Bokare et Choi, 2014).

Les chélateurs des ions métalliques de transition agissent par sequestration de ces métaux et
contrblent ainsi leur activité pro-oxydante. Des études récentes ont montré que les
polyphénols peuvent étre d’excellents chélateurs du fer et du cuivre (Fe?*/Fe3* et Cu*/Cu?")
(Riha et al., 2014 ; Liu et Guo, 2015). Cette propriété leur confere une activité antioxydante
cytoprotectrice par blocage de la réaction de Fenton (Ferrai et al., 1997 ; Mira et al., 2002 ;

Kim et Park, 2004).

Gréace a leurs groupes catechol et pyrogallol, les polyphénols peuvent lier le fer via deux
atomes d’oxygéne. Des complexes Fe**-polyphénols, plus stables que Fe?*-polyphénols, sont
alors formés. En présence d’oxygene, les forme Fe?*-polyphénols seront oxydées en la forme
ferrique (Fe®"), qui va inhiber la réaction de génération du radical OH" (Perron et Brumaghim,
2009 ; Perron et al., 2010). Mira et al. (2002) ont montré que la capacité chélatrice des
flavonoides est dépendante de la structure du flavonoide, de 1’ion métallique en question et du
pH du milieu réactionnel. A cet effet, la présence de deux a trois doubles liaisons dans les
flavones et les flavonols est essentielle a la chélation du cuivre grace a la géomeétrie plane de

sa structure chimique (Riha et al., 2014 ; Liu et Guo, 2015).
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2.3. Activité inhibitrice du blanchissement de la B-carotene/acide linoléique

Le test du blanchissement de la B-caroténe en émulsion avec 1’acide linoléique, est une
méthode basée sur I’oxydation de I’acide linoléique, acide gras insaturé, en présence de la
B-caroténe dans I’eau (Moon et Shibamoto, 2009 ; Nur Alam et al., 2013). Des radicaux libres
peroxyles (LOQO") sont formés et initient I’oxydation de la B-carotene déclenchant ainsi sa
décoloration (Tsuchihashi et al., 1995 ; Nur Alam et al., 2013). En présence de substances
antioxydantes, un ralentissement de cette décoloration mesurée a 470 nm est observe.
L’activité inhibitrice du blanchissement est calculée par comparaison au controle négatif

(sans extrait ou antioxydant) (Nur Alam et al., 2013).

Pour analyser I’activité antioxydante inhibitrice du blanchissement de la B-caroténe exercée
par les différents extraits de Hertia cheirifolia, ’hydroxytoluéne butylé (BHT) est utilisé
comme standard et le méthanol a servi de blanc. La progression de 1’activité inhibitrice des
différents extraits en fonction du temps est enregistrée chaque 15 min pendant 120 min a

50°C.

Les résultats obtenus montrent que tous les extraits analysés ainsi que leurs fractions
lipidiques sont capables d’inhiber le blanchissement de la P-caroténe. Cette activité est
supérieure a 60% aprés 1 heure d’incubation et atteint 50%, a la fin de I’incubation pour la
plupart des extraits analysés (Figure 22). Ainsi, une corrélation négative a été retrouvée entre
le CTP et CTF et I’activité inhibitrice du blanchissement de la B-caroténe (r = - 0,8405 et

r =-0,8798 respectivement, p > 0.05) exercee par les différents extraits analyses (Annexe 6).

Par ailleurs, les fractions lipidiques ont montré un effet relativement plus faible, a ’exception
de la fraction Hex-Fe qui a présenté une activité inhibitrice de 40%. Cette activité est

probablement liée a la nature des acides gras (saturés/insaturés) constituants cette fraction.
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Figure 22. Cinétique de I’inhibition du blanchissement de la f-carotene par les différents

extrais méthanoliques de Hertia cheirifolia. a) Extraits bruts (EBr). b) Extraits délipidés (ED).

Fe: feuilles; T: tiges; Fl: fleurs; R: racines; BHT : hydroxytoluéne butylé ; MeOH :

méthanol
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Le BHT, antioxydant synthétique, a montré 1’activité la plus élevée et la plus stable par
rapport aux extraits et aux fractions testés, durant toute la période de I’incubation. Tandis que,
I’activité inhibitrice en absence d’extraits (méthanol seul), a révélé un déclin rapide a une
valeur de 10% apres 60 min et seulement 5% a la fin de I’essai. Ces résultats sont en faveur
d’une capacité inhibitrice du blanchissement de la B-carotene par tous les extraits de Hertia

cheirifolia.

Aucune différence significative n’a été observée entre les extraits bruts et délipidés des tiges,
des fleurs et des racines. Tandis qu’une différence significative (p < 0.001) a été notée entre
EBr-Fe et ED-Fe (73.56 = 5.89 % vs 44.72 + 4.04 %), (Figure 23). Cette différence serait due
au contenu lipidique important dans 1’extrait de feuilles (16%). Ces lipides joueraient un
role protecteur de 1’oxydation de la B-carotene en émulsion avec I’acide linoléique d’ou un
ralentissement du blanchissement entre la premiére et la seconde heure d’incubation
(79.31 + 5.24% vs 73.56 + 5.89 %). L’ensemble de ces résultats est en accord avec ceux

obtenus par les études antérieures (Bousselsela et al., 2012 ; Kada et al., 2016).

L’essai du blanchissement de la B-caroténe permet 1’investigation des étapes précoces de la
peroxydation lipidique. C’est un processus affectant les doubles liaisons soit par clivage
donnant naissance a des produits caractéristiques, carbonyles ou époxydes ; soit par addition
d’un groupe fonctionnel a 1’'une des deux liaisons (Moon et Shibamoto, 2009). Trois
mécanismes sont a ’origine de 1’attaque radicalaire contre les caroténoides ; addition de
radicaux, transfert d’électrons au radical ou soustraction d’hydrogéne allylique (Krinsky et

Johnson, 2005).
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Figure 23. Capacité inhibitrice du blanchissement de la p-carotene par les extraits
méthanoliques de Hertia cheirifolia. a) Extraits bruts (EBr) et délipidés (ED). b) Standard
(BHT) et extraits délipidés (ED). Fe : feuilles; T : tiges; Fl: fleurs; R : racines. (NS : non
significatif ; *** : p <0.001).
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En situation de peroxydation lipidique, les antioxydants cédent un atome d’hydrogeéne aux
radicaux peroxyde (LOQO") pour former des hydro-peroxydes, interrompant ainsi la chaine de

propagation radicalaire (Chaillou et Nazareno, 2006).

Gréace a leurs différents groupes substitués sur leurs noyaux aromatiques, les tocophérols et
les composés phénoliques sont considerés comme meilleurs antioxydants naturels (Dangles,
2012). Leur capacité a céder un atome d’hydrogene est liée a 1’énergie de dissociation de la
liaison OH. De plus, un positionnement favorable (bonne mobilité vers le site de formation
des (LOO") est un facteur favorisant I’activité antioxydante des polyphénols (Krinsky et

Johnson, 2005 ; Dangles, 2012).

3. ETUDE DE L’ACTIVITE ANTI-INFLAMMATOIRE IN VIVO

3.1. Effet sur ’cedéme de ’oreille induit au PMA chez la souris

L’application topique du Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA) chez la souris est un
modéle bien établi, utilisé dans le but d’étudier ’activité anti-inflammatoire de différentes
molécules in vivo. Nous avons utilisé ce modéle dans le but d’une premiére évaluation de
I’activité anti-inflammatoire des différents extraits de Hertia cheirifolia. Une seule dose
(500 mg/Kg) de chaque extrait a été testée et comparée au contrble positif traité au

diclofénac® (100 mg/Kg) et au groupe controle négatif n’ayant regu aucun traitement.

Les résultats montrent que les extraits des différentes parties de H. cheirifolia exercent un
effet anti-inflammatoire important. En effet, L’épaisseur de I’cedéme a été significativement
réduite (p < 0.001) chez les souris des groupes traités aux extraits ED-T, ED-R et ED-Fe par
rapport au groupe non traité, ou 1’épaisseur a été deux a trois fois plus importante (Figure
24.a). Le groupe traité a ’extrait ED-FI a également présenté une diminution significative

(p <0.01) de I’épaisseur de I’cedéme par rapport au groupe N-traité.
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L’activité anti-inflammatoire du diclofénac® ainsi que celle des quatre extraits de HC, est
exprimée par le taux d’inhibition de I’cedéme dans chaque groupe. Les résultats obtenus
montrent que le diclofénac® a permis une inhibition de ’cedéme de 64.01 = 19.87%, tandis
que des valeurs variables de I’activité inhibitrice de I’cedéme ont été obtenues avec les
différents extraits de H. cheirifolia. Les plus importantes ont été observées chez les groupes
ED-T, ED-R et ED-Fe (49,49 £ 11.61% ; 48,65 £ 11.49% et 36,86 £+ 7.02% respectivement).

L’extrait ED-FI était relativement moins efficace (26,26 + 2.33%), (Figure 24.b).

Aucune différence significative n’a été observée entre les extraits ED-T, ED-R en
comparaison avec le diclofénac. Par ailleurs, 1’activité anti-inflammatoire de I’extrait ED-Fe a
été similaire a celle exercée par les extraits ED-R et ED-T. Il apparait donc que les extraits
méthanoliques des différentes parties de H. cheirifolia possédent un potentiel anti-

inflammatoire important probablement lié a leur contenu en composés phénoligues.

La différence de I’effet anti-inflammatoire entre les différents extraits pourrait étre expliquée
par la différence qualitative et quantitative de leur composition en polyphénols montrée
notamment par les résultats de 1’analyse par HPLC-DAD. En effet, I’activité importante
exercée par les extraits ED-T et ED-R seraient probablement liée a cette diversité de
composition pouvant mettre en jeu des effets synergiques entre les différentes molécules
bioactives. Alors que I’extrait ED-Fe composé principalement de deux flavonoides
majoritaires parmi les sept composeés identifiés fait que son activité soit du méme ordre que

les extraits précédents.

Des effets antagonistes pourraient également avoir lieu entre les différentes molécules
bioactives, ce qui pourrait expliquer le fait que 1’extrait ED-FI soit le moins actif bien que sa
composition en polyphénols soit trés proche de celle de I’extrait ED-R. Par ailleurs, une

difféerence de métabolisme gastro-intestinal ainsi qu’une faible biodisponibilité de ces
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molécules bioactives pourraient affecter le potentiel de leur activité (Rechner et al., 2002;

Monach et al., 2004).

Le PMA est connu pour étre promoteur de la protéine kinase C (PKC), capable d’induire la
production de radicaux libres in vivo. Ainsi, les composeés phénoliques connus pour leur
action antioxydante pourraient agir grace a leur effet neutralisant les ERO et/ou I’activation
des voies antioxydantes (Eddouks et al., 2012 ; Mishra et al., 2013). Par ailleurs, il a été
rapporté que les polyphénols et les flavonoides pourraient agir in vivo comme modulateurs
des voies de signalisation des kinases permettant ainsi 1’inhibition des voies pro-
inflammatoires en faveur des voies anti-inflammatoires (Williams et al., 2004 ; Zhou et al.,
2005). Ceci rend trés évidente la relation entre une bonne consommation de composés
phénoliques et la réduction du développement de maladies inflammatoires chroniques (Bravo,

1998 ; Mohamed, 2014 ; Hussain et al., 2016).

3.2. Effet sur ’cedéme de ’oreille induit a ’huile de croton chez la souris

L’cedeme de I’oreille induit par application topique de I’huile de croton, est principalement
provoqué par les esters de phorbol, connus pour leur effet irritant, tels que le principe actif
12-o-tetracanoilphorbol-13-acetate (TPA), (Stanley et al, 1991 ; da Silva et al., 2015). Comme
le modele au PMA, ce modele est largement utilisé en recherche dans le but de tester ’activité
anti-inflammatoire locale et systémique des anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) et non
stéroidiens (AINS). Il permet également d’évaluer I’activité anti-inflammatoire d’extraits
vegétaux et de nouveaux composés synthetiques (Sadeghi et al., 2017 ; Oliveira-Tintino et al.,

2018).

Les résultats obtenus montrent que I’indométacine (25 mg/Kg) a exercé un effet anti-
cedématogene significatif (p < 0.001), ou I’épaisseur de 1’cedéme a été trois fois plus faible

que celle observée chez le groupe controle négatif (0.042 £ 0.02 vs 0.113 + 0.01 mm).
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Les deux doses (200 et 400 mg/Kg) des quatre extraits testés ont également permis une
réduction significative (p < 0.001) de 1’épaisseur de 1’cedéme par rapport au groupe témoin

(N-traité) (Figure 25.a).
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Figure 25. Activité anti-inflammatoire des extraits méthanoliques (200 et 400 mg/Kg) de
Hertia cheirifolia dans le modéle de I’cedéme de 1’oreille induit a 1’huile de croton. a)
Epaisseur de 1’cedéme. b) Taux d’inhibition de I’cedéme. Indo : Indométacine ; ED : extrait
delipidé ; Fe : feuille ; T : tige ; Fl : fleur ; R : racines. (*** : p < 0.001).
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L’analyse des résultats obtenus montre que les différents extraits de H. cheirifolia a 200
mg/Kg, ont montré que I’extrait ED-Fe posséde I’effet le plus élevé, suivi de 1’extrait ED-T
(p < 0.05) puis des deux extraits ED-FI et ED-R (p < 0.001) (43.52 + 6.08 % ; 33.82 £ 2.6% ;
23.52 + 4.14% ; 22.05 £ 3.7%), (Figure 26.a). De plus, I’effet inhibiteur de 1’cedéme pour
chacun des extraits ED-FI, ED-R et ED-T a montré les valeurs suivantes a 200 et 400 mg/Kg
respectivement (22.05 + 3.7% vs 40 = 7.66 % ; 23.52 + 4.14% vs 38.23 + 4.45 % et 33.82
2.6 % vs 44.85 £ 3.58 %). Par contraire, I’extrait ED-Fe a présenté des effets similaires a 200
et a 400 mg/Kg (43.52 £ 6.08% vs 40.44 + 5.73% respectivement). La comparaison de 1’effet
inhibiteur de ’cedéme entre les quatre extraits a 400 mg/Kg, n’a révélé aucune différence

significative (Figure 26.b).

Ces résultats peuvent étre expliqués par le fait que ’extrait ED-Fe soit le plus riche en
composés phénoliques, suivi de ’extrait ED-T et enfin les extraits ED-FI et ED-R, ce qui est
proportionnel aux résultats obtenus a 200 mg/Kg (ED-Fe > ED-T > ED-FI = ED-R).
Néanmoins, les résultats observés a forte dose (400 mg/Kg), peuvent étre expliqués par un
effet antagoniste dans le cas de 1’extrait ED-Fe, lié probablement aux composés minoritaires
dans cet extrait. Par contre, un effet synergique serait a I’origine d’une meilleure activité des
extraits ED-R et ED-FI a 400 mg/Kg, lesquels possédent une composition plus diversifiée en

polyphénols par rapport aux extraits ED-Fe et ED-T.

L’application topique de I’huile de croton déclenche une réponse inflammatoire stimulée par
la libération de I’histamine et de la sérotonine, favorisant la vasodilatation et 1’augmentation
de la perméabilité vasculaire (Patel et Gowda, 2012 ; Phanse et al., 2012). De plus, I’huile de
croton via I’effet pro-inflammatoire du TPA active la PKC, capable a son tour de déclencher

d’autres cascades enzymatiques telles que MAPK et PLA2.
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Figure 26. Taux d’inhibition de 1’cedéme induit a I’huile de croton par les extraits
méthanoliques délipidés de Hertia cheirifolia. a) Effet de chaque extrait a 200 et 400 mg/Kg.
b) Comparaison des différents extraits & 200 et a 400 mg/Kg. Indo : Indométacine ; ED :
extrait délipidé ; Fe : feuille ; T : tige ; FI : fleur ; R : racines. (NS : non significatif, *: p <
0.05;**:p<0.01;***:p<0.001).
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Cette série d’activation conduit a la libération du PAF et de 1’acide arachidonique aboutissant
a la formation des prostaglandines et des leukotrienes, responsables de la formation de
I’cedéme. A cet effet, les inhibiteurs des COX/LOX sont considérés comme inhibiteurs
potentiels du processus inflammatoire induit par 1’application de I’huile de croton (Passos et
al., 2013 ; Santos et al., 2015 ; Karim et al., 2019 ; Patil et al., 2019). Ainsi, les différents
extraits de H. cheirifolia testés, seraient directement ou indirectement impliqués dans
I’inhibition du processus inflammatoire de ce modele et constitueraient donc une source

intéressante de molécules candidats a potentiel anti-inflammatoire in vivo.
3.3. Effet sur I’;edéme de la patte induit a la carragénine chez le rat

La carragénine est un polysaccharide sulfaté issu d’algues rouges (Rhodophyceae), utilisé
dans I’induction de I’cedéme de la patte chez les rongeurs grace a son effet phlébogene
(D1 Rosa, 1972 ; Nekas et Bartosikova, 2013). C’est un modele particulierement utile dans le
criblage de nouvelles molécules anti-inflammatoires naturelles et synthétiques, in vivo

(Winter et al., 1962 ; Di Rosa et al., 1971).

L’injection de la carragénine chez les rats du groupe non traité (N-Traité), a montré une
augmentation rapide de 1’épaisseur de la patte dés la premiére heure (1.39 £ 0.21 mm). Cette
épaisseur a augmenté lentement jusqu’a la 3™ heure (1.74 + 0.06 mm), a partir de laquelle
une ¢élévation accélérée est observée jusqu’a la fin de I’expérimentation (2.65 + 0.14 mm)
(Figure 28). Cette évolution de la formation de I’cedéme est typique a l’action de la
carragénine, ou un processus biphasique, comprenant une premiére phase précoce et une

seconde phase tardive, est observé (Vinegar et al., 1969).

La phase précoce est déclenchée immédiatement aprés 1’injection de la carragénine (1-2 h),

suite a la sécrétion de I’histamine et de la sérotonine. Elle est maintenue par une augmentation

105



Partie expérimentale Résultats et discussion

de la perméabilité vasculaire gréce a la libération des kinines (2-3h). La seconde phase tardive
et accélérée (3-6 h), marquée par un pic a 3h, est associée a la sécrétion des prostaglandines
et du monoxyde d’azote issus de 1’action des enzymes inductibles COX-2 et NOS-2,
respectivement. Cette phase est accompagnée d’une migration leucocytaire (neutrophiles et

macrophages) dans le site inflammatoire (Ryan et Majno, 1977 ; Patil et patil, 2017).

Le groupe contréle positif, traité au diclofénac (25 mg/Kg) a montré un profil différent par
rapport au groupe N-traité, ou I’épaisseur de 1’cedéme a été dix fois plus faible dés la premiére
heure (0.14 £ 0.01 mm vs 1.39 + 0.21 mm). La courbe correspondant au groupe Dic révéle
une diminution significative (p < 0.001) de I’épaisseur de 1’cedéme par rapport au groupe N-
traité, tout au long des six heures (Figure 27). Néanmoins, deux valeurs pics ont été
observées, trois et cinq heures apres 1’injection de la carragénine. Ces valeurs coincident
probablement avec le pic de production des médiateurs inflammatoires, ou I’action du

diclofénac a relativement diminué mais est restée efficace (Figure 27).

Les huit groupes expérimentaux traités par 200 et 400 mg/Kg, de chacun des extraits étudiés
ont révélé une action différente. D’abord les deux doses des extraits ED-Fe et ED-T ont
montré une évolution similaire de 1’cedéme au cours des six heures, ou une diminution de

I’épaisseur de 1’cedéme a été enregistrée dés la 1°® heure (Figure 27a/b).

Par ailleurs, I’extrait ED-FI semble étre plus efficace a 200 mg/Kg, par rapport a la dose 400
mg/Kg. Celle-ci ne semble exercer aucun effet anti-inflammatoire 3-4h apres injection de la
carragénine par rapport au groupe N-traité (Figure 27.c). Pour les groupes ED-R 200 et ED-R
400, une augmentation de 1’épaisseur de I’cedéme a été également observée entre 2-4 heures

par rapport au groupe N-traité (Figure 27.d).
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Figure 27. Effet des extraits méthanoliques délipidés(ED) de Hertia cheirifolia (200 et 400
mg/Kg) sur la cinétique de I’évolution de 1’épaisseur de 1’cedeme induit a la carragénine chez
le rat. a) Extrait de feuilles (Ed-Fe). b) Extrait de tiges (ED-T). c) Extrait de fleurs. d) Extrait
de racines (ED-R). N-traité : contrble négatif, non traité ; Dic: contrble positif, traité au
diclofénac (25 mg/Kg).

Afin de comparer I’effet anti-inflammatoire des différents extraits, 1’épaisseur de 1’cedéme et
le taux de I’effet inhibiteur de 1’cedéme exercé par le diclofénac et par chacun des extraits
analysés ont été calculés et comparés pour chaque groupe, 3h et 5h apres injection de la

carragénine (Ammar et al., 2009), (Figures 28 et 29).

Un effet positif des composés testés, lors de la premiére phase de la formation de 1’cedéme,

révele une activité antihistaminique et/ou anti-sérotonine. Tandis qu’une action pendant la
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phase tardive est en faveur d’une action sur les prostaglandines, cible de la majorité des AINS

(Okpo et al., 2001 ; Wang et al., 2014 ; George et al., 2014).
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Figure 28. Epaisseur de I’cedéme de la patte induit a la carragénine aprés traitement aux
extraits méthanoliques délipidés (200 et 400 mg/Kg) de Hertia cheirifolia. (a) Extrait ED-Fe,
(b) Extrait ED-T. (c) Extrait ED-FI. (d) Extrait ED-R. N-traité : non traité ; Dic : diclofénac ;
ED : extrait delipidé ; Fe: feuille; T : tige; Fl: fleur; R : racines. (NS : non significatif,
*:p<0.05;**:p<0.01;***:p<0.001).

Les résultats présentés dans la figure 29 montrent que le diclofénac (25 mg/Kg) a permis une
réduction trés significative (p < 0.001) de 1’épaisseur de 1I’cedéme par rapport au groupe non
traité 3h et Sh aprés I’injection de la carragénine (1 £ 0.22 mm vs 1.74 + 0.06 mm et 1.63 +

0.23 vs 2.59 + 0.35 mm, respectivement).
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Par ailleurs, les différents extraits analyses (ED-Fe, ED-T, ED-FI et ED-R) a 200 et 400
mg/Kg, ne montrent aucune différence significative (p > 0.05) de I’épaisseur de 1’cedéme,
aprés 3h de I’injection de la carragénine, par rapport au groupe N-traité (Figure 28). A
I’exception de la dose 400 mg/Kg de I’extrait ED-R ou une augmentation significative

(p < 0.05) a été enregistrée par rapport au groupe N-traité (Figure 28.c).

Aprés 5h de I’injection de la carragénine, les deux doses testées de 1’extrait ED-Fe, ont permis
une réduction significative de 1’épaisseur de 1’cedéme (1.98 + 0.13 mm vs 2.59 + 0.35 mm,
p <0.01 et 210 £ 0.24 mm vs 2.59 = 0.35 mm, p < 0.05 respectivement), (Figure 28.a).
Cependant, seule la dose 400 mg/Kg de I’extrait ED-T a permis une réduction significative
(p <0.001) de I’épaisseur de I’cedéme (1.94 + 0.15 mm vs 2.59 + 0.35 mm) (Figure 28.b). Par
ailleurs, I’extrait ED-FI a 200 mg/Kg a montré une réduction significative (p < 0.05) de
I’épaisseur de I’cedéme par rapport au groupe N-traité (2.11 £ 0.19 mm vs 2.59 + 0.35 mm)
alors qu’aucune différence de 1’épaisseur de 1’cedéme n’a été observée entre les groupe ED-FI
400 et N-traité (2.25 £ 0.42 mm vs 2.59 + 0.35 mm) (Figure 28.c). Enfin, aucun effet (p >
0.05) n’a été obtenu dans les groupes ED-R 200 et ED-R 400 par rapport au groupe N-traité
(2.49 £ 0.16 mm vs 2.59 + 0.35 mm ; 2.54 + 0.11 mm vs 2.59 + 0.35 mm respectivement),
(Figure 28.d). La réduction de I’épaisseur de 1’cedéme obtenue dans chaque groupe
expérimental est le résultat d’une activité anti-inflammatoire exercée par le diclofénac ou par

I’un des extraits étudiés.

Les résultats obtenus montrent que le diclofénac posséde une action anti-cedématogene
importante et significativement différente (p < 0.001) de celle exercée par les differents
extraits testes (Figure 29). Le taux d’inhibition de 1’cedéme exercé par le diclofénac 3h et Sh

apres injection de la carragénine est de 42.48 £ 9.61% et 37.11 + 8.7% respectivement.
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Figure 29. Taux d’inhibition de 1’cedéme par les différents extraits méthanoliques délipidés
(200 et 400 mg/Kg) de Hertia cheirifolia dans le modéle de 1’cedéme de la patte induit a la
carragénine chez le rat. (a) Extrait de feuilles (ED-Fe). (b) Extrait de tiges (ED-T). (c) Extrait
de fleurs (ED-Fe). (d) Extrait de racines (ED-R). Dic : diclofénac (25 mg/Kg) ; ED : extrait
délipidé (NS : non significatif ; *** : p < 0.001).

Le taux d’inhibition de 1’cedéme exercé par I’extrait ED-Fe en début de la phase active tardive
semble étre sans efficacité (8.44 + 1.2% a 200 mg/Kg et 18.86 + 2.22% a 400 mg/Kg). Cette
action a été plus efficace a 5h, ou un effet inhibiteur significatif a été obtenu a 200 mg/Kg de

(23.67 £ 1.55 %, p < 0.01) et a 400 mg/Kg (21.26 + 1.83%, p < 0.05), (Figure 29.a).
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Le résultat obtenu par 1’extrait ED-T n’a montré aucune efficacité dans la réduction de
I’cedéme a 3h (17.93 £ 1.61 % vs 16.45 + 1.26% respectivement). Néanmoins, aprés 5h, un
taux d’inhibition de 25.31 + 1.97% a permis une réduction significative (p < 0.001) de
I’cedéme chez les rats du groupe ED-T 400, contrairement au groupe ED-T 200 (11.7 +

1.29%), (Figure 29.b).

Par ailleurs, un effet inhibiteur de 18.47 + 1.7% exercé par 1’extrait ED-FI 200 a permis une
réduction significative (p < 0.05) de I’cedéme, 5h apres I’injection de la carragénine. Alors
qu’aucun effet significatif n’a été¢ observé aprés 3h de I’injection de la carragénine (17.59 +
2.16%). Dans le groupe ED-FI 400, aucun effet anti-cedématogéne n’a été observé par rapport
au groupe N-traité a 3h et a 5h aprés injection de la carragénine (-9.68 + -0.74% et 13.18 *
2.46% respectivement), (Figure 29.c). De méme pour les groupes ED-R 200 et ED-R 400,
aucun effet anti-inflammatoire n’a été observé aprés 3h et Sh de I’injection de la carragénine.
Le taux de I’inhibition de I’cedéme par 1’extrait ED-R 200 a été trés faible a 3h et a 5h (-24.97
* -1.48% et 4.04 + 0.26% respectivement). Pour la dose 400 mg/Kg un taux d’inhibition de
-28.18 + -6.62% a 3h a montré une augmentation significative (p < 0.05) de ’épaisseur de

I’cedéme (Figure 29.d).

Plusieurs études ont rapporté que la seconde phase de la formation de 1’cedéme par injection
de la carragénine est la cible de la plupart des drogues anti-inflammatoires. D’ailleurs, ce
modele est notamment sensible aux inhibiteurs des COX (AINS) impliqués dans la synthese

des prostaglandines et des LOX (Borhade et al., 2012 ; llic et al., 2014 ; George et al., 2014).

L’action anti-inflammatoire des extraits testés de H. cheirifolia, bien que pas tres prononcée,
est probablement liée a leur contenu en polyphénols, largement reconnus pour leur propriété
anti-inflammatoire. L’inhibition de 1’inflammation par les composés phénoliques serait via

I’inhibition de la synthese, de la sécrétion ou de 1’action des médiateurs inflammatoires (Su et
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al., 2011 ; Eddouks et al., 2012). D’autres médiateurs tels que 1’anion superoxyde, le radical
hydroxyle et les protéases sont produits par l’infiltrat leucocytaire activé. De plus, le
lysozyme et le systtme du complément sont souvent impliqués (Borhade et al., 2012 ;

Kandati et al., 2012 ; Rathi et al., 2013).

Les polyphénols sont particulierement reconnus pour étre des antioxydants naturels capables
d’inhiber les ERO, grace a leurs diverses propriétés biologiques dont la neutralisation des
radicaux libres, la chélation des métaux et la prévention de la peroxydation lipidique.
Néanmoins, différentes études ont montré que les polyphénols peuvent devenir pro-oxydants
en conditions de concentrations élevées en ces composés et en présence d’ions redox-actifs
(Fe et Cu) via des réactions pro-oxydantes (Babich et al., 2011 ; Prochazkova et al., 2011;
Yordi et al., 2012). De plus, un effet pro-oxydant conduisant a un taux cytotoxique en ERO
est souvent observé en situation pathologique (inflammation, cancer), ou les concentrations
des métaux de transition sont plus élevées et I’activité métabolique cellulaire est plus
importante qu’en situation normale (Ahmed et al., 2012 ; Park et Pezzuto, 2012 ; Eghbaliferiz
et Iranshahi, 2016). Ceci pourrait d’une part expliquer les résultats obtenus dans ce modele
induit a la carragénine, ou en phase active (apres 3h), le taux de médiateurs et cofacteurs
inflammatoires serait & son optimum rendant ainsi I’action anti-inflammatoire des extraits,
moins efficace. D’ailleurs, cette phase est marquée par une action relativement faible du
diclofénac par rapport au restant de la période du test. Contrairement a 1’application topique
du PMA et de I’huile croton, I’injection intradermique de la carragénine serait inductrice

d’une stimulation plus accentuées des cellules et des médiateurs inflammatoires.

D’autre part, I’activité pro-oxydante des polyphénols est étroitement liée a leurs structures. En
effet, le nombre des groupes hydroxyles portés par les anneaux phénols affecte positivement

le pouvoir pro-oxydant particuliérement en position ortho. 1l a été prouvé que les polyphénols
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ortho di/tri-hydroxyles (quercétine, myricetines) peuvent étre a potentiel pro-oxydant plus
important que les autres formes meta- et para-dihydroxy et mono-hydroxyles. Un nombre
important d’acides phénoliques et de flavonoides dont 1’acide caféique et la rutine sont dotés

de cette dualité d’activité, anti- et pro-oxydante (Fukumoto et Mazza ; 2000).
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4. ACTIVITE ANTI-ARTHRITE INDUITE A L’ADJUVANT COMPLET

DE FREUND CHEZ LE RAT

Le modéle de I’AIA est un modele expérimental largement validé et utilisé dans 1’étude de la
physiopathologie de I’AR ainsi que dans la recherche de nouvelles molécules thérapeutiques a
potentiel anti-inflammatoire (Ferraccioli et al., 2010 ; Kelly et Genovese, 2013 ; Amraoui et
al., 2019). Ce modeéle permet de mimer les symptomes observés au cours de I’AR humaine,

tels que la formation de I’cedéme au niveau de I’articulation, I’infiltration lymphocytaire et la

dégradation du cartilage (Roy et Ghosh, 2013 ; Choudhary et al., 2018).

4.1. Effet des extraits de H. cheirifolia sur les paramétres cliniques

4.1.1. Effet sur I’épaisseur de la patte

L’injection de ’ACF chez les rats des différents groupes expérimentaux a provoqué une
augmentation rapide de 1’épaisseur de la patte marquée par un maximum a J3, ou un taux de
gonflement de 127.43 + 7.18% a été enregistré chez le groupe négatif (AlA) (4.84 + 0.49
mm). Une légere baisse est observée jusqu’a J10 suivie de I’apparition d’un nouveau pic entre
J14 et J21 ; 4 J17 un taux de gonflement de 108.22 + 15.64% (4.11 + 0.91 mm) a été observé.
Une légére baisse est observée a nouveau vers la fin de I’étude a J28, avec un taux de

gonflement de 80.52 £ 5.16 % (3.06 + 0.43 mm), (Figure 30).

La formation de I’cedéme du modele de 1’AIA chez le rat est caractérisée par une apparition et
une progression rapide de I’inflammation. Il s’agit d’une transition d’une premiére phase
aigué (jusqu’a J10) vers une seconde phase dite chronique allant de la 2°™ semaine (J14)
jusqu’a la fin de la période expérimentale (J28), (Ferraccioli et al., 2010 ; Zhang et al., 2015 ;

Choudhary et al., 2018).
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Figure 30. Taux du gonflement de la patte chez les rats avec AIA aprés administration des

extraits méthanoliques délipidés de Hertia cheirifolia. a) Effet préventif. b) Effet curatif.

AlA : groupe arthritique non traité, diclofénac : 3 mg/Kg, ED-Fe : extrait de feuilles, ED-T :

extrait de tiges, ED-FI : extrait de fleurs, ED-R : extrait de racines. p : préventif, c : curatif.
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Dans la premiére partie de notre étude, les extraits de H. cheirifolia (200 mg/Kg) sont testées
pour leur effet préventif sur le modeéle de I’AIA chez le rat. Le diclofénac (3 mg/Kg) a été
utilisé comme contréle positif. Les différents traitements administrés a JO, une heure avant

I’induction de I’AR ont révélé les résultats présentés dans la figure 31.a.

Les resultats obtenus montrent qu’une dose journaliére de diclofénac (3 mg/Kg), a permis une
baisse significative (p < 0.001) du taux du gonflement de la patte des J3 par rapport au groupe
non traité AIA (97.57 + 6.56 % vs 127.43 £ 7.18% ). Cet effet a été observé tout au long de
I’étude et a permis une réduction significative (p < 0.001) du taux de gonflement de la patte a

J28 par rapport au groupe AlA (48.77 £ 3.41% vs 80.53 £ 5.08%), (Figure 31.a).

Concernant les groupes ayant recu 200 mg/Kg des différents extraits de H. cheirifolia en
préventif (pED-Fe, pED-T, p-ED-FI et p-ED-R), une nette amélioration de la progression de
I’inflammation de la patte a été observée. En effet, une baisse significative (p < 0.001) du taux
du gonflement de la patte a été enregistrée tout au long de la période de I’expérience. Le taux
du gonflement de la patte a montré une nette baisse dans le groupe pED-Fe, suivi du groupe
pED-T puis pED-R et enfin pED-FI (59.58 + 3.61 % < 64.52 + 1.28 % < 67.21 £+ 1.26 %

< 68 + 7.08% respectivement), (Figure 31.a).

Le taux d’inhibition de ’cedéme exercé par le diclofénac et par chacun des extraits de H.
cheirifolia administrés en préventif, a été calculé a partir de 1’épaisseur moyenne de 1’cedéme
dans chaque groupe par rapport au groupe AIA. Un potentiel inhibiteur maximum a été
obtenu avec le diclofénac (39.54 + 8.53 %) suivi du ED-Fe (26.14 + 4.24%) puis ED-T (19.93
+ 1.01 %) et enfin ED-R et ED-F1 avec un taux d’inhibition équivalent (16.66 + 0.77% et

15.68 + 4.04% respectivement).
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L’étude de ’effet curatif du diclofénac et des extraits de HC, administrés a partir de J13 chez
les rats avec AIA a permis d’obtenir les résultats présenté dans la figure 31.b. Le diclofénac
(3 mg/Kg), a montré une réduction significative (p < 0.001) du taux du gonflement de la patte
par rapport au groupe AIA deés J14 (76.58 + 3.32 % vs 100.13 + 3.66 %). A la fin de
I’expérimentation (J28), le taux du gonflement de la patte était significativement (p < 0.001)
inférieur dans le groupe c-diclofénac par rapport au groupe AlA (53.99 + 4.05 % vs 80.53 £
5.16 % respectivement). Le taux d’inhibition de 1’cedéme exercé par le diclofénac en

traitement curatif est de 33 + 7.05 %.

Par ailleurs, aucun effet inhibiteur de I’cedéme n’a été constaté dans les groupes ED-Fe, ED-
T, ED-FI et ED-R en traitement curatif, par rapport au groupe AIA. Aucune différence
significative n’a été enregistrée pour le taux du gonflement ou 1’épaisseur de 1’cedéme entre
les groupes traités en curatif et le groupe AIA (Figure 31.b). Néanmoins, une légere
amélioration de I’évolution de ’cedéme a été observée entre J14 et J21 dans les différents
groupes traités aux extraits de H. cheirifolia par rapport au groupe AlA. Une baisse du taux
du gonflement de la patte d’au moins 10% a été enregistrée chez les rats des groupes ED-Fe,
ED-T et ED-R. Cette baisse a été seulement observee a J17 dans le groupe ED-FI (Figure
30.b). Ces résultats attestent d’un effet protecteur des extraits administrés en curatif contre

I’exacerbation de 1’inflammation articulaire chez le rat avec AIA.
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Figure 31. Effets préventif et curatif des extraits méthanoliques délipidés de Hertia

cheirifolia chez les rats avec AlA. a)Taux du gonflement de la patte comparé au groupe AlA.

b) Epaisseur de la patte comparée au groupe AIA. AIA : groupe arthritique non traite ;

Diclofénac : 3 mg/Kg ; ED-Fe : extrait de feuilles ; ED-T : extrait de tiges ; ED-FI : extrait de
fleurs ; ED-R : extrait de racines. (NS : non significatif ; * : p < 0.05; ***: p <0.001).
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Le développement de I’AR chez le rat, suite a I’injection de I’ ACF est li¢ a la réactivité envers
les protéines de choc thermique (HSP) faisant partie des protéoglycans du cartilage et a des
interactions avec la flore commensale (Prakken et al., 2003 ; Huang et al., 2010 ; Kim et al.,
2016). L’injection de I’ACF en sous-cutané, aboutit au développement d’une réponse
inflammatoire chronique qui évolue selon deux phases ; une premiére phase d’inflammation
péri-articulaire aigué suivie d’une seconde phase d’atteinte osseuse (Pearson, 1956 ;
Ferraccioli et al., 2010). Des LT arthritogénes spécifiques des HSP du mycobacterium
(hsp65) ont été détectés, avec en méme temps une réactivité croisée envers les épitopes des
HSP de I’héte. Cette exposition du systéme immunitaire au mycobacterium, stimule une
production importante de cytokines pro-inflammatoires (IL-1B, IL-6 et TNFa) et diverses

chemokines (Billiau et Mathys, 2001 ; Huang et al., 2010 ; Kim et al., 2016).

Le premier évenement dans la réaction inflammatoire au niveau de la patte correspond a
I’infiltration du tissu synovial par les granulocytes et les monocytes, lesquels en absence de
contrble aboutiraient a une amplification de la réaction inflammatoire (Kshirsagar et al.,
2014 ; Akramas et al., 2015). La phase chronique de I’AR expérimentale est le résultat d’une
production accrue et continue de cytokines pro-inflammatoires par les LT spécifiques (IL-1p,
IL-6, IFNy et TNFa), de prostaglandines et de radicaux libres. Ces substances inflammatoires,
sont responsables de la douleur, de la destruction du cartilage et ultimement de 1’érosion

osseuse (Jazayeri et al., 2010 ; Noack et Miossec, 2017 ; Ridgley et al., 2018).

Les cytokines pro-inflammatoires (TNFa et IL-6) sont particulierement impliquées dans la
perpétuation de la cascade inflammatoire dans les maladies auto-immunes tandis que
I’augmentation des exsudats et la formation de I’cedéme sont potentialisés par les
prostaglandines via la relaxation des vaisseaux sanguins et I’augmentation de 1’apport en sang

vers le foyer inflammatoire (Noack et Miossec, 2017 ; Aloke et al., 2019).
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L’évaluation de 1’épaisseur de la patte durant toute la période expérimentale a permis un suivi
régulier de I’évolution de la formation de I’cedéme provoqué par I’injection de I’ACF.
Nos résultats montrent que les extraits de HC, administrés en préventif, ont significativement
(p < 0.001) réduit la formation de I’cedeme. Les extraits ED-Fe, ED-T, ED-R et ED-FI ont
montré un effet représentant 66.11%, 50.41%, 42.14% et 39.66% respectivement de 1’activité
inhibitrice de I’cedéme exercée par le diclofénac (3 mg/Kg) en préventif. Un effet protecteur
exerce par les différents extraits de H. cheirifolia est trés évident a travers cette atténuation de

I’inflammation.

En traitement curatif, les extraits de H. cheirifolia auraient un effet protecteur observé
notamment durant la période du pic inflammatoire chez le groupe AIA (J14-J21). Cependant,
ces extraits n’ont pas montré de réduction significative de 1’épaisseur de 1’cedéme chez les rats
a la fin de I’étude. Ainsi, aucun effet inhibiteur de la formation de I’cedéme n’a été obtenu en
traitement curatif. Ceci pourrait étre da au fait que le traitement curatif soit administré un peu
tardivement dans la phase de transition aigué/chronique (J10 et J14). Un traitement curatif
aurait peut-étre pu étre plus efficace s’il était administré plutot que J13, avant que la réponse

inflammatoire ne devienne plus complexe.

4.1.2. Evolution du poids corporel et poids relatif des organes

Le poids corporel des rats a constitué un autre paramétre clinique de suivi dans notre étude.
Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 7. Dans le groupe AlA, le poids corporel
a diminue graduellement entre J14 et J28. Une diminution significative (p < 0.001) du gain du
poids corporel a été enregistrée chez les rats arthritiques par rapport aux rats du groupe
normal. Ceci est probablement dii au manque de mobilité des rats a cause de I’inflammation

de la patte rendant leur acces a ’aliment limité.
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Tableau 07. Gain de poids corporel chez les rats des différents groupes expérimentaux a J7,
J14,J21 et J28 apres induction de I’ATA.

Groupe J7 J14 J21 J28
Normal 2.68 +£0.17 10.3+0.6 13.15+0.78 14.64 £ 0.93
AlA 4.62 £ 0.24% 8.57 £ 0.55%* 11.85 + 0.86* 10.11 + 0.71¥
p-Diclofénac 2.61+0.2™ 7.53 £ 0.6M 12.06 +1.21% 13,51 +1.38™
pED-Fe 4,29 £0.22Ns 8.88 £ 0.51Ns 15.09 + 0.93™ 12.7 £ 0.74™
pED-T 0.93 +0.04™ 6.62 +0.38" 9.52 +0.88™ 7.18 +£0.46™
pED-FI 5.73+0.37" 12.03 +0.86™ 17 +1.05™ 15.28 + 0.95™"
pED-R 4.04 £0.210s 9.12 £ 0.52nNs 13.54 £ 0.94™ 11.38 £ 0.71"
cDiclofénac 2.07 £0.15™ 5.95+0.41™ 11.33+£1.01%  13.22 £1.03™
CED-Fe 3.63+0.26" 9.08 £ 0.58Ns 13.19 £ 0.93™ 15.29 + 1.06™"
cED-T 1.94 £ 0.14™ 9.29 + 0.58"s 12.49 + 0.7Ns 14.52 + 0.88™"
CED-FI 1.71 £0.12" 8.67 £ 0.54Ns 8.82+0.64™ 14.63 + 0.98™"
cED-R 0.48 +0.02"™ 6.23+0.3™ 9.58 + 0.53™ 12.65 + 0.57""

¥ : Différence statistique par rapport au groupe normal (¥¥ : p < 0.01 ; ¥¥¥ : p < 0.001). * : Différence statistique
par rapport au groupe AlA (NS : non significatif ; * : p < 0.05; **: p<0.01 ; ***: p <0.001).

D’autre part, la réaction inflammatoire provoquée par l’injection de I’ACF stimule la
production de la leptine (hormone de la satiété), une hormone cytokine-like, d’ou une
réduction de la prise d’aliment et par conséquent la perte de poids (Khadem, 2016, La Cava,
2017). Des résultats similaires ont été rapportés au cours de I’AR expérimentale, ou la perte
de poids est souvent accompagnée d’une prolongation de la durée de I’AR, en raison d’une
action locale et/ou systémique des cytokines (TNFa et IL-1B) stimulant ainsi une
dégénérescence musculaire (Kim et al., 2016 ; Dong et al., 2017 ; Mbiantcha et al., 2017 ;

Aloke et al., 2019).
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Par ailleurs, une prise de poids significative (p < 0.01) a été observée chez les rats traités au
diclofénac (3 mg/Kg) ou aux extraits de H. cheirifolia (200 mg/Kg), en préventif et en curatif
par rapport au groupe AIA (Tableau 7). Ceci est probablement lié a leur pouvoir anti-
inflammatoire inversant ainsi I’effet de 1’arthrite grace aux molécules bioactives, a savoir les
polyphénols. Néanmoins, le groupe pED-T a montré une diminution significative (p < 0.001)
du poids corporel par rapport au groupe AIA. Une consommation prolongée de cet extrait en
serait la cause, par certains polyphénols reconnus également pour leur effet diététique via une
augmentation de la sensibilité hypothalamique a la leptine réduisant ainsi la prise de poids

(Aloke et al., 2019).

Les résultats du poids relatif des différents organes prélevés (foie, rate et thymus) chez les
groupes expérimentaux, n’ont révélé aucune différence significative entre les rats arthritiques
(AIA) et le groupe normal. Aucune différence n’a ét¢ également observée entre les rats traités
au diclofénac ou aux extraits de H. cheirifolia (préventif et curatif) par rapport au groupe AIA

(Tableau 8).

Plusieurs travaux ont montré une augmentation du poids des organes viscéraux, hotamment
du foie, de la rate au cours de I’AIA. Cet effet a été nettement amélioré par I’indométacine ou
le diclofénac et grace a I’administration d’extraits naturels ayant permis une réduction de la
sévérité de I’inflammation (Akramas et al., 2015 ; Mbiantcha et al., 2017). Nos résultats
seraient expliqués par une inflammation localisée, non disséminée a J28, contrairement aux
études précédentes ou 1’évaluation du poids relatif de ces organes a été réalisée au moment du

pic du score inflammatoire (J17 et J19) (Akramas et al., 2015 ; Mbiantcha et al., 2017).
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Tableau 8. Index de poids des organes (foie, rate et thymus) par rapport au poids corporel

chez les rats des différents groupes a la fin de 1’étude (J28).

Groupe Foie Rate Thymus
Normal 3.75+051 0.29+0.05 0.19 +0.02
AlA 3.61£0.5M 0.37 £0.06"s 0.2 £0.05Ms
p-Diclofénac 3.92+£0.76M 0.36 £0.12™ 0.19+£0.04ns
pED-Fe 3.59+0.26M 0.35+0.04ns 0.18 +0.06™s
pED-T 3.33+£0.29Ns 0.3+£0.03"s 0.18 £ 0.03"s
pED-FI 3.45+0.47ns 0.3 £0.04ns 0.2 £0.04ns
pED-R 3.34+£0.37"Ns 0.3+£0.02ns 0.21 £ 0.04ns
cDiclofénac 3.67 £0.14"s 0.39 £0.09"s 0.18 £ 0.04"s
cED-Fe 3.8 £0.25n 0.32 £0.03"s 0.18 +0.03"s
CED-T 3.63 +0.38" 0.37 £0.21 0.23 £0.07"
CED-FI 3.72+0.31"s 0.32+0.05"s 0.21 +0.04ns
cED-R 3.46 £ 0.36MN 0.32 £ 0.05ns 0.18 £ 0.02"Ns

Le groupe AIA est comparé au groupe normal. Les groupes traités en préventif et en curatif sont comparés au
groupe controle négatif AIA. (NS : non significatif).

4.2. Effet sur les parametres plasmatiques

Trois parametres plasmatiques ont été évalués a la fin de 1’étude pour chacun des groupes
expérimentaux ; le malondialdéhyde (MDA), ’activité de la myéloperoxydase (MPO) et le
monoxyde d’azote (NO). Pour chacun de ces parametres, le groupe contrdle négatif (AIA) est
comparé au groupe contrdle normal (sain), tandis que les groupes traités au diclofénac
(contréle positif) ou aux différents extraits de HC, en préventif et en curatif, sont comparés au

groupe AlA.
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4.2.1. Effet sur le malondialdéhyde plasmatique

L’¢évaluation du MDA plasmatique, métabolite majeur de la peroxydation lipidique, a servi de
marqueur du stress oxydant chez les rats arthritiques ainsi que chez les rats traités au
diclofénac ou aux différents extraits de H. cheirifolia. Les résultats obtenus sont présentés

dans la figure 32.

Aucune différence significative n’a été observée entre le groupe AIA (0.84 + 0.13 nmol/mL)
et le groupe normal (0.75 = 0.19 nmol/mL). Le traitement préventif au diclofénac (3 mg/Kg)
n’a également montré aucun effet significatif sur la concentration plasmatique du MDA par
rapport au groupe AlA (0.85 + 0.004 vs 0.84 £+ 0.13 nmol/mL). Cependant, le traitement
préventif aux différents extraits de H. cheirifolia a permis une diminution significative
(p < 0.01) de la concentration du MDA plasmatique chez les rats des groupes ED-Fe, ED-FI,

ED-T et ED-R par rapport au groupe AlA (Figure 32).

Dans le cas du traitement curatif, aucune différence du MDA plasmatique n’a été observée
entre le groupe traité au diclofénac et le groupe AIA (0.81 + 0.11 vs 0.84 + 0.13 nmol/mL),
(Figure 32). Par ailleurs, les extraits ED-Fe et ED-T ont montré une diminution significative
du MDA plasmatique par rapport au groupe AIA (0.58 = 0.05 vs 0.84 = 0.13 nmol/mL,
p <0.01; 065+ 0.1vs 0.84 + 0.13 nmol/mL, p < 0.05, respectivement). Tandis que des
concentrations équivalentes a celles obtenues chez les rats du groupe AIA ont été retrouvées

chez les groupes ED-Fl et ED-R (Figure 32).
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Figure 32. Concentration du MDA plasmatique (nmol/mL) aprés administration des extraits
de Hertia cheirifolia en préventif et en curatif dans le modeéle de I’AIA chez le rat. ED-Fe :
extrait de feuilles; ED-T : extrait de tiges; ED-FI: extrait de fleurs; ED-R : extrait de
racines. (NS : non significatif, p > 0.05; * : p<0.05; **: p<0.01).

Le MDA est I’'un des biomarqueurs du stress oxydant les plus utilisés pour évaluer la
peroxydation lipidique. Ce processus cible particulierement les acides gras polyinsaturés des
membranes plasmiques affectant ainsi leur structure et leurs fonctions (Gawel et al., 2004 ;
Grotto et al., 2009). Des concentrations élevées en MDA sont le résultat d’une production
importante d’ERO et d’un déséquilibre des systemes antioxydants. Ceci est considéré comme
un facteur de risque contribuant a la sévérité des pathologies inflammatoires (Ramana et al.,
2013 ; Ito et al., 2019). La production du MDA peut étre également formé via un processus
enzymatique catalysé par les thromboxanes synthétases a partir de précurseurs des

prostaglandines (Tsikas et al., 2012 ; Ayala et al., 2014 ).

Contrairement a nos résultats, plusieurs études ont montré que le MDA plasmatique était trés

élevé chez les rats arthritiques (Surech et al., 2012 ; Akramas et al., 2015 ; Dong et al., 2017).
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Cette différence pourrait €tre expliquée par le fait que 1’évaluation du MDA a été réalisée
plutbt dans ces études (J14/J21), au moment ou la réaction inflammatoire était a son
maximum, pendant la phase active de I’AIA (Figure 32). Le MDA serait donc parmi les
médiateurs produits a des concentrations élevées pendant cette phase. Il serait également
probable, que sa concentration soit plus élevée in situ, au niveau du tissu articulaire qu’en

systémique (Akramas et al., 2015 ; Aloke et al., 2019).

Dans notre travail, ’effet antiarthritique préventif a été plus important entre J17 et J21 par
rapport a J28, fin de I’étude. Néanmoins, 1’activité antioxydante des extraits de H. cheirifolia
est tres claire par la baisse importante du MDA plasmatique chez les groupes traités par ces
extraits (ED-Fe, ED-T, ED-FI et ED-R) en préventif et en curatif (ED-Fe et ED-T) par rapport
au groupe AIA. Il est important de noter qu’aucune différence n’a été retrouvée entre les

groupes traités aux extraits de H. cheirifolia et le groupe normal.

Plusieurs travaux suggerent qu’une concentration ¢élevée en ERO aboutit a un environnement
pro-oxydant favorable a la production de quantités importantes en MDA au cours de I’AR. Ce
produit contribue aux dommages cellulaires et tissulaires via les ERO et représente un
mécanisme important de I’hyperplasie synoviale et de la dégradation du cartilage (Quifionez-
Flores et al., 2016). En effet, des concentrations élevées en MDA ont été retrouvées dans le
liquide synovial et dans le sérum de patients avec AR ainsi que chez les rats avec AIA (EI-

Barbary et al., 2011 ; Hemshekhar et al., 2012 ; Al-Muhtaseb et al., 2019).

4.2.2. Effet sur la myeéloperoxydase plasmatique

L’activité de la MPO, considérée a la fois comme indicateur du stress oxydant et de

I’inflammation, est aussi un marqueur d’une infiltration du site enflammeé par les neutrophiles
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(Mudgal et al., 2014 ; Goncalves et al.,, 2017). L’évaluation de I’activit¢é de la MPO

plasmatique dans notre étude, a révélé les résultats présentés dans la figure 33.

Les valeurs obtenues chez les rats arthritiques (AIA) (199.86 + 37.62 U/L) ont été
significativement (p < 0.01) supérieures aux valeurs obtenues chez le groupe normal (145.08
+ 25.65 U/L). Le traitement préventif au diclofénac a permis une diminution significative
(p < 0.001) de I’activité de la MPO par rapport au groupe AIA (130.8 + 24.78 U/L vs 199.86

+ 37.62 U/L, respectivement).

De méme, une diminution significative (p < 0.05) de I’activité de la MPO plasmatique a été
observée dans les quatre groupes traités aux différents extraits, ED-Fe (152.58 + 30.82 U/L),
ED-T (156.37 + 25.5 U/L), ED-FI (153.38 + 17.13 U/L) et ED-R (154.04 + 20.4 U/L), par

rapport au groupe arthritique (AlA) (199.86 + 37.62 U/L), (Figure 33).

Le diclofénac est un membre des AINS utilisé dans le traitement de I’AR a court terme. Son
potentiel anti-inflammatoire est attribué a son mécanisme d’action inhibiteur des COX (1 et
2), interrompant ainsi la synthése des PGE fortement impliquées dans I’inflammation. Un
effet important du diclofénac est observé sur I’activité de la MPO. Il est probablement li¢ a
I’inhibition de la synthése des PGE2, d’ou une diminution de I’infiltration de ’articulation par
les neutrophiles et donc une réduction de leur action inflammatoire (Gan, 2010 ; Aloke et al.,

2019).
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Figure 33. Activité de la MPO plasmatique (U/L) aprés administration des extraits de Hertia
cheirifolia en préventif et en curatif dans le modele de I’AIA chez le rat. ED-Fe : extrait de
feuilles, ED-T : extrait de tiges, ED-FI : extrait de fleurs, ED-R : extrait de racines. (NS : non
significatif, p>0.05;*:p<0.05; **: p<0.01; ***:p<0.001).

Dans le cas du traitement curatif administré a J13 aprés induction de 1I’AR, aucune différence
significative de I’activité de la MPO plasmatique n’a été retrouvée dans le groupe traité au
diclofénac (172.64 + 26.96 U/L) ainsi que dans les groupes traités aux différents extraits de
HC ; ED-Fe (169.65 + 31.58 U/L), ED-T (178.28 + 27.97 U/L), ED-FI (173.08 = 37.21 U/L),
ED-R (177.55 £ 22.49 U/L), par rapport au groupe AIA (199.86 + 37.62 U/L). Par ailleurs,
ces valeurs sont équivalentes (p > 0.05) a celles obtenues dans le groupe normal (145.08 +

25.65 U/L), (Figure 33).

La MPO, protéine majeure des neutrophiles, est une enzyme a héme stockée dans les granules
primaires des neutrophiles. Elle est également retrouvée a faibles concentrations dans les
monocytes et les macrophages (Kato, 2016 ; Aratani, 2018). En plus de son rdle bactéricide

intracellulaire via le systtme MPO/HOCI, la MPO est secrétée dans le milieu extracellulaire
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et peut causer des dommages tissulaires importants au niveau du foyer inflammatoire. En
présence du H2O> et d’un halogéne (CI, Br ou SCN’), la MPO catalyse la formation de
médiateurs réactifs puissants (HOCI, HOBr et HOSCN, respectivement), lesquels possédent
des capacités déléteres potentielles altérant les protéines, les lipides et/ou I’ADN (Klebanoff,

2005 ; Mittal et al., 2014 ; Khan et al., 2018).

Les résultats sont en faveur d’un effet préventif exercé par les différents extraits de H.
cheirifolia envers le développement de I’AR chez le rat. Cet effet préventif passe
probablement via [I’inhibition de la synthése ou de I’activité des médiateurs pro-
inflammatoires, dont la MPO. Les valeurs de 1’activit¢ de la MPO plasmatique sont en
concordance avec I’évolution de la formation de I’cedéme dans I’étude préventive. Par
ailleurs, les résultats obtenus dans 1’étude curative sont en faveur d’un effet bénéfique du
diclofénac et des extraits de H. cheirifolia administrés en curatif et coincident avec cette

amélioration de 1’évolution de la formation de 1’ccdéme observée notamment entre J14 et J21.

Plusieurs études ont souligné le role de la MPO dans la pathogenése de diverses pathologies
chroniques telles que 1’athérosclérose, les maladies cardiovasculaires, la sclérose en plaques,
les maladies neurodégénératives et 1’arthrite rhumatoide (Khan et al., 2018 ; Arnhol, 2020).
De plus, il a été démontré que les neutrophiles, source principale de la MPO, sont des
effecteurs majeurs de 1’inflammation responsables des 1ésions articulaires chez les patients
arthritiques ainsi que chez les rats avec AR expérimentale (Wang et al., 2014 ; Odobasic et

al., 2014).

La MPO est ainsi considérée comme biomarqueur d’une infiltration des tissus enflammés par
les neutrophiles, et constitue une cible thérapeutique importante dans le traitement de
I’inflammation chronique (Odobasic et al., 2014 ; Wang et al., 2014 ; Khan et al., 2018). En

effet, I’efficacité des thérapies antiarthritiques telles que le méthotrexate et les inhibiteurs du
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TNFa, a été associée a une diminution de 1’activité de ces cellules. Nos résultats corroborent
plusieurs études ayant démontré que la MPO est fortement impliquée dans la pathogenése de
I’AR et joue le role d’un effecteur pro-inflammatoire important (Stamp et al., 2012 ; Odobasic

etal., 2014 ; Dong et al., 2017 ; Goncalves et al., 2017).

4.2.3. Effet sur la production du monoxyde d’azote

Le NO est un autre médiateur de 1’inflammation et du stress oxydant connu pour son role dans
la pathogenése de I’AR. Avec les autres substances réactives (H202, OH™ et Oy’), le NO joue
un réle primordial dans les 1ésions articulaires survenant lors de I’AR. Le systéme antioxydant
endogene (SOD, GSH, CAT) est alors activé afin de restaurer une homéostasie dans le
microenvironnement articulaire. Cependant, lors d’une réponse inflammatoire intense, ce
mécanisme de défense est réprimé en faveur d’un exces de production d’ERO conduisant a
des dommages tissulaires importants (Kunsch et al., 2005 ; Shah et al., 2013 ; Quifionez-

Flores et al., 2016).

Dans ce travail, 1’évaluation du NO plasmatique, utilisant la droite standard (Annexe 7), n’a
montré aucune différence significative entre les rats arthritiques (AlIA) et les rats sains du
groupe normal (19.91 + 1.07 vs 22.7 + 2.82 uM), (Figure 34). Aucun effet n’a été observé
également dans les groupes des rats traités au diclofénac en préventif ou en curatif (20.34 +
2.77 et 19.76 £ 2.67 UM, respectivement) par rapport au groupe AIA (19.91 = 1.07 uM)
(Figure 34).

Le méme résultat a été obtenu dans les groupes expérimentaux traités aux différents extraits
de H. cheirifolia en préventif et en curatif respectivement ; ED-Fe (17.14 + 1.07 uM ; 18.72 £
2.4 uM), ED-T (19.59 + 4.17 M ; 18.91 + 3.36 pM), ED-FI (17.21 + 1.31 pM ; 20.47 + 2.16

puM), ED-R (21.46 = 3.41 uM ; 22.89 * 2.45 uM) (Figure 34).
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Figure 34. Concentration du NO plasmatique aprés administration des extraits de Hertia
cheirifolia en préventif et en curatif dans le modele de I’AIA chez le rat. ED-Fe : extrait de
feuilles, ED-T : extrait de tiges, ED-FI : extrait de fleurs, ED-R : extrait de racines. (NS : non
significatif, p > 0.05).

Le NO est un médiateur physiologique produit a partir de la L-arginine par les différentes
isoformes de la NO-Synthase (NOS). Trois isoformes de la NOS ont été décrites, la forme
constitutive (cNOS) dont I’isoforme endothéliale (eNOS) et neuronale (nNOS) produisant le
NO de facon transitoire et a faibles quantités. Elle est particulierement impliquée dans la
signalisation intra- et intercellulaire par la modulation du tonus musculaire et du flux sanguin
(eNOS) et par modulation de la plasticit¢ synaptique (nNOS). Et I’isoforme inductible
(iNOS), capable de générer des quantités importantes de NO et reconnue comme composante
effectrice de la réponse immune notamment dans la réponse inflammatoire (Jang et Murell,
1998 ; Nagy et al., 2010). L’iNOS est induite par les cytokines (IL-1B, TNFa et IFNy) et
endotoxines dans divers types cellulaires (endothéliales, macrophages, neutrophiles,

chondrocytes et synoviocytes). Elle a été particulierement incriminée dans diverses
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pathologies inflammatoires dont I’AR (Nagy et al., 2010 ; Pal et al., 2015 ; Quifionez-Flores

et al., 2016).

Plusieurs travaux ont montré que le NO est fortement impliqué dans la pathogenése de I’ AR,
aussi bien chez I’Homme que dans le modéle expérimental (Jang et Murell, 1998 ; Vasanthi et
al., 2009 ; Pal et al., 2015). Des concentrations élevees en NO ont été retrouvées dans le
liquide synovial et dans le sérum ainsi que dans les cultures de synoviocytes de type
fibroblastes (Farell et al., 1992 ; Shah et al., 2013 ; Pal et al., 2015 ; Al-Muhatseb et al.,

2019).

Cannon et al. (1996) ont montré une élévation significative des nitrates urinaires et/ou de
I’expression de I’iNOS dans les tissus articulaires chez les rats avec arthrite expérimentale
(AIA et AIC). De plus, une immunisation avec une protéine de choc thermique du
Mycobactérium bovis (mbHSP) a permis une atténuation de I’AR accompagnée d’une
diminution du NO par rapport au contréle arthritique. Il est & noter que ces résultats ont été
obtenus aux J19 et J23 apres induction de I’AR expérimentale, correspondant au pic du score
arthritique dans chacun des deux modéles (Cannon et al., 1996). D’autres investigateurs ont
montré une réduction de la sévérité de I’AR expérimentale suite a une injection du N-methyl-
L-arginine, inhibiteur de la iNOS, d’ou un réle fondamental du NO dans la pathogenése de
I’AR. Cependant, une autre évaluation de différents inhibiteurs de I’iNOS dans I’AIA ont
montré que 1’aminoguanidine a permis une bonne réduction de la sécrétion urinaire des

nitrates sans réduction de la sévérité de I’AR (Fletcher et al., 1998 ; Mnaimneh et al., 2004).

Par ailleurs, Connor et al. (1995) et Veihelmann et al. (2002) ont montré que le réle du NO
serait précoce dans le processus pathogénique de 1’AIA bien avant la survenue des dommages

articulaires. En effet, des concentrations maximales du NO plasmatique ont été détectées une

132



Partie expérimentale Résultats et discussion

semaine (J14) avant I’atteinte du score maximal de I’inflammation de la patte (J21). Ces

résultats sont en accord avec ceux retrouvés par Cannon et al. (1996).

Ceci expliquerait bien le résultat obtenu dans notre étude puisque le dosage du NO
plasmatique a été réalisé a la fin de 1’étude (J28), au moins une semaine apres le pic de
I’inflammation articulaire. Le NO serait donc plus impliqué dans la phase aigué€ de 1I’AIA
précédant 1’atteinte articulaire mais contribuerait fortement aux Iésions du tissu articulaire
survenant lors de I’AR. Ces résultats sont en ligne avec ceux obtenus pour le MDA

plasmatique.

Ces données suggéerent que les dommages tissulaires au niveau de I’articulation sont précédés
par une production importante du NO et un effet cumulatif du NO serait a 1’origine des
dommages articulaires. Le NO se combine aux radicaux OH et forme une molécule azotée
hautement réactive, le peroxynitrite (OONQ) responsable des 1ésions articulaires durant I’AR
(Connor et al., 1995). Le NO joue également un réle activateur de la COX, générant ainsi les
prostaglandines largement impliquées dans la pathogenese de I’AR humaine et I’AIA chez le

rat (Connor et al., 1995 ; Jang et Murell, 1998).

4.3. Effet sur la structure histologique

L’analyse des coupes histologiques réalisées sur ’articulation tibio-tarsienne de la cheville et
interphalangienne de la patte droite de chaque rat des différents groupes, a révélé les résultats
présentés dans les figures 35, 36 et 37. Le groupe normal a montré une histologie synoviale
saine et préservée sans aucun signe d’inflammation (hyperplasie synoviale, dégradation du
cartilage, infiltrat leucocytaire et formation du pannus), (Figure 35.a). Dans le groupe AlA,
des lésions histologiques importantes ont été observées caractérisées par une hyperplasie
synoviale sévere, une infiltration massive de leucocytes, une dégenérescence du cartilage et

une prolifération des tissus synoviaux (Figure 35.b).
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Figure 35. Observation microscopique de la structure histologique de I’articulation de la patte
chez le rat (G : 10x10 ; 10x20 et 10x40). a) Groupe contr6le normal. b) Groupe AIA. O : 0s ;
C: cartilage ; S: synoviale ; MS : membrane synoviale ; » : infiltrat inflammatoire ; V¥ :

hyperplasie synoviale ; * : formation du pannus.
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Par ailleurs, les groupes traités au diclofénac (3 mg/Kg), en preventif et en thérapeutique, ont
montré une nette amélioration des symptémes histopathologiques associés a I’AR. Un profile
histologique trés proche du groupe normal a été observé montrant une absence de la formation
du pannus, aucune destruction du cartilage et un infiltrat cellulaire minime (Figures 36.b et

37.h).

Dans les groupes des rats arthritiques traités aux différents extraits de H. cheirifolia en
préventif (pED-Fe, pED-T, pED-FI et pED-R), une diminution significative des
manifestations histopathologiques a été retrouvée par rapport au groupe AlA. Une bordure du
cartilage réguliére et intacte, une faible hyperplasie synoviale, et un Iéger infiltrat cellulaire
ont été observés (Figure 36). Cependant, une histologie évocatrice d’une atteinte
inflammatoire de 1’articulation a été observée chez les rats arthritiques traités aux différents
extraits de H. cheirifolia en curatif (cED-Fe, cED-T, cED-FI et cED-R) (Figure 37).
Néanmoins, une légére amélioration a été remarquée par rapport au groupe AIlA. Cette

amélioration est moins importante que celle obtenue dans le cas du traitement préventif.
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Figure 36. Observation microscopique de la structure histologique de I’articulation de la patte
chez les rats traités en préventif au diclofénac (3 mg/Kg) et aux extraits de Hertia cheirifolia
(200 mg/Kg) (G : 10x20). a) Groupe AlA. b) Groupe contréle positif. ¢) Groupe pED-Fe. d)
Groupe pED-T. e) Groupe pED-FI. f) Groupe pED-R. O : os; C: cartilage ; S : synoviale ;
MS : membrane synoviale ; » : infiltrat inflammatoire ; ¥ : hyperplasie synoviale ; *:

formation du pannus.
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Figure 37. Observation microscopique de la structure histologique de ’articulation de la patte
chez les rats traités en curatif au diclofénac (3 mg/Kg) et aux extraits de Hertia cheirifolia
(200 mg/Kg) (G : 10x20). a) Groupe AlA. b) Groupe contréle positif. ¢) Groupe cED-Fe. d)
Groupe cED-T. e) Groupe cED-FI. f) Groupe cED-R. O : os; C: cartilage ; S : synoviale ;

MS : membrane synoviale ; » : infiltrat inflammatoire ; ¥ : hyperplasie synoviale ; *:
formation du pannus.

A la lumiére de ces observations, il apparait que le traitement préventif des rats arthritiques
par les différents extraits de H. cheirifolia a permis une nette amélioration de 1’atteinte
articulaire par rapport au groupe AIA. Une suppression quasi-totale de I’inflammation a été
obtenue chez les rats traités au diclofénac, tandis qu’une inflammation modérée a été observée
chez les groupes traités en curatif. Ces résultats révelent un effet anti-inflammatoire protecteur
exercé par les différents extraits de H. cheirifolia contre les dommages articulaires induits par

I’injection de I’ACF.
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Ceci est en accord avec les résultats des parameétres sériques, notamment la MPO supportant
un effet préventif anti-inflammatoire et antiarthritique exercé par les différents extraits de HC.
Des études récentes ont montré des résultats similaires dans le modéle de I’AIA (Aloke et al.,

2018 ; Hasan et al., 2018 ; Cui et al., 2019).

Le développement de 1I’AIA se fait en trois phases, débutant par la phase d’induction sans
aucune évidence de synovite, suivie de la phase de synovite précoce puis la phase de synovite
retardée avec destruction progressive du cartilage. Un agent anti-inflammatoire a la propriété
de bloquer une ou I’ensemble de ces étapes (Jitta et al., 2019). Ceci est particulierement
démontré par ’action du diclofénac administré en préventif au moment de I’induction de

I’AIA et en curatif au moment de la phase de transition aigué/chronique.

La formation du pannus, ’infiltration leucocytaire, la dégradation du cartilage et 1’érosion
osseuse sont les principales caractéristiques de I’AIA. La synoviale étant la cible principale de
I’inflammation dans I’AR et les synoviocytes de type fibroblastes (FLS), les acteurs

primordiaux dans la pathogenése de I’AR (Dong et al., 2017).

La dégradation du cartilage est le résultat d’une action combinée entre le stress mécanique et
biochimique causé principalement par les ERO. L’action des extraits de H. cheirifolia serait
donc responsable de I’induction d’un rééquilibre du stress oxydant grace aux substances
antioxydantes contenues dans ces extraits. Ces substances bioactives agiraient principalement
par neutralisation des radicaux libres, inhibition des réactions de leurs formation ou par
chélation des ions métalliques, cofacteurs majeurs des réactions oxydatives (Honrentin et

Kurz, 2007 ; Akramas et al., 2015).

L’activité anti-arthrite rhumatoide des extraits de H. cheirifolia observée dans notre étude
serait donc fortement associée aux composés phénoliques contenus dans chacun des extraits

étudiés. Les polyphénols sont depuis longtemps reconnus pour leurs différents bienfaits pour
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la santé, grace a leurs activités antioxydante, anti-inflammatoire et immunomodulatrice
(Chiva-Blanch et Visioli, 2012 ; Hussain et al., 2016 ; Cory et al., 2018). Plusieurs études ont
démontré leur potentiel anti-inflammatoire au cours de I’AR grace a leur activité neutralisant
les radicaux libres et leur capacité a interférer dans les différentes voies pro-inflammatoires,
impliquées notamment dans [’hyperplasie synoviale, la dégradation du cartilage et la

destruction osseuse (Oliviero et al., 2015 ; Rosillo et al., 2016 ; Oliviero et al., 2017).

L’effet des polyphénols a été particulierement exploré sur les cytokines, les métalloprotéases,
et les médiateurs du stress oxydant responsables de la rupture de I’homéostasie synoviale et
par conséquent de 1’érosion osseuse (McInnes et Schett, 2017 ; Orr et al., 2017 ; Al-Muhtaseb
et al., 2019). Le modéle de I’AIA est I’'un des principaux modeles de I’ AR utilisé pour étudier
I’effet d’extraits de différentes plantes médicinales sur la production de médiateurs pro- et
anti-inflammatoires et 1’activation des défenses antioxydantes au cours de I’AR expérimentale

(Goncalves et al., 2017 ; Mbiantcha et al., 2017 ; Jitta et al., 2019).

Des études récentes ont montré que les polyphénols sont capables d’atténuer la sévérité de
I’ATA chez le rat par la diminution de différents médiateurs inflammatoires (MMP-3, TNFa,
MPO, CRP et MDA). En parall¢le, une élévation de I’IL-10 et du GSH, connus pour leur role

anti-inflammatoire a été observée (Wahba et al., 2016 ; Neog et al., 2017).

De plus, des études in vitro sur des synoviocytes de type fibroblastes activés, supportent
également I’effet bénéfique des polyphénols via la suppression des différents médiateurs
inflammatoires (IL-6, COX2, VEGF et NFkB) et I’induction de I’apoptose (Kloesch et al.,

2013; Yoon et al., 2013 ; Mclnnes et Schett ; 2017).

Dans notre travail, I’analyse par HPLC-DAD des quatre extraits de H. cheirifolia (ED-Fe,
ED-T, ED-FI et ED-R) a révélé la présence de sept molécules bioactives dont, quatre dérivées

de I’acide caféique, la rutine et deux molécules dérivées de la rutine.
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Les acides phénoliques représentent environ le tiers des composés phénoliques de notre
alimentation et sont retrouvés dans pratiqguement toutes les plantes. Les acides caféique,
gallique et férulique sont les plus communs des acides phénoliques (Sung et al., 2019). Des
¢tudes in vitro sur des synoviocytes de type fibroblaste, et in vivo dans le mod¢le de I’AIA
chez le rat, ont montré le role de 1’acide caféique dans I’inhibition de la production des
médiateurs pro-inflammatoires (IL-1B, NFkB et MMP-9) et dans ’atténuation de la sévérité
de I’AIA (Armutcu et al., 2015 ; Wang et al., 2017). Un effet inhibiteur des médiateurs du
stress oxydant a été également retrouvé (MDA et NO), en plus d’une augmentation du

glutathion réduit (GSH) chez les animaux arthritiques (Fikry et al., 2019).

Les flavonoides sont également dotés d’importantes activités antioxydantes et anti-
inflammatoires. Ces activités sont étroitement liées au nombre et a la position des groupes
hydroxyle libres portés par les anneaux aromatiques de ces composes (Islam et al., 2016).
L’efficacité de la rutine dans I’atténuation de 1I’AIA chez le rat a été clairement démontrée.
Elle agit particulierement par la neutralisation des radicaux libres fortement impliqués dans
les dommages cellulaires du cartilage, et par I’inhibition de la peroxydation lipidique. Ce qui
permet une activation du systéme antioxydant endogene et une inhibition de I’activation et de

I’accumulation des neutrophiles (Rao, 2015 ; Sun et al., 2017 ; Sung et al., 2019).

Enfin, I’amélioration des parametres arthritiques observée suite a 1’administration des
différents extraits de H. cheirifolia en préventif, a été accompagnée d’une baisse significative
des marqueurs de I’inflammation et du stress oxydant (MPO et MDA). Ceci montre que le
role protecteur des extraits de H. cheirifolia serait en partie attribué a leur activité anti-
inflammatoire et antioxydante grace aux différents composés phénoliques contenus dans

chacun de ces extraits.
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Conclusion

L’arthrite rhumatoide (AR) est une maladie auto-immune chronique des articulations
caractérisée par la douleur, une raideur musculaire, et a terme une déformation et une perte
de la fonction articulaire. Le développement de cette pathologie est lié un ensemble
d’interactions complexes entre des facteurs génétiques et environnementaux Vvia une
réponse auto-immune chronique contribuant a 1’exacerbation de 1’inflammation. L’AR

nécessite un traitement a long terme conduisant & un nombre important d’effets

secondaires.

Dans ce travail, tout I’intérét a été¢ axé sur les extraits méthanoliques riches en composés
phénoliques et sur leurs activités antioxydantes (in vitro) et anti-inflammatoires (in vivo),

particulierement dans le modéle de I’AR induite a I’adjuvant de Freund chez le rat.

L’évaluation du CTP et CTF et I’analyse par HPLC-DAD ont permis de démontrer que la
plante Hertia cheirifolia est une source non négligeable de composés phénoliques,
notamment de flavonoides (rutine et dérivés). Ces composés contenus a des concentrations
tres variables dans les différents extraits de cette plante sont a 1’origine de I’activité
antioxydante révélée par les tests in vitro. L’activité anti-inflammatoire a été également
clairement démontrée in vivo, dans les modéles de I’inflammation aigué ainsi que dans

I’inflammation chronique.

Les résultats obtenus montrent que parmi les quatre extraits de H. cheirifolia étudiés,
I’extrait de feuille (ED-Fe) a été le plus efficace dans les essais antioxydants ainsi que dans
les modeles animaux de I’inflammation aigué et chronique. Les autres extraits ne sont pas
moins efficaces et constituent en plus des feuilles, une source supplémentaire de molécules

bioactives de la plante Hertia cheirifolia a potentiel thérapeutique et préventif.
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La présente étude constitue ainsi un apport scientifique important supportant 1’usage de

cette plante en thérapie traditionnelle.

Perspectives

Par ailleurs, d’autres voies non explorées dans cette étude feraient 1’objet d’autres travaux
a l’avenir. Il s’agit particuliérement de 1’utilisation de la graine de H. cheirifolia et la
préparation d’extraits aqueux des différentes parties de la plante. 1l serait également
intéressant de travailler sur les huiles essentielles de Hertia cheirifolia, qui est une plante
aromatique. De plus, il serait recommandé de réaliser d’autres études plus approfondies
tant sur la composition chimique de ces extraits afin d’identifier les molécules bioactives et
de les purifier, que sur leur mécanismes d’action (voies de signalisation). Ceci aurait une
contribution considérable quant au développement de nouvelles molécules a visée

pharmacologique.

Enfin, d’autres molécules non phénoliques pourraient étre également impliquées dans les
différentes vertus que possede H. cheirifolia. Ceci constituerait un autre aspect a explorer

avec beaucoup d’intérét dans des travaux futurs.
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ABSTRACT

Hertia cheirifolia is one of the endemic Mediterranean medicinal plants, belonging to the Asteraceae family. This plant is
traditionally used for its therapeutic effects on digestive disorders and wound healing. In the present study, the total
phenolic and flavonoid contents of methanolic extracts from leaves, stems, flowers and roots of Hertia cheirifolia were
evaluated using the Folin-Ciocalteu reagent and AICI ;3 methods repectively. Their antioxidant activity was then
assessed by measuring the capacity to scavenge the free radical ABTS™. The ferric reducing antioxidant power (FRAP)
and the inhibition of B-carotene bleaching were also estimated for each extract. The anti- inflammatory activity was
tested using the PMA-induced ear oedema model in mice. The leaf extract contained the highest amounts of
polyphenols (50.61 + 6.21 mg GAE/g) and flavonoids (9.75 + 0.03 mg QE/g). The leaf extract also displayed the most
potent antioxidant capacity against the ABTS™ cation radical (ICso = 76.48 + 0.58 ug/mL) and the highest ferric
reducing power (307 £ 3 pmol. Fe®* Eq/g). However, all extracts showed approximately 65% inhibitory activity against
B-carotene bleaching. Finally, the stem and root extracts exerted the strongest (~ 50%) anti-inflammatory effect in
mice with ear oedema. These results revealed that all Hertia cheirifolia parts are a valuable source of polyphenols with
potent antioxidant and anti-inflammatory properties.

Key words: Hertia cheirifolia, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity, anti-inflammatory activity.

INTRODUCTION polyphenols were previously reported to have anti-Traditional medicine based on
medicinal plants has inflammatory effects by modulating the enzymatic long been used for as an alternative
therapy [1,2]. inflammatory cascade [1, 12, 13]. It has been The genus Hertia is one of the endemic reported
in previous studies that chloroform and Mediterranean medicinal plants belonging to the petroleum fractions
obtained from the methanol-Asteraceae family. Hertia contains 12 species water extract of aerial parts of H.
cheirifolia contain distributed throughout South and North Africa and different sesquiterpene components [4,
14, 15]. Southwest Asia [3]. The Algerian flora consists of only Furthermore, recent studies demonstrated
that one species, Hertia cheirifolia, which grows in vegetative parts and roots from H. cheirifolia are a
eastern areas [4]. H. cheirifolia is a small aromatic rich source of essential oils [5, 16, 17] with several plant
with yellow flowers known as a rich source of biological activities, namely, acaricidal, antidiabetic bioactive
compounds and volatile oils [5]. H. and antibacterial effects [16, 18, 19]. Similarly, cheirifolia is generally
used for its therapeutic methanolic extracts from the leaves of H. cheirifolia properties in digestive disorders
and in healing skin have been evaluated for antioxidant, anti-wounds [6].Phenolic compounds including
flavonoids inflammatory, anti-spasmodic and antibacterial are the most important group of natural products
[7]. activities [20-23]. In the present study, we studied The structures of a large number of phenolic
methanolic extracts from the leaves, stems, flowers compounds were identified [7-9] and several and roots
of Hertia cheirifolia in terms of polyphenol biological activities were attributed to their and flavonoid contents.
The in vitro antioxidant and pharmacological and therapeutic properties [1, 9, in vivo anti-inflammatory
activities were also 10]. Polyphenols are known for their antioxidant identified. The aim of this study was to
compare the activity due to their hydroxyl groups that donate phenolic contents and their biological activities
from hydrogen to free radicals [9, 11, 12]. In addition, different parts of H. cheirifolia.
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MATERIALS AND METHODS

Plant material and preparation of extracts

The entire Hertia cherifolia plant was collected
during flowering stage from Ras El Oued in Bordj
Bouarreridj region, Algeria. The plant was
authenticated by Prof. Hocine Laouer at the
Department of Vegetal Biology and Ecology,
University of Setif 1. First, leaves, stems, flowers
and roots from H. cheirifolia were separated and air-
dried away from sun light. The dried parts were then
ground into a fine powder and a methanol extract
was prepared from each part by maceration. Briefly,
the powder was extracted in absolute methanol
(10%: w/v) three times for 7 days each time at room
temperature. The methanol was then filtered and
the obtained filtrates were evaporated in a rotary
vacuum at 40°C. Finally, each extract was dried at
40°C then stored in an airtight container until use.
The yield of extraction was estimated for each part
of the plant.

Animals

Male Swiss albino mice (6 weeks old) weighing 22-
25 g, purchased from “Institut Pasteur d’Algérie”,
were used in this study. The animals were
acclimated to the new environment for one week
before the experiment. They were provided normal
conditions with a 12 h light/dark cycle and a free
access to food and water. The mice were randomly
divided into 6 groups including the negative and the
positive control groups (n=6). The animals handling
was in accordance to the Helsinki Declaration of
2008 and with regard to the alleviation of suffering.
Determination of total phenolic and

flavonoids content

The total phenolic content of the obtained extracts
(leaves, stems, flowers and roots) was evaluated
using Folin-Ciocalteu reagent according to
Aouachria et al. [24]. The results were expressed as
mg of gallic acid equivalent/g of dry weight (mg
GAE/g dw). The total flavonoid content of the
different extracts was estimated by the AICI3
method according to Aouachria et al. [24]. The
flavonoid content was expressed as mg of quercetin
equivalent/g of dry extract (mg QE/g dw).

Antioxidant activity

ABTS™ scavenging assay

This assay is based on ABTS™ (2,2-azino-bis(3-
ethylbenzthiazoline- 6-sulfonic acid) radical cation
discoloration according to the method of Re et al.
[25]. The ABTS™ scavenging capacity was
expressed as a percentage using different
concentrations of each extract.

Ferric reducing antioxidant potential assay

The ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay
was performed according to a method described by
Benzie and Strain [26]. The absorbance measured at
593 nm, was compared to a FeSO4 (0-2 mM) standard
curve and the FRAP values were expressed as mmols

of Fe2*equivalents per g of extract.

Beta carotene bleaching assay

The B-carotene bleaching (BCB) assay was carried
out according to the method used by Baghiani et al.
[27]. Samples were incubated at 50°C for 2 h and
the kinetics of oxidation of the B-carotene/linoleic
acid emulsion was monitored every 15 min.
Methanol and BHT were used as negative and
positive controls respectively. The antioxidant
activity was compared at 60 and 120 min, and was
calculated as the percentage of inhibitory activity
(IA%) using the following formula: 1A% = Ao/At ;
where Ao is the initial absorbance.
Anti-inflammatory activity PMA-

induced mouse ear oedema

According to Garrido et al. [28], ear oedema was
induced by applying PMA to the right ear of each
mouse and the left ear served as a control. One hour
before PMA application, H. cheirifolia methanolic
extracts in 4% DMSO were orally administered to the
mice at 500 mg/kg. The four experimental groups
PMA-L, PMA-S, PMA-F and PMA-R were treated with
extracts of the leaves, stems, flowers and roots
respectively. In addition, a positive control group was
treated with Diclofenac® at 100 mg/kg (PMA-D) and
the negative control group (Untreated) received only
4% DMSO in distilled water. Six hours after PMA
application, mice were sacrificed by cervical dislocation
and a 6 mm diameter disc was removed from each ear
with a metal punch. The thickness of each disc was
measured. The size of the oedema was calculated by
subtracting the thickness of the left ear (only DMSO)
from the thickness of the right one (PMA application).
The percentage of inhibition was compared to the

Diclofenac® group (PMA-D).

STATISTICAL ANALYSIS

The results were calculated as the mean + standard
deviation (SD). The statistical analysis was
performed with GraphPad Prism.5 Software using
one-way analysis of variance (ANOVA) followed by
Tukey’s multiple comparison test. Dunnett’s test was
used to compare controls to test groups. Values of p
< 0.05 were considered significant.

RESULTS AND DISCUSSION

Total phenolic and flavonoid contents

As shown in Table 1, the evaluation of total phenolic
and flavonoid content in methanolic extracts from
the different parts of H. cheirifolia revealed that leaf
extracts contained significantly higher amounts (p <
0.05) of polyphenols and flavonoids than other parts
of the plant. In contrast, extracts from the flowers,
roots and stems showed similar amounts of
polyphenols. However, flavonoid amounts were
significantly the lowest in the stem extracts (p <
0.05). Regarding the yield of extraction, the flowers
seemed to generate the largest yield compared to
the other parts of the H. cheirifolia plant.

210| International Journal of Pharmaceutical Research | Oct -Dec 2019 | Vol 11 | Issue 4



Table 1. Extraction yields, total phenolic and flavonoid contents in methanolic extracts from the leaves,
stems, flowers and roots of Hertia cheirifolia.
Values marked with a different letter along the same column are significantly different (p < 0.05).

Extract Extraction yield Total phenolic content Total flavonoids content
(%) (mg GAE/g dw) (mg QE/g dw)
Leaves 16.33+0.63% 50.61+6.21% 9.75+0.032
Stems 13.82+0.90% 26.52+0.29° 2.79+0.18°
Flowers 20.47+2.07° 34.76+1.50° 3.63+0.20°
Roots 12.40+0.972 32.39+3.62° 3.79+ 0.16°
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Figure 1. Antioxidant activity exerted by methanolic extracts from the leaves, stems, flowers and roots
of Hertia cheirifolia . A) ABTS.- radical cation scavenging effect. a) ABTS.+ scavenging capacity (%) versus
concentration of the extracts. b) Concentration of extracts inhibiting 50% (ICso) of the ABTS. oxidation.
B) Ferric reducing antioxidant potential as mmol. of Fe:z+ equivalents per gram of extract. C) Inhibition of
p-carotene bleaching. a) Kinetics b) Rates of inhibition after 60 and 120 min (NS : non-significant,* : p <
0.05,**: p<0.01, ***: p < 0.001).
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Figure 2. Anti-inflammatory activity of Hertia cheirifolia methanolic extracts in an ear oedema model.
a) Percentage of ear oedema inhibition by the leaves, stems, flowers and roots compared to that of the
Diclofenace drug. b) Difference in oedema thickness between the different groups. Untreated, PMA-D :
treated with Diclofenace, PMA-L : treated with leaf extract, PMA-S : treated with stem extract, PMA-F :

treated with flower extract, PMA-R : treated with root extract (* : p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001).

Polyphenols are heterogenic molecules produced
during the secondary metabolism of plants. They
consist of flavonoids and non-flavonoids [7, 8].
Evaluation of the total polyphenol and flavonoid
contents demonstrated that extracts from all parts of
H. cheirifolia, are a good source of these secondary
metabolites. This evaluation is similar to previous
studies showing that methanolic extract from H
cheirifolia leaves contained valuable levels of
polyphenols [21, 23].

In vitro antioxidant activity

The antioxidant activities of the different extracts from
H. cheirifolia were evaluated using three different
antioxidant tests: the ABTS™ free radical scavenging
assay, the ferric reducing antioxidant power (FRAP)
and the pB-carotene bleaching assay (BCB). The
ABTS"™* assay is one of the most commonly used
methods in natural product antioxidant studies [29, 30].
The antioxidant activity of the H. cheirifolia extracts
was determined by following the reduction of the
ABTS™ radical at 734 nm according to the
disappearance of the green-blue colour [29]. All the
tested extracts exhibited efficient ABTS™ scavenging
activity in a dose-dependent manner from 25% at 0.04
mg/mL to approximately 75% at 0.16 mg/mL (Figure
1A.a). Regarding the ICso values (Figure 1A.b), a
lower ICsp value indicates a higher scavenger effect.
The leaf extract showed the most effective scavenging
capacity against ABTS™ followed by the root extracts
(76.48 + 0.58 vs 92.4 + 3.98 pg/mL). These are
significantly different (p < 0.05) from flowers and a
stem extracts (97.48 + 0.75 and 95.97 + 1.73 pg/mL
respectively). The ICsp values towards the ABTS™ free
radical showed a high negative correlation with TPC
and TFC in all extracts (r%2 = - 0.9562 and r2 = - 0.9909
respectively).Assessing the free radical scavenging

capacity of herbal extracts is very important because of
the damaging role of free radicals in biological
systems. The ABTS"* free radical is commonly reduced
by antioxidants to its non-radical form and scavenged
through electron donation [31]. The antioxidant effect is
based on both hydrogen atom transfer (HAT) and
single electron transfer (SET) [32]. Furthermore, it was
shown that polyphenols are prominent antioxidants via
their hydroxyl and other conjugated groups that inhibit
the generation of free radicals and the deactivation of
active precursors [33].According to the FRAP assay,
the leaf extracts displayed the highest reducing power
followed by the root and then flowers extracts (307 * 3;
224 + 3 and 197 £ 3 umol. Fe2+ Eq/g respectively). All
extracts showed significantly different results (p <
0.05), (Figure 1C). The FRAP assay results showed a
high positive correlation with the polyphenols and
flavonoid content (2= 0.9568 and r= 0.9347
respectively).The FRAP assay was conducted under
acidic conditions, where the Fe3*-TPTZ complex is

reduced to the FeZ* form by an antioxidant. A blue
colour appears and the antioxidant effect is
spectrophotometrically evaluated by monitoring the
formation of the FeZ*-TPTZ complex [34]. Thus,
polyphenols can also act as metal chelators, such as
Fe2*, preventing oxidation caused by highly reactive
hydroxyl radicals [35]. The ferric reducing antioxidant
power of all H. cheirifolia extracts seems to be exerted
by their phenolic compounds that may act as electron
donors [35]. Finally, the inhibition of p-carotene
bleaching by the different extracts of H. cheirifolia was
assessed. The kinetics progress of the inhibitory
activity during 120 min, and the rates of inhibition at 60
and 120 min values are illustrated in Figure 1C (a, b).
All extracts displayed strong and similar inhibitory
activities of approximately 65% after
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60 min of incubation. At the end of incubation, the rate
of inhibition of B-carotene bleaching was approximately
50% for all extracts without any significant difference (p
< 0.05). In the B-carotene assay, oxidation of the
linoleic acid present in the test tubes led to peroxyl free
radical (LOO¢) generation

[34]. These radicals oxidize the highly unsaturated pB-
carotene and consequently decrease the B-carotene
amount present in the emulsion [36]. The B-carotene
bleaching assay allows the investigation of the early
steps of lipid peroxidation. The generation of free
radicals causes lipid peroxidation to progress leading
to the production of secondary oxidation products

[36]. The presence of antioxidants in the test
emulsion decreases the oxidation of p-carotene.
The hydrogen peroxides are neutralized after a
competitive reaction with the bioactive molecules
contained in the extracts [37]. Therefore, the rate of
inhibition of B-carotene bleaching depends on the
antioxidant capacity of the studied extracts [32].
This assay confirms the antioxidant capacity of all
methanolic extracts from H. cheirifolia. Similar
results were found for the methanolic extract from
the leaves of H. cheirifolia [21, 23].

In vivo anti-inflammatory activity

After an oral administration of 500 mg/kg of body
weight from each extract, all extracts showed varied
anti-inflammatory rates increasing as follows, flowers
(26.26%), leaves (36.86%), roots (48.65%) and stems

(49.49%), (Figure 2). Although H. cheirifolia extracts
are not pure molecules, they mostly display between
40% and approximately 75% of the potential exerted
by Diclofenac®. The stem and root extracts, displayed
no significantly different anti-inflammatory potential
from the Diclofenac® potential (p < 0.05).

The topical application of phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA) to mouse skin is a well-established
model used to assess the in vivo anti-inflammatory
effect of different molecules. Using this model, It
clearly appears that H. cheirifolia methanolic extracts
possess a potent anti-inflammatory effect. This
potential is probably due to the polyphenols and
flavonoids contained in these extracts. However, the
variation of the anti-inflammatory activities may be due
to the qualitatively and quantitatively different
composition of each extract, in addition to the different
gastro-intestinal metabolism and low bioavailability of
these bio-active elements [38, 39]. PMA is known as a
protein kinase C (PKC) promoter, that is able to induce
the formation of free radicals in vivo [39]. However,
phenolic compounds are thought to act either by
scavenging reactive oxygen species (ROS) or by
enhancing antioxidant pathways. Polyphenols may
also act as anti-inflammatory agents by scavenging
free radicals or by inhibiting the activities of enzymes
implicated in the pro-inflammatory immune response,
such as cyclooxygenase 2 (COX-2) and inducible nitric
oxide synthase (iNOS) [12]. In addition, it was
previously

reported that polyphenols and flavonoids may act in
vivo as modulators of kinase signalling pathways in
addition to their action as co-antioxidants by
regeneration of essential vitamins [40, 41]. Indeed, a
high intake of phenolics is likely related to a
decreased rate of development of inflammatory
chronic diseases [11, 41].

CONCLUSION

Taken together, our results revealed that the leaves,
stems, flowers and roots of H. cheirifolia make a
valuable source of bioactive molecules with great
antioxidant and anti-inflammatory  properties.
However, among the different parts of H. cheirifolia,
the results showed that leaves are the most
important part in terms of polyphenol and flavonoid
contents and their biological activities. Interestingly,
and for the first time, our study showed that the
stems, flowers and roots of H. cheirifolia are not
much less effective than the leaf extracts even in
terms of antioxidant and anti-inflammatory activities
or polyphenol content. Finally, to better understand
the mechanism of action of these extracts as
antioxidants and anti-inflammatory agents, it is
necessary to analyse the different active natural
entities in each extract to understand the structure-
activity relationship.
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Résumé

Hertia cheirifolia L. est une plante médicinale de la famille des Asteraceae connue pour son usage traditionnel dans
le traitement des troubles digestifs et la cicatrisation des plaies. La présente étude a porté sur des extraits
méthanoliques des différentes parties de la plante (feuille, tige, fleur et racine). D’abord, I’analyse du contenu en
composés phénoliques a montré que la teneur la plus élevée est contenue dans I’extrait de feuille (ED-Fe) (50.61 £
6.21 mg EAG/g d’extrait). Sept différents composés phénoliques ont été identifiés par HPLC-DAD, dont quatre
acides phénoliques dérivés de I’acide caféique et trois flavonoides dont la rutine et deux de ses dérivés. Par ailleurs,
L’extrait ED-Fe a montré la capacité antioxydante la plus élevée envers le radical ABTS" (76.48+ 0.58 pug/mL), et
le meilleur pouvoir réducteur du fer (0.307 + 0.003 mmol. Fe?*/g d’extrait). L’étude de 1’activité anti-inflammatoire
dans le modéle de I’cedéme de I’oreille induit & I’huile de croton chez la souris a montré que 1’extrait ED-Fe avait le
meilleur effet (43.52 + 6.08%). De méme, le modéle de I’cedéme de la patte induit a la carragénine chez le rat a été
marqué par un effet significatif de I’extrait ED-Fe (23.67 £ 1.55% a 200 mg/Kg). Enfin, un effet anti-inflammatoire
préventif trés intéressant a été obtenu, notamment avec 1’extrait ED-Fe (26.14 + 4.24%) dans le mod¢le d’arthrite
induite a 1’adjuvant complet de Freund (AIA) chez le rat. Cet effet a été accompagné d’une nette amélioration des
paramétres cliniques, sériques et histologiques. L’ensemble de ces résultats, suggérent que le potentiel antioxydant
et anti-inflammatoire des extraits de Hertia cheirifolia serait fortement lié & leur contenu en polyphénols. Ceci
constitue une source naturelle prometteuse pour le développement de nouvelles molécules pharmacologiques.

Abstract

Hertia cheirifolia L. is a medicinal plant that belongs to the Asteraceae family. This plant is known for its traditional
use in the treatment of digestive disorders and wound healing in the east of Algeria and in Tunisia. In the present
study, methanolic extracts from the different parts of the plant; leaf, stem, flower and root were used. First, phenolic
compounds content analysis revealed that the highest content was obtained with the delipidated leaf extract (DE-L)
(50.61 £ 6.21 mg EAG/g extract). Seven different phenolic compounds were identified by HPLC-DAD analysis,
four of them were derived from caffeic acid in addition to three flavonoids including rutin and its derivatives.
Furthermore, DE-L showed the highest antioxidant capacity towards the ABTS-+ radical (76.48+ 0.58 pg/mL), and
iron reducing capacity (0.307 + 0.003 mmol. Fe2+/g extract). The anti-inflammatory activity was studied using the
croton oil-induced ear edema model in mice and showed that the DE-L had the strongest effect (43.52 + 6.08%).
Similarly, the carrageenan-induced paw edema model in rats was marked by a significant effect of DE-L (23.67
1.55% at 200 mg/Kg). Finally, a very interesting preventive anti-inflammatory effect was observed with DE-L
(26.14 + 4.24%) in the Freund's complete adjuvant induced arthritis (AlA) model in rats. This effect was associated
with a considerable improvement in clinical, serological and histological parameters. These results suggest that the
antioxidant and anti-inflammatory potential of Hertia cheirifolia extracts were strongly related to their polyphenols
content. Our results support the use of this plant in traditional medicine and provide a promising natural source for
the development of new pharmacological molecules.



