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 ملخص 
تهدف هذه الدراسة إلى معرفة التركيبة الكيميائية وتقييم النشاط المضاد للالتهاب والمضاد للأكسدة لكل من مستخلص  

لنبتة   والبوتانول  الايثيل  مستخلص    .Helichrysum stoechas (L.) Moenchاسيتات  ان  الكيميائية  الدراسة  بينت 

تحليل   بين  والفلافونويدات. كما  الفينولية  المركبات  من  أعلى كمية  على  يحتوي  الايثيل  وجود LC-ESI-MS اسيتات 

و  يزوكيرسيتينالإ الفيروليك  حمض  الروتين،  الكلوروج،  في  يحمض  المستخلصين.  نيك  للفئرانكلا  الموضعية  المعالجة                  أظهرت 

بنسب تراوحت بين   Croton مغ/للأذن من مستخلص اسيتات الايثيل والبوتانولي تثبيطا لالتهاب الأذن المحفزة بزيت   2بـ  

إلى انخفاض معتبر لهجرة الخلايا    مغ/مل من مستخلص اسيتات الايثيل والبوتانولي 1. كما أدت معالجة الفئران بـ %64و 86%

    الزجاج أن حضن الخلايا المحفزة . بينت تجارب  %66و  %84المتعادلة نحو موقع الالتهاب، حيث تراوحت نسبة التثبيط بين  

مكغ/مل( للمستخلصين الى انخفاض افراز السيتوكين المحفز    100،  50،  10،  1مع تراكيز مختلفة )   Concanavaline A بـ  

المستخلصين تحلل الكريات الدموية الحمراء    ثبط (.  IL-10( و ارتفاع افراز السيتوكين المضاد للالتهاب )IL-17A)  للالتهاب 

بين   إتلاف  %98-90بنسب  ثبطا  بقيم كما  الألبومين                                 مكغ/مل    4,17±    101,20بـ    قدرت  50IC بروتين 

تم تقدير النشاطية المضادة للأكسدة للمستخلصين باستعمال    من جهة أخرى، التوالي.  مكغ/مل، على    0,76  ±   93,79و  

بـ   الفم  طريق  عن  للفئران  اليومية  المعالجة  أدت  الزجاج.  وفي  الحي  الكائن  في  تقنيات  من    300و  150،  75عدة  مغ/كغ 

( على مستوى النسيج  SOD, CAT, GSH, MDAمؤشرات الاجهاد التأكسدي )يوم الى تحسين    21خلال  ستخلصين  الم

يمتلكان قدرة ازاحية عالية مضادة لكل من    مستخلص اسيتات الايثيل والبوتانوليالكبدي. بينت النتائج المتحصل عليها أن  

±    10,11و    ABTS (50IC=  4,08   ±0,06+• (، مكغ/مل 1,61±   22,64و    50IC  =5,07   ±0,36) DPPH جذر

(، فوق أكسيد الهيدروجين  مكغ/مل  4,59±    263,88و   50IC=  179,31    ±2,01الهيدروكسيل )(، جذر  مكغ/مل  0,44

(50IC=  54,82    ±1,50    50( و بيروكسيد الهيدروجين )مكغ/مل   1,02  ±  83,67وIC=  1,34    ±0,12    0,17±    2,00و 

بنسب  مكغ/مل اللينولييك  اكسدة حمض  المستخلصين  ثبط كلا  معتبرة.  ارجاع جد  فعالية  المستخلصين  ابدى هذين  (. كما 

. بالإضافة الى ذلك، فقد ثبت ان كلا المستخلصين لهما تأثير وقائي كبير ضد تحلل كريات الدم الحمراء  %87و  82تراوحت بين  

الد AAPH عنالناجم   قيمة  50HTم )، مع زيادة في زمن نصف انحلال  بلغت  المسجلة    50HT( بشكل مرتبط بالتركيز. 

ميكروغرام/مل، مقارنة    40اسيتات الايثيل او البوتانولي بتركيز    دقيقة لمستخلص  1,57±    138,50و    دقيقة  7,45  ±  185,58

مصدرا واعدا     Helichrysum stoechas (L.)اعتباردقيقة للعينات غير المعالجة. كخلاصة، يمكن    0,31±    52,30بـ  

 لمضادات الالتهاب ومضادات الاكسدة.  

الإجهاد التأكسدي، المركبات  ،   Helichrysum stoechasمضادات الالتهاب، مضادات الأكسدة،الكلمات المفاتيح: 

 الفينولية. 



 

 

Résumé 

L’objectif de ce travail est l’étude phytochimique et l’évaluation de l’activité anti-

inflammatoire et antioxydante des extraits d’acétate éthyle (E.AE) et butanolique (E.But) de 

Helichrysum stoechas (L.) Moench. L’étude phytochimique a montré que l’E.AE est le plus 

riche en polyphénols et en flavonoïdes. L’analyse par LC-ESI-MS a permis d’identifier 

l’isoquercétine, la rutine, l’acide férulique et l’acide chlorogénique dans les deux extraits. In 

vivo, le traitement local des souris par 2 mg/oreille d’E.AE ou d’E.But a inhibé 

l’inflammation induite par l’huile de croton avec 86%-64%. De même, Le traitement des 

souris par 1 mg/poche d’E.AE ou d’E.But a réduit significativement le nombre des 

leucocytes ayant migrés vers le site enflammé avec un taux de 84-66%. In vitro, l’incubation 

des monocytes-concanavaline A stimulés, avec différentes concentrations (1, 10, 50, 100 

μg/ml) des extraits a diminué la production de la cytokine pro-inflammatoire (IL-17A) et a 

augmenté la production de la cytokine anti-inflammatoire (IL-10). En outre, l’E.AE et 

l’E.But ont inhibé l’hémolyse des érythrocytes avec 90-98% et ont prévenu la dénaturation 

du BSA avec des IC50 de l’ordre de 101.20 ± 4.17 µg/ml et 93.79 ± 0.76 µg/ml, 

respectivement. Les effets antioxydants des extraits étudiés ont été évalué en utilisant 

plusieurs tests in vivo et in vitro. L’administration quotidienne par voie orale de 75, 150 et 

300 mg/kg de l’E.AE ou l’E.But durant 21 jours chez la souris a entraîné une amélioration  

des marqueurs du stress oxydant (GSH, CAT, SOD et MDA) au niveau du tissu hépatique. 

Les résultats obtenus in vitro montrent que l’E.AE et l’E.But exercent une forte activité 

antiradicalaire vis-à-vis des radicaux DPPH (IC50 = 5.07 ± 0.36 et 22.64 ± 1.61 μg/ml), 

ABTS•+ (IC50 = 4.08 ± 0.06 et 10.11 ± 0.44 μg/ml), radical hydroxyle (IC50 = 179.31 ± 2.01 

et 263.88 ± 4.59 μg/ml), anion superoxyde (IC50 = 54.82 ± 1.50 et 83.67 ± 1.02 μg/ml) et 

peroxyde d’hydrogène (IC50 = 1.34 ± 0.12 et 2.00 ± 0.17 μg/ml). De même, les extraits 

étudiés ont présenté un bon pouvoir réducteur concentration dépendant et inhibent 

l’oxydation de l’acide linoléique avec des pourcentages de 82-87%. De plus, les deux extraits 

ont exercé un effet protecteur important contre l’hémolyse érythrocytaire induite par 

l’AAPH, avec une bonne corrélation entre la dose et le temps de demi-hémolyse (HT50). La 

valeur HT50 obtenue est de 185.58 ± 7.45 min et 138.50 ± 1.57 min pour l’E.AE et l’E.But 

respectivement, à une concentration de 40 μg/ml, contre 52.30 ± 0.31 min pour le contrôle. 

En conclusion, cette étude a permis de montrer les propriétés anti-inflammatoires et 

antioxydantes très prometteuses des extraits de Helichrysum stoechas (L.) Moench. 

Mots clés: Anti-inflammatoire, Antioxydant, Helichrysum stoechas, Stress oxydatif, 

Polyphénols. 



 

 

Abstract 

The aim of this study is to determine the phytochemical composition and to evaluate the 

anti-inflammatory and the antioxidant activities of ethyl acetate (EAE) and butanolic (BuE) 

extracts of Helichrysum stoechas (L.) Moench. The phytochemical study showed that EAE 

is the richest in polyphenols and flavonoids. LC-ESI-MS analysis allowed the identification 

of isoquercitrin, rutin, ferulic acid and chlorogenic acid in the two extracts. In vivo, the local 

treatment of mice by 2 mg/ear of EAE or BuE inhibited croton oil induced ear edema with 

86-64%. Similarly, the treatment of rats with 1mg/pouch of EAE or BuE decreased 

significantly the number of leucocytes migrated to inflammation site with 84-66%. In vitro, 

our results showed that the incubation of concanavalin A stimulated monocytes with 

different concentrations (1, 10, 50, 100 μg/ml) of the extracts reduce the release of the pro-

inflammatory cytokine (IL-17A) and increase the release of the anti-inflammatory one (IL-

10). Moreover, the EAE and BuE extracts inhibited the erythrocytes hemolysis by 90-98% 

and prevented BSA denaturation with IC50 values of 101.20 ± 4.17 µg/ml and 93.79 ± 0.76 

µg/ml, respectively. The antioxidant effect of the studied extracts was evaluated using 

different assays in vivo and in vitro. The  daily oral administration of 75, 150 and 300 mg/kg 

of EAE or BuE during 21 days showed an improvement in the status of oxidative stress 

markers (GSH, CAT, SOD and MDA) in liver tissue. The results obtained in vitro showed 

that EAE and BuE exert a high antiradical activity against DPPH (IC50 = 5.07 ± 0.36 and 

22.64 ± 1.61 μg/ml), ABTS•+ (IC50 = 4.08 ± 0.06 and 10.11 ± 0.44 μg/ml), hydroxyl radical 

(IC50 = 179.31 ± 2.01 and 263.88 ± 4.59 μg/ml), superoxide anion (IC50 = 54.82 ± 1.50 and 

83.67 ± 1.02 μg/ml) and hydrogen peroxide (IC50 = 1.34 ± 0.12 and 2.00 ± 0.17 μg/ml) 

radicals. The studied extracts showed a good concentration dependent reducing power and 

inhibited linoleic acid oxidation by 82-87%. In addition, both extracts exerted a significant 

protective effect against AAPH-induced erythrocyte hemolysis, with a good correlation 

between concentration and half-hemolysis time (HT50). The recorded HT50 value reached 

185.58 ± 7.45 min and 138.50 ± 1.57 min for EAE and BuE at a concentration of 40 μg/ml, 

versus 52.30 ± 0.31 min for the control. In conclusion, this study revealed a very promising 

anti-inflammatory and antioxidant properties of Helichrysum stoechas extracts. 

Key words: Anti-inflammatory, Antioxidant, Helichrysum stoechas, Oxidative stress, 

Polyphenols. 
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INTRODUCTION 

L’inflammation est un mécanisme de défense de l’organisme contre les agressions 

d’origine physique, chimique, biologique ou infectieuse. Cette réponse immunitaire 

protectrice peut être parfois néfaste du fait de l’agressivité de l'agent pathogène, de sa 

persistance, des anomalies de régulation et de production des cellules intervenant dans 

l'inflammation. Ces processus inflammatoires sont impliqués dans l’apparition d’un grand 

nombre de pathologies humaines tel que l’arthrite, le diabète, l'asthme, les allergies et le 

cancer. 

Le stress oxydant est fortement impliqué dans le développement et la perpétuation de 

l’inflammation, contribuant ainsi à l’apparition et/ou au maintien de nombreuses 

pathologies. Le stress oxydant provient d’un déséquilibre de l’homéostasie redox. Il se 

traduit par la formation excessive et/ou la faible élimination des radicaux libres qui sont des 

molécules très réactives soit de l’oxygène ou de l’azote. Ce déséquilibre entraine des 

dommages oxydatifs des différentes molécules de la cellule (protéines, lipides et acides 

nucléiques) provoquant la mort cellulaire via l’apoptose ou la nécrose. Le stress oxydant est 

impliqué dans le vieillissement et la physiopathologie de nombreuses maladies, comme le 

cancer, les maladies cardiovasculaires et les maladies inflammatoires (Belaïch et Boujraf, 

2016).  

L’utilisation des anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) conduit à des effets 

secondaires souvent graves, comme les troubles gastro-intestinaux, rénaux et asthmatiques 

(Soubrier et al., 2013). D’un autre côté, l’usage d’antioxydants de synthèse tels que le 

butylhydroxyanisole et le butylhydroxytoluène dans les secteurs agroalimentaire, 

cosmétique et pharmaceutique à long terme s’accompagne d’effets tératogènes, mutagènes 

et cancérigènes (Panicker et al., 2014). Par conséquent, il est nécessaire de chercher de 

nouveaux agents thérapeutiques avec peu d'effets secondaires pour prévenir l'apparition de 

ces maladies d’origine inflammatoire et oxydative.   

Les plantes représentent un réservoir inépuisable de métabolites secondaires qui 

possèdent un très large éventail d’activités biologiques. Ces plantes sont utilisées en 

médecine traditionnelle sans règles scientifiques précises. Pour cela, les recherches sont 

orientés vers la valorisation de la médecine traditionnelle en vue de vérifier la sûreté et 

l’efficacité des plantes utilisées et d’établir des règles scientifiques pour l’usage de ces 

plantes. 
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C’est dans ce contexte que s’inscrit le présent travail qui a pour objectif principal 

d’évaluer les propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes des extraits d’acétate éthyle et 

butanolique de la partie aérienne de Helichrysum stoechas (L.) Moench. 

Cette étude comporte quatre volets: 

1. Le premier a été consacré à l’étude phytochimique visant principalement l’extraction, 

la quantification et l’identification des composés phénoliques par LC-ESI-MS. 

2. Le second a été consacré à évaluation de la toxicité des extraits étudiés, dans le but de 

définir le seuil toxique et l’intervalle d’innocuité de ces extraits. 

3. Le troisième volet, a été consacré à l’évaluation des activités anti-inflammatoires par 

l’utilisation de plusieurs modèles expérimentaux inflammatoires in vivo et in vitro à 

savoir : 

• Œdème de l’oreille induit par l’huile de croton chez la souris. 

• Poche d’air. 

• Production des cytokines. 

• Stabilité membranaire des érythrocytes humains. 

• Inhibition de la dénaturation des protéines. 

4. Le quatrième volet a été consacré à l’évaluation de l’activité antioxydante par plusieurs 

tests in vitro (DPPH, ABTS, OH•, O2
•-, H2O2, blanchiment de la β-carotène, 

peroxydation de l’acide linoléique, pouvoir réducteur, TAC et l’hémolyse induite par 

l’AAPH) et in vivo en testant l’effet des extraits étudiés sur les marqueurs du stress 

oxydant (GSH, CAT, SOD et MDA). 
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I. Inflammation 

La réaction inflammatoire est la réponse des tissus vivants, vascularisés, à une agression 

d’origine physique, chimique ou biologique dans le but de maintenir son intégrité 

(Medzhitov, 2008). Elle met en jeu de nombreux systèmes biologiques qui interviennent à 

des temps et des degrés variables: réactions biochimiques, activation cellulaire, coagulation, 

fibrinolyse, qui visent à détruire ou à éliminer la substance étrangère (Ashley et al., 2012).  

L'inflammation est un processus habituellement bénéfique. Parfois elle peut être néfaste 

du fait de l'agressivité de l'agent pathogène, de sa persistance, du siège de l'inflammation, ou 

encore des régulations anormales du processus inflammatoire. Elle est classée en deux 

catégories selon la durée et la cinétique du processus inflammatoire: la réaction 

inflammatoire aiguë et la réaction inflammatoire chronique (Noack et Kolopp-Sarda, 2018). 

I.1. Inflammation aiguë 

L’inflammation aigue est une réponse immédiate, de quelques jours à quelques 

semaines, d’installation souvent brutale et caractérisée par des phénomènes vasculo-

exsudatifs intenses. Elle se traduit ordinairement par quatre symptômes cardinaux: œdème, 

rougeur, douleur et chaleur. Ces symptômes sont liés aux effets des différents agents 

inflammatoires présents sur le site de l’agression (Noack et Kolopp-Sarda, 2018). 

Cependant, un échec dans la résolution provoque une infiltration incontrôlée et persistante 

des cellules inflammatoires, conduisant ainsi à la progression vers l’inflammation chronique 

(figure 1). La réponse inflammatoire aiguë se déroule en trois phases. 

I.1.1. Phase vasculaire 

La phase vasculaire est initiée avec une vasoconstriction artériolaire extrêmement brève, 

de quelques secondes, de type reflexe sous l’effet du système nerveux sympathique. Cette 

vasoconstriction va perturber le mouvement thrombocytaire dans la circulation sanguine et 

entrainer par conséquent l’activation des plaquettes, ces dernières interviennent de deux 

manières en colmatant d’abord la brèche et en synthétisant de la thromboxane A2 qui est 

douée de propriétés agrégants et vasoconstrictrices puissantes (Buckley et al., 2014). 

Parallèlement durant cette phase, l’activation du facteur XII de système de coagulation 

aboutit à la formation de la fibrine qui en plus de son rôle dans l’hémostasie exerce un rôle 
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Figure 1. Evolution de l’inflammation aiguë (Kumar et al., 2020). 

 

chimiotactique pour les neutrophiles et augmente la perméabilité vasculaire en agissant sur 

le système des kinines (Weill et Batteux, 2003). Ces derniers, vont induire la production de 

plusieurs médiateurs tels que les eicosanoïdes et le monoxyde d’azote (NO) responsables de 

la vasodilatation des vaisseaux sanguins (Felipe et al., 2007). Cette vasodilatation est 

accompagnée par une augmentation du débit de la microcirculation, ce qui explique 
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partiellement l'apparition de la chaleur et de la rougeur du site enflammé. En outre, ces 

médiateurs et d’autres comme les amines vasoactives vont augmenter la contraction des 

cellules endothéliales, ce qui augmente ainsi la perméabilité vasculaire et la formation de 

l’œdème, qui par distension des tissus provoque une hyperpression sur les terminaisons 

nerveuses locales et une sensation de tuméfaction et de douleur (Kumar et Jain, 2014). 

I.1.2. Phase cellulaire 

L’augmentation de la perméabilité vasculaire, la présence de plusieurs substances 

chimiotactiques attirent un grand nombre de cellules au niveau du foyer inflammatoire telles 

que les polynucléaires neutrophiles (PMNs), les monocytes/macrophages, les lymphocytes 

et les mastocytes. L’étape initiale de la phase cellulaire consiste en une margination des 

cellules de la circulation vers le site d’agression dans les 30 à 60 minutes qui suivent cette 

agression (Weill et Batteux, 2003). Les polynucléaires circulants sont attirés vers le foyer 

inflammatoire par des facteurs chimiotactiques. Les PMNs circulantes se marginalisent et 

adhèrent aux cellules endothéliales par l’interaction entre les sélectines de l’endothélium et 

leurs ligands présents sur les polynucléaires. Cette interaction ne permet pas un ancrage 

stable des polynucléaires qui vont simplement rouler à la surface de l’endothélium. La 

fixation stable nécessite des interactions plus fortes qui mettent en jeu le couple ICAM-1 sur 

l’endothélium et son ligand LFA-1 sur les polynucléaires. L’interaction de ces deux 

molécules bloque les PMNs et permet leur migration à travers l’endothélium (Aymeric et 

Lefranc, 2009). Au niveau des tissus infectés, les PMNs peuvent éliminer de nombreux 

pathogènes par phagocytose. Cette phagocytose peut être directe par l’intermédiaire de 

récepteurs spécifiques des structures présentes à la surface de la bactérie, ou indirecte après 

opsonisation par des anticorps et des protéines du complément (Headland et Norling, 2015). 

La réaction inflammatoire pourrait s’arrêter à ce stade si les neutrophiles ne suffisent pas 

pour détruire l’agresseur, les macrophages, attirés par les facteurs chimiotactiques sécrétés 

par les neutrophiles, vont arriver sur le site (2-4 h plus tard) pour phagocyter les neutrophiles 

sénescents et tout autre corps étranger (Charles et al., 2010). 

I.1.3. Phase de résolution 

La phase de résolution, ou de réparation, dépend du degré des lésions tissulaires. En 

effet, dans les conditions les plus favorables, les agents agresseurs sont éliminés par les 

polynucléaires neutrophiles, et les produits de dégradation ainsi que les débris cellulaires 

sont phagocytés par les macrophages. Les macrophages vont alors sécréter des cytokines et 

des médiateurs qui vont induire la phase de cicatrisation et de régénération tissulaire 
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(Soehnlein et Lindbom, 2010). Le retour à un état physiologique normale consiste dans un 

premier temps à la réparation de l’endothélium par les cellules endothéliales elles-mêmes, 

ces cellules pouvant produire et remodeler les éléments de leur stroma (collagène I et III) ou 

de leur lame basale (collagène IV et V, laminine) (Eming et al., 2007). Si l’atteinte est plus 

sévère entrainant la destruction du tissu atteint, d’autres cellules vont intervenir pour réparer 

le nouveau tissu. Les macrophages vont participer à l’angiogenèse, mais ce sont surtout les 

fibrocytes puis les fibroblastes qui vont produire les protéines matricielles des tissus 

intercellulaires, comme le collagène, la fibronectine et la laminine pour reconstituer les 

tissus. Le système de l’angiogenèse est ainsi remis au repos et la réaction inflammatoire peut 

s’éteindre (Delves et al., 2008). 

I.2. Inflammation chronique 

L’homéostasie tissulaire est régulée par une balance sensible entre le recrutement, la 

prolifération, la migration et la mort des cellules impliquées. Une dysrégulation de cette 

balance conduit à une réponse inflammatoire chronique irréversible (Lawrence et Gilroy, 

2007). L’inflammation chronique correspond donc à un échec de l’inflammation aiguë et 

induit de nombreuses pathologies. L’infiltrat cellulaire perdure et contribue ainsi à 

l’hyperplasie et à la destruction du tissu. Le microenvironnement joue un rôle primordial 

dans ce processus. En effet, la production de cytokines et de chimiokines va favoriser la 

survie et le maintien des cellules sur le site inflammatoire. Les mécanismes et médiateurs 

impliqués dans le processus de l’inflammation chronique sont similaires dans différentes 

maladies inflammatoires chroniques telles que la polyarthrite rhumatoïde, le psoriasis ou 

encore la maladie de Crohn (Lowe et Storkus, 2011). Parmi ces agents communs, les 

cytokines représentent des facteurs primordiaux pour l’environnement cellulaire et 

systémique (Noack et Kolopp-Sarda, 2018). 

I.3. Médiateurs de l’inflammation  

La réponse inflammatoire provoque la libération de divers médiateurs inflammatoires. 

Ces médiateurs sont des acteurs importants dans le processus inflammatoire. Ils augmentent 

la perméabilité vasculaire, attirent les leucocytes vers le lieu de l’inflammation, favorisent 

leur adhésion à l'endothélium et augmentent l’agrégation des plaquettes (Medzhitov, 2008). 

Le tableau 1 résume l’origine et les effets des plus importants des médiateurs de 

l’inflammation. 
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Tableau 1. Principaux médiateurs de l’inflammation (Kumar et al., 2020). 

Médiateur Origine Action 

Histamine Mastocytes 

Basophiles 

Plaquettes 

Vasodilatation, augmentation de la 

perméabilité vasculaire, activation 

endothéliale. 

Prostaglandines Mastocytes 

Leucocytes 

Vasodilatation, douleur, fièvre. 

Leucotriènes Mastocytes 

Leucocytes 

Augmentation de la perméabilité 

vasculaire, chimiotactisme, 

adhésion et activation leucocytaire. 

Cytokines  

(TNF, IL-1, IL-6) 

Macrophages 

Cellules endothéliales 

Mastocytes 

Locale: Activation endothéliale 

(expression de molécules 

d’adhésion). 

Systémique: Fièvre, problèmes 

métaboliques, Hypotension. 

Chimiokines Leucocytes 

Macrophages activées 

Chimiotactisme, activation 

leucocytaire. 

Facteur d’agrégation 

plaquettaire (PAF) 

Leucocytes 

Mastocytes 

Vasodilatation, augmentation de la 

perméabilité vasculaire, adhésion 

leucocytaire, chimiotactisme, 

dégranulation, explosion oxydative. 

Complément Plasma  (produit dans 

le foie) 

Chimiotactisme et activation 

leucocytaire, complexe d’attaque 

membranaire, vasodilatation 

(activation mastocytaire). 

Kinines Plasma  (produit dans 

le foie) 

Augmentation de la perméabilité 

vasculaire, contraction des muscles 

lisses, vasodilatation, douleur. 

 

I.4. Traitement de l’inflammation 

Les anti-inflammatoires sont des médicaments connus de longues dates et qui restent 

encore parmi les plus utilisés en pratique clinique. Ils appartiennent à diverses classes 
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pharmacologiques et agissent via des mécanismes biochimiques très différents. Les anti-

inflammatoires non stéroïdiens, issus des travaux concernant l’acide acétylsalicylique et la 

cortisone avec ses multiples dérivés (glucocorticoïdes) restent la base du traitement des 

maladies d’origine inflammatoire, qu’elle soit aiguë ou chronique (Nailwal et Doshi, 2021). 

I.4.1. Anti-inflammatoires non stéroïdiens 

Les anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) ont comme principal mode d’action 

l’inhibition de la synthèse des prostaglandines par le blocage de la cyclo-oxygénase (COX) 

(figure 2). La COX existe sous deux isoformes: la COX-1, dite constitutive, est impliquée 

dans la synthèse des prostaglandines physiologiques protectrices au niveau de la muqueuse 

gastrique et des reins; la COX-2, dite inductible, émerge dans les foyers inflammatoires et 

stimule la formation de prostaglandines pro-inflammatoires à action délétère (Becker et 

Monassier, 2018).  

Divers stimuli (mécaniques, chimiques...) activent les phospholipases A2 contenues 

dans les membranes cellulaires, provoquant ainsi la transformation des phospholipides 

membranaires en acide arachidonique. Ce dernier est métabolisé en prostaglandines et 

thromboxane A2 grâce à la COX. Son inactivation par les AINS entraîne l’inhibition de la 

synthèse des prostaglandines pro-inflammatoires, mais aussi celle des prostaglandines 

cytoprotectrices (prostacycline), notamment dans l’estomac et les reins, et du thromboxane 

A2 des plaquettes. Cette double action explique, d’une part, les effets anti-inflammatoires, 

et d’autre part, certaines manifestations indésirables digestives et rénales (Scheen, 2022). 

I.4.2. Anti-inflammatoires stéroïdiens 

Les anti-inflammatoires stéroïdiens (AIS) appelés communément glucocorticoïdes sont 

des dérivés de synthèse de la cortisone. Ils constituent un groupe très homogène sur le plan 

structural avec une activité anti-inflammatoire puissante en plus des propriétés 

immunomodulatrices et antiallergiques (Mallem et Gogny, 2014). La corticothérapie a 

conquis une place de choix dans le traitement de toute une série de pathologies. Citons, outre 

les allergies et le rejet de greffe, de nombreuses affections rhumatologiques, 

dermatologiques, respiratoires, digestives et oculaires (Edwards, 2012).  
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Figure 2. Mécanisme d’action et effets des anti-inflammatoires non stéroïdiens 

(Brandstatter et al., 2010). 

Les corticoïdes agissent sur des récepteurs cytosoliques spécifiques. Ils exercent leurs 

actions essentiellement par des effets génomiques en agissant sur la transcription de l’ADN 

en ARN et sur la régulation post-transcriptionnelle des ARN messagers (figure 3). Ces 

glucocorticoïdes vont agir sur de nombreuses cibles, à la fois humorales et cellulaires. Sur 

le plan humoral, ils interagissent avec des cytokines et chémokines, des molécules 

d’adhésion, des enzymes, des molécules de la prolifération cellulaire et de l’apoptose. Au 

niveau cellulaire, ils interfèrent avec de nombreuses cellules cibles impliquées dans 

l’immunité innée ou adaptative, parmi lesquelles les macrophages, les polynucléaires, les 

mastocytes, les lymphocytes T et B, les cellules dendritiques, les fibroblastes, mais aussi 

d’autres cellules comme les cellules épithéliales, endothéliales, mésangiales et des muscules 

lisses (Quatrini et Ugolini, 2021). Cette panoplie d’effets explique à la fois leur remarquable 

efficacité dans toute une série de maladies inflammatoires et dysimmunitaires, mais aussi 

leur profil de sécurité délicat qui peut poser des problèmes en pratique clinique (Scheen, 

2022). 
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Figure 3. Mécanisme d’action des glucocorticoïdes (Barnes et Adcock, 2009). 

I.4.3. Anti-inflammatoires d’origine végétale 

Les plantes médicinales sont largement utilisées en médecine traditionnelle  à travers le 

monde pour traiter ou soulager de nombreuses maladies inflammatoires. Les propriétés anti-

inflammatoires de ces plantes sont dues principalement à leur richesse en métabolites 

secondaires comme les polyphénols, les terpènes, les alcaloïdes, les stérols, les caroténoïdes, 

les vitamines (A, E et C) et les huiles essentielles (Setty et sigal, 2005; Iwalewa et al., 2007). 

L’activité anti-inflammatoire des composés phénoliques a été démontrée dans de 

nombreuses études in vitro et in vivo. Contrairement aux composés pharmacologiques qui 

agissent spécifiquement via un récepteur ou une voie de signalisation, les polyphénols ont 

des modes d’action multi-cibles. Ces substances actives peuvent agir à plusieurs niveaux de 

la réaction inflammatoire en inhibant le métabolisme de l’acide arachidonique en bloquant 

les voies de la cyclooxygénase et la lipoxygénase (Yoon et Baek, 2005), les mécanismes de 

transduction du signal impliqués dans l’activation des cellules inflammatoires (Capiralla et 

al., 2012), la synthèse des cytokines pro-inflammatoires, l’expression des molécules 

d’adhésion, l’activation du facteur NF-κB et la production des espèces oxygénées réactives 

(Zeinalia et al., 2017). 
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Des travaux menés in vitro ont montré que l’acide oléanolique, la curcumine, le 

kaempférol-3-O-sophoroside, le gallate d'épigallocatéchine et le lycopène sont de puissants 

inhibiteurs de la protéine HMGB1, une importante protéine constitutive de la chromatine et 

qui joue un rôle clé dans l'inflammation (Bae, 2012). Le resvératrol inhibe la COX, inactive 

le récepteur gamma activé par les proliférateurs de peroxysomes (PPAR) et induit l’oxyde 

nitrique synthase endothéliale (eNOS) chez les macrophages de souris et de rats (Speciale et 

al., 2011; Biasutto et al., 2012; Mohar et Malik, 2012). La curcumine a montré aussi des 

propriétés anti-inflammatoires en réduisant la production des cytokines pro-inflammatoires 

(TNF-α, l’IL-1), des molécules d’adhésion (ICAM-1, VCAM-1) et d’autres médiateurs 

inflammatoires tels que les prostaglandines et les leucotriènes (Gupta et al., 2011; 

Noorafshan et Ashkani-Esfahani, 2012; Marchiani et al., 2014). 

I.5. Relation inflammation et stress oxydant 

Différentes études ont montré que l’inflammation et le stress oxydant sont 

étroitement liés (Castellani et al., 2014; Mittal et al., 2014). Durant la réponse inflammatoire, 

les phagocytes activées sécrètent des substances réactives oxygénées, azotées et chlorées tels 

que le peroxyde d’hydrogène (H2O2), le radical hydroxyle (OH•), le monoxyde d’azote (NO•) 

et l’acide hypochloreux (HOCl), dans le but d’éliminer les pathogènes (Fialkow et al., 2014). 

La production de ces espèces réactives devient plus importante en cas d’une réponse 

inflammatoire chronique, conduisant à la perpétuation de l’inflammation et au 

développement de pathologies chroniques (Hardbower et al., 2013). 

Au cours des syndromes inflammatoires chroniques, les dérivés réactifs de l’oxygène 

ne participent pas seulement aux dommages moléculaires, cellulaires et tissulaires dont ils 

sont directement responsables, mais sont également fortement impliqués dans la régulation 

de la production d’autres médiateurs inflammatoires et, pour certains d’entre eux, dans 

l’orientation de la différentiation lymphocytaire (Reimund, 2002). Il a été montré que H2O2 

active le facteur transcriptionnel nucléaire NF-κB en activant certaines IκB kinases 

responsables de la phosphorylation de IκB, l’inhibiteur de NF-κB et sa dégradation par le 

système ubiquitine-protéasome (permettant ainsi la translocation de NF-κB du cytoplasme 

vers le noyau), ou encore en favorisant la liaison de NF-κB à ses sites de fixation sur l’ADN 

(Takada et al., 2003). Parmi les gènes dont l’activation transcriptionnelle est placée sous le 

contrôle de NF-κB, on peut citer les gènes codant pour le TNF-α, les interleukines (IL-1,    

IL -2, IL -6, IL -8), la iNOS, et bien d’autres encore. D’autres facteurs transcriptionnels 
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comme AP-1 sont aussi en partie sous le contrôle des dérivés réactifs de l’oxygène (Pinkus 

et al., 1996).  

Les cellules inflammatoires activées produisent également des cytokines pro-

inflammatoires (IFNγ, TNFα, IL-1 et IL-6), qui stimulent de façon réciproque la production 

des ROS par les neutrophiles, les macrophages et les cellules épithéliales. Ceci correspond 

à une boucle de rétrocontrôles positifs entre les médiateurs inflammatoires et oxydants 

respectivement (Castellani et al., 2014 ; Li et al., 2016). 

Bien que la séquence des évènements des deux processus soit complexe, il apparait 

que l’inflammation et le stress oxydant sont interdépendants et intimement liés (figure 4) 

notamment lors des processus pathologiques. Les médiateurs inflammatoires libérés sous 

stimulation du stress oxydant favorisent l’inflammation. A l’encontre de cela, 

l’inflammation via les ROS libérés et d’autres substances oxydantes favorise le stress 

oxydant et les dommages cellulaires. Un cercle vicieux entre le stress oxydant et 

l’inflammation est alors mis en place (Lugrin et al., 2014 ; Biswas, 2015). 

 

 

Figure 4. Interaction potentielle entre le stress oxydant et l’inflammation (Li et al., 2016). 
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II. Stress oxydant 

Le stress oxydant résulte d’un déséquilibre entre la production d’espèces réactives de 

l’oxygène (ROS) et les capacités de défense antioxydante de l’organisme. Produits de façon 

continue et élevée, les ROS sont à l’origine d’un réel stress oxydant avec modifications 

irréversibles de lipides, de protéines et d’acides nucléiques (Baudin, 2020). Le stress oxydant 

a été incriminé dans la physiopathologie de nombreuses maladies, en particulier le cancer, 

les maladies vasculaires et les maladies inflammatoires. Par ailleurs, les dommages 

moléculaires et cellulaires causés par les ROS seraient responsables des phénomènes du 

vieillissement (Bonnefont-Rousselot et al., 2019). 

II.1. Radicaux libres et espèces réactives 

Les radicaux libres sont des atomes ou molécules possédant un ou plusieurs électrons 

célibataires, ce qui les rend très instables. Elles tendent, ainsi, à réagir avec de nombreux 

composés, notamment les macromolécules situées à proximité de leur site de génération 

(Hokayem et al., 2012). 

Les radicaux libres incluent d’une part, les espèces réactives de l’oxygène représentées 

par, l’anion superoxyde (O2
•-), le radical hydroxyle (OH•), les radicaux peroxyles (ROO•), 

les lipoperoxyles (LOO•) et les radicaux alkoxyles (RO•), et d’autre part les radicaux libres 

azotés comme le monoxyde d’azote (NO•) et le dioxyde d'azote (NO2
•). Les classes des 

espèces réactives d’oxygène ou d’azote incluent également d’autres espèces réactives non 

radicalaires mais délétères pour l’organisme tel que le peroxyde d'hydrogène (H2O2), l’ozone 

(O3), l’oxygène singulet (1O2), l’acide hypochloreux (HOCl) et le peroxynitrite (ONOO-) 

(figure 5). 

 

II.2. Sources des espèces réactives oxygénées 

Les ROS peuvent être d’origine endogène ou exogène (figure 6). 

II.2.1. Sources endogènes 

La chaine respiratoire, la xanthine oxydoréductase, la NADPH oxydase et la 

myélloperoxydase représentent les principales sources endogènes des espèces réactives de 

l’oxygène. 
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Figure 5. Les différentes réactions qui conduisent à la formation d’espèces réactives de 

l’oxygène (Carocho et Ferreira, 2013). 

La chaîne respiratoire mitochondriale est constituée d’un ensemble de transporteurs 

d’électrons mobiles ou membranaires, qui assurent une réduction contrôlée de l’O2 

aboutissant à la formation de molécules d’H2O. Toutefois, cette chaîne de transport peut 

laisser fuir quelques électrons qui vont réduire partiellement l’oxygène. En effet, environ 2% 

de l'oxygène subit une réduction monoélectronique conduisant à la formation du radical 

superoxyde O2
•- au niveau de l’ubiquinone (coenzyme Q) (Gilbert et al., 2013). 

La xanthine oxydase (XO) est une source importante de radicaux libres. Elle catalyse 

l’hydroxylation oxydative de l’hypoxanthine en xanthine puis en acide urique, produisant au 

cours de chacune de ces deux réactions un anion superoxyde (Deaton et Marlin, 2011). La 

xanthine déshydrogénase produit quant à elle une molécule de peroxyde d’hydrogène par 

molécule d’hypoxanthine hydrolysée (Tessier et Marconnet, 2015). 

La NADPH oxydase est un complexe multimérique, appartenant aux phagocytes et aux 

lymphocytes B. Elle catalyse le transfert d'électrons de son substrat (NADPH) à l'oxygène 

moléculaire entraînant la production d'anions superoxyde et de ses dérivés (peroxyde 

d'hydrogène, radical hydroxyle et l'oxygène singulet). Ces composés qui sont de puissants 

oxydants, sont capables de tuer les micro-organismes préalablement endocytés (Souza et al., 

2010). 

Les neutrophiles possèdent également la myéloperoxydase qui catalyse la réaction du 

H2O2 produit à partir de O2
•- avec des ions chlorure pour produire l’acide hypochloreux 

(HOCl) et participe à la lutte contre les agents pathogènes (Deaton et Marlin, 2011). 
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Figure 6. Sources et réponses cellulaires aux espèces réactives de l'oxygène (Santos et al., 

2018). 

En plus de ces formes des ROS, les phagocytes activés sécrètent également le monoxyde 

d’azote (NO·), formé lors de la conversion de la L-arginine en L-citrulline, catalysée par la 

eNOS (endothelial NOS) et iNOS (Ca2+-independent inducible NOS) dans l’endothélium 

vasculaire (Bergendi et al., 2013). 

La transformation catalytique de l’acide arachidonique par les voies de la lipoxygénase 

conduit à la génération de OH• et O2
•-, suivis par des peroxydes lipidiques (Nanda et al., 

2007). Les produits finaux de la peroxydation lipidique par ces ROS, à savoir, l’acroléine et 

le 4-hydroxynonénal, exercent des effets cytotoxiques, qui provoquent des 

endommagements aux cellules (Barrera, 2012). 
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II.2.2. Sources exogènes 

Les rayonnements induisent la synthèse de radicaux libres, soit en scindant la molécule 

d'eau (rayons X ou rayons γ) soit en activant des molécules photosensibles (UV) et peuvent 

produire des anions superoxydes et de l'oxygène singulet (Gambini et Granier, 2013). 

Les métaux tels que le fer, le cuivre, le Zinc, le nickel, le cadmium et le mercure génèrent 

en présence du peroxyde d’hydrogène des radicaux hydroxyles par la réaction de Fenton. 

La fumée de cigarette contient un mélange complexe d’éléments réactifs aussi bien dans 

sa phase gazeuse que dans la phase particulaire. Chaque bouffée inhalée libère un grand 

nombre des molécules oxydantes où les ROS sont fortement présents (Birben et al., 2012). 

La toxicité de plusieurs médicaments chimiothérapeutiques est due à une production 

accrue des ROS (Aiassa et al., 2015). L’interaction entre les toxines et les neutrophiles 

augmente significativement la production des ROS et conduit à un stress oxydatif, suivi par 

la mort cellulaire par apoptose (Paraje et al., 2005). 

II.3. Rôles physiologiques des ROS 

Les espèces réactives de l’oxygène présentent un paradoxe dans leurs fonctions 

biologiques, puisqu’ils peuvent être à la fois nocifs mais aussi bénéfiques, voire 

indispensables pour les organismes vivants. 

Les ROS sont impliqués dans la prolifération des cellules musculaires lisses et ont un 

rôle dans le tonus vasculaire notamment le monoxyde d’azote NO• qui est un radical très 

diffusible, avec des effets régulateurs qui s’exercent sur plusieurs processus physiologiques, 

tel que le maintien du tonus vasculaire, la neurotransmission et le fonctionnement rénal 

(Uriu-Adams et Keen, 2005). 

Ces espèces réactives de l’oxygène interviennent aussi dans la modulation de 

l’expression de gènes de structure codant pour des enzymes oxydantes (Birben et al., 2012). 

Le O2
•- est capable de modifier l’activité enzymatique de la tyrosine kinase et de la 

sérine/thréonine kinases telles que les MAPK (mitogen-activated protein kinases) 

conduisant en aval à activer des facteurs de transcription qui vont initier l’expression de 

gènes " redox-sensibles " (Hurd et al., 2012). 

Les espèces réactives oxygénées et azotées participent aussi dans la défense de 

l’organisme par leur action toxique sur les bactéries par le phénomène de " burst oxydatif " 

dans les leucocytes, en particulier les polynucléaires neutrophiles (Uriu-Adams et Keen, 
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2005). Les phagocytes activés produisent des ROS en quantités suffisantes pour tuer les 

agents pathogènes. La NADPH oxydase phagocytaire produit des ions superoxydes et du 

peroxyde d’hydrogène. La myéloperoxydase est une autre enzyme phagocytaire qui participe 

à ce burst oxydatif, en générant de l’acide hypochloreux, un des plus forts oxydants 

physiologiques. Cette production massive de ROS antimicrobiens constitue la première ligne 

de défense contre les agents pathogènes environnementaux (Pruchniak et al., 2015). 

Au cours du processus de fécondation, les spermatozoïdes sécrètent de grandes quantités 

de ROS afin de percer la paroi membranaire de l’ovule. Ces ROS sont aussi impliqués dans 

une phase plus tardive, durant l’embryogénèse. Un accroissement des espèces réactives de 

l’oxygène dans des cellules embryonnaires provoque l’apoptose requise pour l’élimination 

tissulaire durant la morphogenèse (O’Flaherty, 2015). 

II.4. Principales cibles biologiques du stress oxydant 

Malgré que les espèces réactives d’oxygène jouent un rôle positif dans les voies 

physiologiques normales et les fonctions nécessaires des cellules, leur production excessive 

est extrêmement toxique pour la vie cellulaire en endommageant les macromolécules telles 

que les protéines, les lipides, l’ADN et les glucides (figure 7).   

II.4.1. Peroxydation lipidique 

L’oxydation des lipides polyinsaturés, en présence d’oxygène, est un processus 

radicalaire de réactions en chaîne, appelée peroxydation lipidique, qui se décompose en trois 

étapes (Michel et al., 2008). La phase d’initiation correspond à l’attaque d’une ROS pour 

arracher un hydrogène situé en α d’une double liaison d’un acide gras polyinsaturé (LH). Ce 

radical se stabilise par réarrangement, créant ainsi une réaction en chaîne (propagation), 

aboutissant à la formation d’un hydroperoxyde lipidique (LOOH) qui, sous l’action des 

métaux (Fe2+ ou Cu2+), formera des radicaux alkoxyles (LO•) et hydroxyles (OH•). La phase 

terminale de dégradation conduira à des aldéhydes, parmi lesquels on peut citer le 4-

hydroxynonénal (4-HNE), le malondialdéhyde (MDA), ou les isoprostanes (Rossary et 

Steghens, 2013). Les produits de peroxydation lipidique peuvent être mesurés dans les urines 

et le plasma en tant que marqueurs du stress oxydant (Gilbert et al., 2013). 

II.4.2. Oxydation des protéines 

Les protéines sont aussi sensibles aux attaques radicalaires. Les ROS sont capables de 

réagir avec différents acides aminés des chaînes des protéines. Les plus sensibles à leur 

action sont ceux possédant des chaînes latérales aromatiques (la tyrosine, le tryptophane et 
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l’histidine), sur lesquels l’OH• s’additionne. L’oxydation par les ROS conduit à la formation 

des ponts disulfures, sur les acides aminés contenant un atome de soufre tels que la cystéine 

et la méthionine, en modifiant la conformation de la protéine (Rahal et al., 2014). Certaines 

enzymes cellulaires et protéines circulantes (transferrine, albumine) sont ainsi oxydées et 

inactivées. Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques, et 

deviennent beaucoup plus sensibles à l’action des protéases (Sharma et al., 2018). 

 

 

Figure 7. Cibles moléculaires des radicaux libres (Carocho et Ferreira, 2013). 

 

II.4.3. Oxydation de l’ADN 

Les bases nucléiques sont susceptibles d’être oxydées, ce qui serait à l’origine de 

mutations géniques ou de défauts de transcription. L’ADN mitochondrial paraît 

particulièrement exposé au stress oxydant, à cause de sa proximité avec la source des ROS, 

de l’absence d’histones protectrices, de la faible proportion de régions non codantes et des 
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faibles capacités de réparation de l’ADN (Lovell et Markesbery, 2007). L’attaque de l’ADN 

par les ROS en particulier le radical hydroxyle, peut entraîner des cassures dans la double 

hélice, des liaisons entre plusieurs brins d’ADN voire entre l’ADN et les protéines, et des 

modifications des bases. Ces altérations peuvent conduire à des malformations des protéines, 

au dysfonctionnement des cellules et même à la mort cellulaire. Le marqueur d’oxydation 

des acides nucléiques le plus utilisé est la 8-hydroxyguanosine (8-OHG), formé par 

l’hydroxylation en position 8 de la guanosine (Gilbert et al., 2013). 

II.4.4. Oxydation des glucides 

Le glucose et les protéoglycanes du cartilage sont les cibles glucidiques préférées des 

ROS. L’oxydation du glucose est directe et donne des dérivés carbonyls susceptibles de 

réagir avec une protéine pour aboutir à la formation de produits finaux de glycosylation 

(PFG), soit par la formation d’une liaison covalente entre un ose et les groupements aminés 

libres d’une protéine (glycosylation non-enzymatique) pour donner une protéine glyquée 

susceptible d’être attaquée par des ROS pour former des PFG (Boulanger et al., 2002). Ces 

derniers sont d’une importance capitale, car en présence de métaux de transition ils 

favorisent la libération d’O2
•-

 et fragilisent les parois vasculaires et la rétine chez les patients 

diabétiques (Gillery, 2006). 

II.5. Stress oxydant et pathologies 

Par la création de molécules biologiques chimiquement et irréversiblement anormales 

et la surexpression de certains gènes, le stress oxydant pourrait être la cause essentielle de 

plusieurs maladies tels, le cancer, la cataracte, la sclérose latérale amyotrophique et aussi le 

vieillissement accéléré (tableau 2). Dans certaines maladies multifactorielles à savoir le 

diabète, la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires ; le stress 

oxydant agit comme un facteur potentialisateur de la genèse (Phaniendra et al., 2015). 

II.6. Antioxydants 

Un antioxydant est une substance qui, à une concentration faible par rapport au substrat 

oxydable, retarde ou empêche l’oxydation de ce substrat. L’organisme utilise un ensemble 

d’antioxydants endogènes qui peuvent être de nature enzymatique ou non enzymatique et 

d’autres exogènes qui assurent sa protection contre les radicaux libres et leurs effets délétères 

(figure 8). 
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Tableau 2. Relations entre les maladies et le stress oxydant (Favier, 2006). 

 

Maladies dues à une production insuffisante de 

radicaux libres 
• Agranulomatose septique • Psoriasis 

Maladies où le stress oxydant fait partie des 

facteurs déclencheurs 

• Maladie d’Alzheimer • Stérilités masculines 

• Maladies virales : EBV, HVB • Rhumatismes  

• Athérome • Asthme • Insuffisance respiratoire 

Maladies où le stress oxydant est la cause 

primordiale 

• Cancers • Auto-immunité • Cataracte  

• Dégénérescence maculaire • Sclérose latérale 

amyotrophique • Photo-vieillissement cutané  

• Photosensibilisation • Irradiation • Intoxications 

par CCl4, Cd, Fe, alcool • Hémochromatose 

Maladies entraînant un stress oxydant 

secondaire 

• Diabète • Insuffisance rénale • Mucoviscidose  

• Sida • Choc septique • Infarctus du myocarde  

• Ischémies/reperfusion • Parkinson • Brûlures  

• Thalassémie • Greffes d’organes  

Traitements : • Anticancéreux • PUVA thérapie  

• Oxygène hyperbare 

 

 

Figure 8. Système de défense antioxydant dans l'organisme (Kurutas, 2016). 
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II.6.1. Enzymes antioxydantes 

Les enzymes antioxydantes les plus utilisées par la cellule pour se protéger des oxydants 

sont les SOD, la catalase et la GPX. 

II.6.1.1. Superoxyde dismutase 

Les superoxyde dismutases (SOD) catalysent la dismutation de l’anion superoxyde en 

peroxyde d’hydrogène. Il existe trois types de SOD; elles sont toutes des métalloenzymes : 

chez les procaryotes, on trouve la SOD à fer (Fe-SOD) et une SOD à manganèse (Mn-SOD); 

chez les eucaryotes, une Mn-SOD dans les mitochondries et une SOD à cuivre/zinc (Cu/Zn-

SOD) dans le cytosol des cellules (Sharma et al., 2018). Le peroxyde d’hydrogène formé est 

pris en charge par les catalases et les glutathion peroxydases à sélénium (Zelko et al., 2013). 

II.6.1.2. Catalase 

La catalase est une enzyme capable de transformer le peroxyde d’hydrogène en eau et 

en oxygène moléculaire. Elle est formée de quatre sous-unités, chacune comportant une 

molécule d’hème liant du fer sous forme Fe3+, liée au site actif comme groupement 

prosthétique. La dissociation des sous-unités résulte en une perte de son activité. On la trouve 

essentiellement dans les peroxysomes et les hématies, lieux de production de H2O2, ainsi 

immédiatement détoxifié (Zuo et al., 2015). 

II.6.1.3. Glutathion peroxydase 

La glutathion peroxydase (GPX) catalyse la réduction d’hydroperoxydes en alcools avec 

oxydation du glutathion réduit (GSH) en glutathion oxydé (GSSG). Cette réaction est 

couplée à celle régénérant le GSH, catalysée par la glutathion réductase. La GPX est une 

protéine constituée de quatre sous-unités comportant chacune un atome de sélénium, intégré 

dans le site actif sous forme de séléno-cystéine où l’atome de soufre est remplacé par un 

atome de sélénium. Un déficit en sélénium conduit à une baisse de l’activité de la GPX 

(Bonnefont-Rousselot et al., 2019). 

D’autres enzymes comme la glutathion transférase, les thiorédoxines réductases ou les 

thiorédoxines peroxydases et l’hème oxydase présentent également une activité 

antioxydante relativement importante (Kurutas, 2016). 
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II.6.2. Antioxydants non enzymatiques 

II.6.2.1. Glutathion 

Le glutathion est un tripeptide (glutamyl-cystéinyl-glycine) présent dans les cellules 

majoritairement sous forme réduite (GSH). Il représente la principale source cellulaire 

d’agents réducteurs ; il agit essentiellement par l’action des GPX. Par ailleurs, des glutathion 

S-transférases (GST) catalysent son transfert sur de nombreux substrats. Sa forme oxydée 

(GSSG) régénère la forme réduite sous l’effet de la glutathion réductase (Sharma et al., 

2018). Le glutathion participe au recyclage d’autres antioxydants comme les vitamines C et 

E et se lie aux toxines pour les transformer en composés hydrosolubles, facilement éliminés 

dans la bile ou les urines. Il participe également à l’éradication des métaux lourds de 

l’organisme (Tovmasyan et al., 2015). 

II.6.2.2. Acide urique 

Dans la voie de dégradation de la purine, l'acide urique est un produit intermédiaire. Il 

représente l'un des plus importants antioxydants de faible masse moléculaire dans les fluides 

biologiques humains. L’acide urique agit comme un donneur d’électrons capable de 

stabiliser les radicaux hydroxyles, pyroxyles, et l’oxygène singulet (Roumeliotis et al., 

2019). Outre son action de capteur des radicaux, l’acide urique peut également chélater les 

ions métalliques, comme le fer et le cuivre, les transformant en formes peu réactives 

incapables de catalyser les réactions radicalaires. Après réaction avec les ROS et d'autres 

agents oxydants, l'acide urique peut être oxydé en allantoïne et en plusieurs autres produits 

d'oxydation. Ainsi, le dosage de l’acide urique et/ou de l'allantoïne est un moyen pour 

évaluer le niveau de stress oxydatif chez l'homme (Tovmasyan et al., 2015). 

II.6.2.3. Vitamines 

• Vitamine C (acide L-ascorbique)  

L’acide ascorbique est un dérivé furanne, ressemblant à un sucre ce qui lui confère des 

propriétés hydrosolubles. La vitamine C est un réducteur et un antioxydant, en piégeant les 

ROS, en préservant le glutathion, en régénérant la vitamine E, et en manifestant un pouvoir 

réducteur sur le collagène, la DOPA et de nombreuses autres molécules oxydées. Elle est 

régénérée par le glutathion, la SOD et la catalase (Baudin, 2020). 

• La vitamine E (α-tocophérol) 

 La vitamine E est la molécule antioxydante liposoluble la plus abondante de l’organisme 

humain. Elle est présente dans les membranes cellulaires et circule dans le sang sous forme 
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liée aux lipoprotéines (Fabre et al., 2015). La vitamine E est un antiradicalaire puissant en 

captant l’électron célibataire, et le stabilisant par résonance, électron trouvé dans les radicaux 

oxygénés libres RO• (alcoolate) et ROO• (alcoxy), interrompant ainsi la chaîne de 

propagation radicalaire dans les membranes cellulaires. Elle évite également l’oxydation des 

acides gras, dont ceux portés par les lipides de faible densité (LDL oxydées) (Schmölz et al., 

2015). 

• La vitamine A (rétinol) 

La vitamine A est un terpène cyclique qui existe sous plusieurs formes dont le rétinol, qui 

représente la forme la plus active, le rétinal avec différentes isomères, et l’acide rétinoïque 

issus des carotènes naturels (Baudin, 2020). Les carotènes précurseurs sont transformés en 

rétinol sous l’action d’une monooxygénase ; les caroténoïdes regroupent les carotènes (α, β 

et γ) et des molécules apparentées potentiellement productrices de rétinol ou de ses dérivés. 

Les caroténoïdes et la vitamine A possèdent des propriétés antiradicalaires en piégeant les 

lipoperoxydes et protègeraient ainsi les LDL (Sharma et al., 2018).  

II.6.2.4. Polyphénols 

Les polyphénols sont des composés issus du métabolisme secondaire des végétaux et 

caractérisés par la présence d’un ou plusieurs groupements phénoliques dans leur structure. 

Ils sont repartis en différents groupes, définis en fonction de la structure de leur squelette 

carbone (Amiot et al., 2009). Les principales classes sont les acides phénoliques, les tannins 

et les flavonoïdes. Ils sont capables de piéger des radicaux libres, d’inhiber la peroxydation 

lipidique en réduisant les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. Ils sont aussi 

capables de piéger les ions métalliques, car ils ont des propriétés chélatrices (figure 9). 

III. Helichrysum stoechas (L.) Moench 

Helichrysum stoechas (L.) Moench (H. stoechas), est une plante aromatique appartenant 

à la famille des Asteraceae et au genre de Helichrysum qui renferme près de 500 espèces 

différentes (Albayrak et al., 2010). Cette plante largement répondue dans les pays du bassin 

méditerranéen et dans l'Asie du Sud-Ouest est communément connue sous le nom de 

l’immortelle en français, gold-everlasting en anglais et chegara ou arfiya en arabe (Trabut, 

2006 ; Hussain et al., 2020).  
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Figure 9. Mécanismes de l’activité antioxydante des polyphénols (Makris et Boskou, 

2014). 

H. stoechas est un arbuste vivace qui pousse spontanément sur les falaises, les sables 

maritimes, sur les rochers et dans les forêts claires. Elle peut atteindre jusqu’à 70 cm de haut. 

Ses tiges sont d'aspect laineux et blanchâtre, recouvertes d'un duvet cotonneux portent des 

feuilles alternes, tomenteuses en-dessus (bien que vertes), très blanches en-dessous (figure 

10). Les capitules sont largement campanulés et hémisphériques, de 4 à 6 mm de diamètre 

regroupés en corymbes, de couleur jaune doré (Quezel et Santa, 1963 ; Haddouchi et al., 

2016 ; Silva et al., 2017). 

III.1. Usage traditionnel 

Les espèces de Helichrysum ont été couramment utilisés en médecine traditionnelle 

comme tisanes pour traiter diverses maladies, dont l'inflammation, les troubles de la vésicule 

biliaire, les blessures, les infections et les affections respiratoires (Haddouchi et al., 2014). 

Dans les pays d'Afrique du Nord, les graines, les racines et d'autres parties aériennes de H. 
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stoechas sont utilisées contre le paludisme, les rhumatismes, la goutte et dans l'élimination 

des calculs rénaux (Hussain et al., 2020). Au Portugal, les décoctés de la plante sont utilisés 

contre le rhume, la bronchite et la fièvre (Barroso et al., 2014). L’huile essentielle des 

parties aériennes de cette plante est utilisée en parfumerie et en industrie cosmétique (Lavault 

et Richomme, 2004). 

 

Figure 10. Photographie de Helichrysum stoechas (L.) Moench 

III.2. Phytochimie 

Plusieurs études phytochimiques ont montré que H. stoechas contient un amalgame de 

métabolites secondaires dans les diverses parties de la plante. Les et al. (2017) ont identifié 

dans l’extrait méthanolique de la partie aérienne de cette plante 10 composés principalement 

de nature phénolique: deux phloroglucinols hétérodimères (l’arzanol et le 3-[3-acetyl-2,4,6-

trihydroxy-5-(3,7-dimethyloct-2,6-dienyl) phenyl-methyl]-4-hydroxy-6,5-dimethyl-pyran-

2-one), un homodimère α-pyrone (hélipyrone), trois acides phénoliques (acide p-

hydroxybenzoïque, acide caféique et acide néochlorogénique), trois flavonoïdes (5,7-

dihydroxy-3,6,8-triméthoxyflavone, isoquercitrine et quercétagétine-7-O-glucopyranoside) 

et un diacylglycérol (santinol B). Les travaux de Hussain et al. (2020) ont abouti à 

l’isolement et la caractérisation d’un triterpène glycoside (Lanostan-3β-olyl-26-oic acid 3-

O-α-D-glycopyranoside) à partir de l’extrait éthanolique de cette plante. Sobhy et El-Feky 
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(2007) ont déterminé dans l’huile essentielle de H. stoechas plusieurs composés majoritaires, 

tels que l’α-pinène (59%), le limonène (16.7%), l’α-bisabolol (9.6%) et le β-caryophyllène 

(4%). L’extrait aqueux des feuilles et des fleurs contient l’acide chlorogénique, la cynarine 

et l’arzanol (Silva et al., 2017). Plus récemment, Zengin et al. (2020) ont rapporté la richesse 

de l’extrait éthanolique en acide 5-O-caféoylquinique, acide protocatéchique, acide p-

hydroxybenzoïque, acide caféique, acide p-hydroxyphénylacétique, quercétine, kaempférol, 

pinocembrine et galangine. 

III.3. Propriétés biologiques 

Les métabolites secondaires de H. stoechas confèrent à cette plante plusieurs propriétés 

pharmacobiologiques. En effet, plusieurs phénols isolés de cette plante possèdent des 

propriétés antioxydantes et antimicrobiennes (Albayrak et al., 2010 ; Ibrahim et al., 2017), 

anti-inflammatoires et analgésiques (Hussain et al., 2020), anxiolytiques et antidépresseurs 

(Borgonetti et al., 2020), antiprolifératives, antidiabétiques et neuroprotectrices (Les et al., 

2017) et antilithiasique (Onaran et al., 2016). L’extrait éthanolique de H. stoechas est 

caractérisé par une activité inhibitrice de l’acétylcholinestérase, la butyrylcholinestérase, l’α-

amylase et l’α-glucosidase (Zengin et al., 2020). Les huiles essentielles de cette plante 

possèdent une activité antifungique et antimicrobienne (Roussis et al., 2002). 
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MATERIEL ET METHODES 

I. Matériel  

I.1. Matériel végétal 

La plante Helichrysum stoechas a été récoltée en mai 2017 de la région de Beni 

Ourtilane, au Nord-Ouest de Sétif. L’identification de la plante a été faite par Dr. Djamel 

Sarri, Faculté des Sciences, Université de M’sila. La partie aérienne de la plante a été séchée 

à l’ombre et à température ambiante puis stockée à l’abri de la lumière jusqu'à son utilisation. 

I.2. Animaux 

L’étude in vivo a été réalisée sur des souris femelles Swiss albinos dont le poids varie 

entre 25 et 30 g procurés auprès de l’Institut Pasteur d’Alger. Les animaux répartis en 

groupes sont hébergés dans des cages en polypropylène à température ambiante et à cycle 

naturel de la lumière, avec accès libre à l’eau et à l’alimentation standard fourni par l’Office 

National des Aliments de Bétails (ONAB) d’El Kseur (Bejaia). Après une semaine 

d’adaptation, les animaux sont pesés, marqués et soumis à jeun pendant une nuit avant leur 

utilisation. 

I.3. Sang humain 

Le sang humain frais est obtenu par prélèvement veineux au pli du coude des volontaires 

sains et non-fumeurs et qui n’ont pas pris de traitement médical pendant au moins quinze 

jours. 

II. Méthodes 

II.1. Préparation des extraits  

Les extraits de Helichrysum stoechas ont été préparés par macération de 100 g de poudre 

de la partie aérienne préalablement broyée est placée dans 1000 ml du mélange méthanol/eau 

(7:3V/V) pendant 24 heures, sous agitation continue et à température ambiante. Après 

filtration, cette opération est renouvelée 3 fois. Les filtrats sont mélangés et évaporés sous 

pression réduite à 45°C dans un rotavapeur (BÜCHI R-210). Après séchage de l’évaporat, 

le résidu sec obtenu est repris par l’eau bouillante puis soumis à une décantation pendant une 

nuit à 4 °C. Le filtrat obtenu est traité successivement avec l’acétate éthyle et le n-Butanol. 



 

 

MATERIEL ET METHODES 31 

Les deux phases organiques récupérées sont évaporées puis séchées pour obtenir l’extrait 

d’acétate éthyle (E.AE) et l’extrait butanolique (E.But) qui sont conservés à -32°C jusqu’à 

leur utilisation (Akkal et al., 2010).   

II.2. Analyse phytochimique 

II.2.1. Dosage des polyphénols totaux  

La teneur en composés phénoliques des extraits d’acétate éthyle et butanolique de H. 

stoechas est déterminée par le réactif du Folin-Ciocalteu comme décrit par Li et al., (2007). 

Cette méthode est basée sur la réduction en milieux alcalin de la mixture phophotungstique 

(WO4
2-) phosphomolybdique (MoO4

2-) de réactif de Folin par les groupements oxydables 

des composés phénoliques, conduisant à la formation de produits de réduction de couleur 

bleue. Ces derniers présentent un maximum d’absorption à 765 nm dont l’intensité est 

proportionnelle à la quantité de polyphénols présents dans l’échantillon. Pratiquement, 100 

μl de différentes concentrations de chaque extrait ou de l’acide gallique sont mélangés avec 

500 μl du réactif du Folin-Ciocalteu (10%). Après 4 min, 400 μl de Na2CO3 (7.5%) sont 

ajoutés. L’absorbance est mesurée à 765 nm après 1 h 30 min d’incubation. La concentration 

en polyphénols dans chaque extrait est exprimée en μg d’équivalent d’acide gallique par mg 

d’extrait (μg EAG/mg d’extrait), et calculée à partir de la courbe d’étalonnage de l’acide 

gallique (figure 11A). 

II.2.2. Dosage des flavonoïdes 

La méthode du trichlorure d’aluminium est utilisée pour déterminer la teneur en 

flavonoïdes totaux dans les extraits de H. stoechas (Bahorun et al., 1996). Les flavonoïdes 

forment des complexes jaunâtres par chélation des métaux (Fe+2, Al+2), ce phénomène traduit 

le fait que le métal perd 2 électrons pour s’unir à 2 atomes d'oxygène de la molécule 

phénolique agissant comme donneur d’électrons. La couleur jaune produite possède une 

absorbance maximale à 430 nm, l’intensité de coloration est proportionnelle à la quantité des 

flavonoïdes présente dans l’extrait. Brièvement, 1 ml de la solution d’extrait est ajouté à 1 

ml de la solution d’AlCl3 (2%). Après 10 min d’incubation à température ambiante et à 

l’obscurité, l’absorbance est lue à 430 nm. La concentration des flavonoïdes dans les extraits 

est déduite à partir d’une droite d’étalonnage établie avec la quercétine (figure 11B) et est 

exprimée en μg d’équivalent de quercétine par mg d’extrait (μg EQ/mg d’extrait).  
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Figure 11. Droite d'étalonnage de l'acide gallique (A) et de la quercétine (B) 
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II.2.3. Analyse par LC-ESI/MS 

L’analyse qualitative des composés phénoliques dans les extraits d’acétate éthyle et 

butanolique de H. stoechas a été effectuée par chromatographie liquide sur colonne à haute 

performance couplée à la spectrométrie de masse (LC-ESI/MS) selon la méthode décrite par 

Sulaiman et al., (2014). Un chromatographe Agilent Technology 1200 couplé à un 

spectromètre de masse triple quadripôle (API-3200) avec une colonne de type ZORBAX 

SB-C18 (4.6 × 150 mm, 3.5 μm) ont été utilisés. Premièrement, les solutions des extraits (1 

mg/ml) préparées dans le méthanol, sont filtrés à travers un filtre PTFE (0.45 μm) à l’aide 

d’un injecteur afin d’éliminer les particules. Ensuite, 20 μl de chaque solution sont injectés 

et laissés élués à travers la colonne par une phase mobile avec un débit de 1.0 ml/min à 35°C. 

Deux phases mobiles ont été utilisées ; la première (A) est composée d’eau bidistillée avec 

0.1 % d’acide formique et la deuxième (B) est composée de l’acétonitrile. L’élution est 

effectuée en mode gradient comme suit : 0-3 min (10% B) ; 4-8 min (10% B) ; 9-11 min 

(80% B) ; 12-13 min (80% B) ; 14-15 min (10% B). Le mode d’ionisation de l’instrument 

LC-ESI/MS est négatif, opérant avec l’azote à 650°C et un débit de 4.0 L/min, un 

électronébuliseur de 50 psi (3.45 bars), un voltage capillaire de 4500 V, un voltage de 

fragmentation de 70 V et une énergie de collision de 35 eV. La détection a été effectuée par 

un détecteur UV-Vis à 280 nm. Le contrôle du spectromètre de masse ainsi que l'analyse des 

données ont été effectués par le logiciel Analyst® version 1.6.3. 

II.3. Evaluation de la toxicité des extraits de Helichrysum stoechas 

Dans la présente étude, les lignes directrices de l'Organisation de Coopération et de 

Développement Economiques (OCDE 425, 2008) ont été adoptées afin d’évaluer tout 

éventuel risque de toxicité des extraits de Helichrysum stoechas lors des tests biologiques. 

Pratiquement, une dose de 2000 mg/kg de chaque extrait a été testée sur des lots de 5 souris 

de poids homogène. Les souris sont réparties en 3 lots comme suit : Lot 1 (Témoin), Lot 2 

(souris ayant reçu 2000 mg d’E.AE), Lot 3 (souris ayant reçu 2000 mg d’E.But). Les doses 

sont administrées per os (dose unique) et par voie orale. Les souris du groupe témoin ont 

reçu le même volume (10 ml/kg) d’eau distillée. Les lots de souris ont été mis en observation 

individuelle afin de noter les signes immédiats d’intoxication (dyspnée, salivation, troubles 

de la motricité, diarrhée, convulsion et ptôsis) pendant les 4 heures qui suivent les traitements 

puis régulièrement durant les premières 24 et 48 h et quotidiennement par la suite pendant 

14 jours pour permettre d’enregistrer les effets tardifs y compris le nombre de mortalité.  
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II.4. Activité anti-inflammatoire des extraits de Helichrysum stoechas 

II.4.1. Activité anti-inflammatoire in vivo 

II.4.1.1. Œdème de l’oreille induit par l’huile de croton 

L’effet anti-œdémateux des extraits d’acétate éthyle et butanolique a été évalué en 

utilisant l’œdème de l’oreille induit par l’huile de croton (Manga et al., 2004). Afin de 

provoquer une inflammation cutanée, les souris reçoivent sur la face interne de l’oreille 

droite 15 μl d’une solution acétone-eau (1:1) contenant 80 μg d’huile de croton comme agent 

irritant. Les souris traitées reçoivent localement 2 mg/oreille d’E.AE, d’E.But ou 0,5 mg 

d’indométacine, simultanément avec l’agent phlogogénique. L’épaisseur de l’oreille est 

mesurée par un pied à coulisse digital avant le traitement et 6 heures après l’induction de 

l’inflammation. La différence de l’épaisseur avant et après l’application de l’agent 

phlogogénique est calculée. Le pourcentage d’inhibition de l’œdème est défini par rapport 

au groupe témoin selon la formule suivante : 

% d’inhibition = (Δ Témoin – Δ Traité / Δ Témoin) x 100 

 

Δ Témoin : différence d’épaisseur pour le groupe témoin. 

Δ Traité : différence d’épaisseur pour le groupe traité. 

 

II.4.1.2. Poche d’air induite par la carragénine chez la souris 

L’induction de la poche d’air a été réalisée par l’injection sous-cutanée de 3 ml d’air 

stérile dans la région interscapulaire des souris. Pour maintenir la forme de la poche, 1.5 ml 

d’air stérile ont été réinjecté dans la poche lors du 3ème et du 6ème jour de l’expérience 

(Colville-Nash et Lawrence, 2003). Lors du 7ème jour, les souris reçoivent directement dans 

la poche 1 ml de NaCl stérile (0.9%) contenant 1 mg d’extrait d’acétate éthyle ou butanolique 

de H. stoechas ou 0.1 mg/poche d’indométacine. Les souris du groupe témoin reçoivent 1 

ml de NaCl stérile seulement. Une heure après, tous les groupes reçoivent 0.1 ml du λ-

carragénine (1%). Quatre heures après le traitement, les souris sont sacrifiées par dislocation 

cervicale. Une incision est pratiquée et l’exsudat de la poche est récupéré après l’injection 

de 1 ml de NaCl stérile dans la cavité de la poche. Afin de déterminer le nombre de 

leucocytes ayant migrés dans la poche d’air, une dilution 1/10 de l’exsudat a été réalisée par 

une solution Türk. Le comptage des leucocytes est effectué à l’aide d’une cellule Thoma 
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avec un objectif X40. Le pourcentage d’inhibition de la migration de leucocytes est calculé 

par rapport au groupe témoin considéré comme 100% selon la formule suivante : 

 

% d’inhibition = (NT –NE / NT) × 100 

 

NT : nombre des leucocytes du groupe témoin. 

NE : nombre des leucocytes du groupe traité. 

II.4.2. Activité anti-inflammatoire in vitro 

II.4.2.1. Production de cytokines 

a. Isolement des leucocytes mononucléaires 

L’isolement des leucocytes mononucléaires du sang périphérique humain (PBMCs) a 

été effectué selon la méthode décrite par Amro et al., (2013). Pratiquement, le sang 

héparinisé et dilué (1:1, V/V) dans le milieu de culture RPMI 1640 (Roswell park memorial 

institute medium) est déposé délicatement dans des tubes coniques de 50 ml contenant le 

même volume de ficoll. Après centrifugation à 1250 rpm pendant 20 min à 22°C, la couche 

translucide entre le plasma et le ficoll est récupérée soigneusement à l’aide d’une pipette 

pasteur stérile dans des tubes stériles de 15 ml. Afin d’éliminer toutes les cellules 

contaminantes, des séries de lavage par le RPMI 1640 et de centrifugation à 1480 rpm 

pendant 5 min et à 22°C sont effectuées. Le culot cellulaire obtenu est repris par 1 ml de 

RPMI 1640. 

b. Comptage des cellules 

Afin de déterminer le nombre des PBMCs obtenus, 50 μl de la suspension cellulaire sont 

rigoureusement mélangés avec 50 μl de bleu trypan (0.4%), puis le nombre est déterminé à 

l’aide d’une cellule de Neubauer. La concentration cellulaire est estimée par la formule 

suivante : 

[C] = N x F x 104 

 
[C] : concentration cellulaire (cellule/ml). 

N : nombre de cellules comptées dans les 16 carreaux de l’hématimètre. 

F : facteur de dilution. 

104 : facteur spécifique de l’hématimètre, utilisé pour obtenir le nombre de cellules dans un volume 

égal à un millimètre. 
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Après comptage des cellules, une dernière centrifugation a été effectuée afin de 

récupérer les cellules dans le milieu de culture complet (RPMI 1640 supplémenté par le 

sérum de veau fœtal 10%, la L-glutamine 2 mM, la gentamicine 50 μg/ml, la pénicilline 100 

U/ml et la streptomycine sulfate 100 mg/ml) à une concentration de 2 × 105 PBMCs/ml. 

c. Culture cellulaire et dosage des cytokines 

La culture cellulaire a été réalisée dans des microplaques de 24 puits, où les monocytes 

(2 × 105 cellules/ml) sont incubés en présence de différentes concentrations des extraits (1, 

10, 50 et 100 μg/ml) et de 5 μg/ml de concanavaline A (Con A) dans une étuve à atmosphère 

humide à 37°C et 5% de CO2. Les puits contrôles qui ne contiennent pas des extraits sont 

incubés en présence de la Con A. Après une nuit d’incubation, les surnageants sont récupérés 

par centrifugation (1200 rpm/10 min à 22°C) et la quantité de cytokines l’IL-10 et l’IL-17A 

libérée a été déterminée par ELISA suivant le protocole décrit par le fabriquant (Invitrogen, 

UK). 

II.4.2.2. Stabilité membranaire des érythrocytes humains 

La capacité des extraits étudiés à protéger la membrane des érythrocytes humains contre 

l’hémolyse induite par le milieu hypotonique est évaluée selon la méthode décrite par 

Debnath et al., (2013). Brièvement, 125 μL de la suspension érythrocytaire diluée à 10% 

dans un milieu isotonique (tampon phosphate 10 mM, pH=7.4, 154 mM NaCl) sont ajoutés 

à 1.25 ml de chaque extrait à différentes concentrations (1, 2, 3 mg/ml) dissous dans un 

milieu hypotonique (10 mM tampon phosphate, pH=7.4, 50 mM NaCl) ou 1.25 ml de 

diclofénac sodique utilisé comme référence à différentes concentrations (1, 2, 3 mg/ml). Le 

contrôle considéré comme le 100% d’hémolyse contient la suspension érythrocytaire avec 

le milieu hypotonique seul. Après incubation pendant 10 minutes à température ambiante, 

une centrifugation est effectuée à 3000 rpm à 4°C pendant 10 minutes. L’absorbance du 

surnageant récupéré est mesurée à 540 nm. Le pourcentage d’inhibition de l’hémolyse est 

calculé selon la formule suivante : 

% d’inhibition = (AC –AE / AC) × 100 

AC : absorbance du contrôle. 

AE : absorbance des échantillons. 
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II.4.2.3. Inhibition de la dénaturation des protéines 

L’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits d’acétate éthyle et butanolique a été 

évaluée par la méthode d’inhibition de la dénaturation des protéines décrite par Sakat et al., 

(2009). Brièvement, 500 µl de la solution d’albumine du sérum bovin (BSA) à 5 % préparée 

dans un tampon Tris-HCl (20 mM, pH=6.8) est ajoutée à 500 µl de chaque extrait à 

différentes concentrations (12.5, 37.25, 62.5 µg/ml) ou de diclofénac sodique comme anti-

inflammatoire de référence avec les mêmes concentrations. Le contrôle est composé de 500 

µl de la solution de BSA et 500 µl du tampon Tris-HCl. Après incubation pendant 20 min à 

37°C, la température est augmentée à 70°C pendant 10 min, suivie d’un refroidissement. 

L’absorbance est mesurée à 660 nm et le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des 

protéines est calculé comme suit : 

% d’inhibition = (AC –AE / AC) × 100 

 

AC : absorbance du contrôle. 

AE : absorbance des échantillons. 

 

II.5. Activité antioxydante des extraits de Helichrysum stoechas 

II.5.1. Activité antioxydante in vivo 

L’activité antioxydante in vivo des extraits d’acétate éthyle et butanolique est 

déterminée selon la méthode décrite par Zhang et al., (2003). Pratiquement, des lots de 7 

souris ont été constitués. Les souris des groupes traités reçoivent quotidiennement par voie 

orale pendant 21 jours consécutifs, 75,150 et 300 mg/kg d’E.AE, d’E.But ou 150 mg/kg de 

l’acide ascorbique comme référence. Les souris du groupe témoin ont reçu uniquement du 

NaCl 0.9%. Au 22ème jour, les souris sont sacrifiées et le foie est immédiatement récupéré, 

nettoyé avec du NaCl 0.9% stérile et froid. 

Afin de doser les marqueurs du stress oxydatif (catalase, superoxyde dismutase, 

glutathion réduit et malondialdéhyde), un poids de 500 mg de foie est broyé dans 5 ml de 

tampon phosphate froid (Na2HPO4/KH2PO4, 100 mM, pH 7.4) à l’aide d’un broyeur IKA-

RW15. L’homogénat obtenu est centrifugé à 4000 rpm pendant 20 min à 4 °C. Le surnageant 

est aliquoté puis conservé à -32° C jusqu’à son utilisation. 
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II.5.1.1. Détermination de l’activité de la superoxyde dismutase 

La détermination de l’activité de la superoxyde dismutase (SOD) est effectuée selon la 

technique décrite par Marklund et Marklund (1974). Le principe du dosage est basé sur une 

compétition entre la réaction d’auto-oxydation du pyrogallol par les radicaux O2
•‾ et la 

dismutation de ces radicaux par la SOD. Brièvement, 25 μl de surnageant sont ajoutés à 935 

μl de tampon constitué de 50 mM Tris et de 1 mM d’acide diethylènetriamine-pentacetique 

(DTPA), le pH du tampon est amené entre 8.6 et 8.7 avec l’acide cacodilyque. Un volume 

de 40 μl de pyrogallol (10 mM) préparé dans du HCl (0.01N) est ajouté au milieu réactionnel. 

Après homogénéisation, la lecture de l’absorbance est lancée 45 secondes après l’addition 

du pyrogallol à une longueur d’onde de 420 nm pendant 1 minute. L’activité de la SOD est 

exprimée en unité par milligramme de protéines où l’unité est calculée comme suit :  

U = (pourcentage d’inhibition / 50) x le facteur de dilution 

Le pourcentage d’inhibition de l’auto-oxydation du pyrogallol est calculé selon la formule 

suivante. 

% d’inhibition = (AC –AE / AC) 

AC : absorbance du pyrogallol seul. 

AE : absorbance du pyrogallol en présence du surnageant du foie. 

II.5.1.2. Détermination de l’activité de la catalase 

L’activité enzymatique de la catalase a été déterminée selon la méthode décrite par Aebi 

et al., (1974), dont le principe est basé sur la diminution de l’absorbance à 240 nm qui est 

due à la décomposition du peroxyde d’hydrogène (H2O2) en présence de la catalase. 

Brièvement, 34 μl de surnageant dilué au 1/10 sont ajoutés directement dans la cuve 

contenant 966 μl de H2O2 (19.5 mM) préparé dans le tampon phosphate de sodium (50 mM, 

pH 7). La lecture est faite contre un blanc contenant le surnageant de foie et le tampon 

phosphate de sodium en utilisant un spectrophotomètre UV/VIS (SPECORD® 210 PLUS). 

L’activité de la catalase est exprimée en μmol de H2O2/min/mg de protéines. 

II.5.1.3. Dosage de glutathion réduit 

Le dosage de glutathion réduit (GSH) est effectué selon la méthode d’Ellman (1959), 

basée sur la réaction d’oxydation du GSH par l’acide 5,5’-dithiobis 2-nitrobenzoïque 

(DTNB) libérant ainsi l’acide thionitrobenzoïque (TNB) absorbant à 412 nm. A 200 µl 

d’homogénat sont ajoutés 200 µl de TCA à 10 %. Le mélange est agité pendant 5 min puis 

centrifugé à 2000 rpm pendant 10 min. Après centrifugation, 200 µl de surnageant sont 
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mélangés avec 1.8 ml de DTNB à 0.6 mM préparé dans le tampon phosphate de sodium (0.2 

M, pH 8). Après 5 min d’incubation, la lecture de l’absorbance s’effectue à 412 nm. La 

concentration du glutathion réduit est exprimée en nmol/mg de protéines. 

II.5.1.4. Dosage du malondialdéhyde 

Le dosage du MDA est réalisé selon le protocole décrit par Mihara et Uchiyama (1978). 

Un volume de 125 μl de surnageant de foie est ajouté à 125 μl de TCA (20%) et 250 μl de 

TBA (0.67%). Le mélange réactionnel est chauffé à 100 °C pendant 15 min. Après 

refroidissement rapide, 1 ml de n-butanol est ajouté. Le milieu réactionnel subit une forte 

agitation ensuite une centrifugation pendant 15 min à 3000 rpm. L’absorbance du surnageant 

est lue à 530 nm contre un blanc contenant de l’eau distillée à la place du surnageant. La 

concentration en MDA est exprimée en nmol de MDA/mg de protéines. 

II.5.2. Activité antioxydante in vitro 

II.5.2.1. Piégeage du radical DPPH• 

L’évaluation de l’activité antiradicalaire des extraits d’acétate éthyle et butanolique de 

H. stoechas vis-à-vis le radical DPPH est effectuée selon la méthode décrite par Que et al., 

(2006). Un volume de 500 µl de la solution de DPPH (0.1 mM) est ajouté à 500 µl d’extrait 

à différentes concentrations (5 - 90 μg/ml). Le BHT est utilisée comme antioxydant standard. 

Le mélange réactionnel est incubé 30 min à l’obscurité et à température ambiante, puis 

l’absorbance est lue à 517 nm. Le pourcentage de l’activité antiradicalaire est calculé selon 

la formule suivante : 

Activité antiradicalaire (%) = (AC –AT / AC) × 100 

AC : absorbance du contrôle. 

AT : absorbance du test. 

La concentration ayant la capacité de piéger 50% du radical DPPH (IC50) est déterminée. 

II.5.2.2. Réduction du radical cation ABTS•+ 

La capacité des extraits de H. stoechas à stabiliser le radical cationique ABTS•+ est 

évaluée selon la méthode décrite par Re et al., (1999). Le radical cation ABTS•+ est produit 

par réaction d'ABTS (7 mM) et le persulfate de potassium (2.45 mM) à température ambiante 

et à l’obscurité pendant 16-18 heures. La solution d’ABTS•+ est diluée avec l’éthanol pour 

obtenir une absorbance de 0,700 ± 0,020 à 734 nm. Ensuite, 50 μl d’extrait ou d’antioxydant 

de référence (BHT) sont ajoutés à 1 ml de l’ABTS•+. Après 6 min d’incubation à température 



 

 

MATERIEL ET METHODES 40 

ambiante et à l’obscurité, l’absorbance est mesurée à 734 nm. Le pourcentage d’activité 

antiradicalaire vis-à-vis des radicaux ABTS•+ est calculé selon l’équation suivante : 

Activité antiradicalaire (%) = (AC –AT / AC) × 100 

AC : absorbance du contrôle. 

AT : absorbance du test. 

II.5.2.3. Piégeage du radical hydroxyle 

L’activité de piégeage du radical hydroxyle des extraits est mesurée selon la méthode 

de Sharma et al., (2013). Pratiquement, 100 µl de différentes concentrations des extraits de 

H. stoechas ou l'acide ascorbique (standard) sont ajoutés à 500 μl de FeSO4 (1.5 mM) et 350 

μl de H2O2 (6 mM). Après 5 min d'incubation, 150 μl de salicylate de sodium (20 mM) sont 

additionnées au milieu réactionnel. Le mélange est bien agité puis laissé réagir pendant 1 h 

à température ambiante, et l’absorbance est mesurée à 562 nm. Le pourcentage de l’activité 

antiradicalaire est calculé selon la formule suivante : 

Activité antiradicalaire (%) = [1 - (A1 –A2) / A0] × 100 

A0 : absorbance du contrôle. 

A1 : absorbance du test. 

A2 : absorbance du test (sans salicylate de sodium). 

II.5.2.4. Piégeage de l’anion superoxyde 

L’effet scavenger des extraits de H. stoechas vis-à-vis de l’anion superoxyde (O2
•-) est 

évalué en utilisant le système PMS-NADH-NBT selon le protocole décrit par Ani et al., 

(2006). 50 µl de différentes concentrations d’extraits ou de l’acide gallique (standard) sont 

mélangées avec 500 µl de NADH (468 µM) et 500 µl de NBT (156 µM). Après 2 minutes 

d’incubation à température ambiante, 50 µl de PMS (60 µM) sont ajoutés au milieu 

réactionnel. Le mélange est bien agité puis laissé réagir pendant 5 minutes à température 

ambiante, et l’absorbance est mesurée à 560 nm. Le pourcentage de l’activité antiradicalaire 

est calculé selon la formule suivante : 

Activité antiradicalaire (%) = (AC –AT / AC) × 100 

AC : absorbance du contrôle. 

AT : absorbance du test. 
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II.5.2.5. Piégeage du peroxyde d’hydrogène 

La capacité des extraits de H. stoechas à piéger le peroxyde d’hydrogène (H2O2) est 

évaluée selon la méthode décrite par Müller, (1985). Dans des puits d’une microplaque 96 

puits, 20 µl de H2O2 (10 mM) sont mélangés avec 100 µl de tampon phosphate de sodium 

(0.1 M, pH 5) et 20 µl de différentes concentrations d’extraits ou de l’acide ascorbique 

(standard). Après 5 minutes d’incubation à 37°C, 30 µl d’ABTS (1.25 mM) et 30 µl de 

peroxydase (1 U/ml) sont ajoutés au milieu réactionnel. Le mélange est ensuite bien agité et 

laissé réagir pendant 10 min à 37°C, avant la lecture de l’absorbance à 405 nm à l’aide d’un 

lecteur de microplaque (Bio-TEK, ELX 800, USA). Le pourcentage de l’activité 

antiradicalaire est calculé selon la formule suivante : 

Activité antiradicalaire (%) = (AC –AT / AC) × 100 

AC : absorbance du contrôle. 

AT : absorbance du test. 

II.5.2.6. Blanchiment du β-carotène 

La capacité des extraits étudiés à prévenir le blanchiment du β-carotène est déterminée 

selon la méthode de Sevgi et al., (2015) basée sur la capacité des extraits à inhiber la 

formation des hydroperoxydes diène conjugués durant l’oxydation de l’acide linoléique. 

Brièvement, 0.5 mg de β-carotène dans 1 ml de chloroforme est mélangé avec 25 μl d’acide 

linoléique et 200 mg de Tween 40. Après évaporation du chloroforme sous vide à 45°C, 100 

ml d’eau distillée saturée en oxygène sont ajoutés au mélange qui sera vigoureusement agité. 

Le milieu réactionnel contient 2.5 ml de l’émulsion de β-carotène/acide linoléique et 0.5 ml 

d’extraits (2 mg/ml) ou de l’antioxydant de référence (BHT). Le mélange est placé dans un 

bain-marie et incubé à 50°C pendant 2 heures. L’oxydation de l’émulsion est suivie par la 

mesure de l’absorbance au temps zéro et après chaque 20 min pendant 2 h à 490 nm. 

L’activité antioxydante est exprimée en pourcentage d’inhibition par rapport au contrôle 

selon l’équation suivante : 

Activité antioxydante (%) = [(1 - (At0 - At120) test / (At0 - At120) contrôle)] x 100 

II.5.2.7. Peroxydation de l’acide linoléique 

L’activité antioxydante totale des extraits étudiés est déterminée selon la méthode de 

thiocyanate ferrique décrite par Gulcin et al., (2005). Premièrement, une émulsion d’acide 

linoléique est préparée en mélangeant 0.028 g d’acide linoléique, 0.028 g de Tween 20 et 10 

ml de solution tampon phosphate (0.04 M, pH 7). Le milieu réactionnel contient 600 µl de 
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solutions d’extraits ou de l’antioxydant standard (BHT) à une concentration bien définie (50 

µg/ml) et 600 µl de l’émulsion d’acide linoléique. Le contrôle contient tous les réactifs sauf 

l’échantillon à tester (extraits ou antioxydant standard) qui est remplacé par un volume égal 

de la solution tampon. Après agitation, le mélange est incubé à 25°C à l’obscurité. La lecture 

est faite après 15 min d’incubation puis chaque 24 heures pendant 96 heures, en mélangeant 

1 ml d’éthanol, 20 µl KCN, 20 µl d’échantillon et 20 µl de FeCl2 et après 3 min, l’absorbance 

est lue à 500 nm contre un blanc d’éthanol. Le pourcentage d’inhibition de la peroxydation 

lipidique est calculé selon l’équation suivante : 

Inhibition de la peroxydation (%) = [(Ac - At) / Ac] x 100 

Ac : Absorbance du contrôle. 

At : Absorbance du test. 

II.5.2.8. Pouvoir réducteur 

Le pouvoir réducteur des extraits de H. stoechas a été déterminé selon le protocole décrit 

par Rohit et al., (2012). Des solutions d’extraits et d’antioxydant de référence (BHT) à 

différentes concentrations sont initialement mélangées avec 625 µl du tampon phosphate 

(0.2 M, pH 6.6) et 625 µl de K3Fe(CN)6 à 1%. Après 20 min d’incubation à 50°C suivie d’un 

refroidissement, 625 µl de TCA (10%) et 625 µl de FeCl3 (0.1%) sont ajoutés au milieu 

réactionnel, et l’absorbance est lue à 700 nm contre un blanc sans FeCl3. L’absorbance est 

directement proportionnelle au pouvoir réducteur. La valeur d’EC50 est calculée à partir de 

la courbe de l’absorbance en fonction de la concentration de l’échantillon. 

II.5.2.9. Capacité antioxydante totale 

La capacité antioxydante totale des extraits de H. stoechas est estimée par dosage du 

phosphomolybdène selon la méthode décrite par Prieto et al., (1999). Un volume de 100 µl 

des solutions d’extraits ou standard (acide ascorbique) est ajouté à 900 µl d’un réactif 

composé d’acide sulfurique (0.6 M), de phosphate de sodium (28 mM) et de molybdate 

d’ammonium (4 mM). Le mélange est incubé à 95° C pendant 90 min. Après refroidissement 

à température ambiante, l'absorbance est mesurée à 695 nm. La capacité antioxydante totale 

est exprimée en microgramme d’équivalent d’acide ascorbique (Vc) par milligramme 

d’extrait (μg EVc/mg d’extrait), et calculée à partir de la courbe d’étalonnage de l’acide 

ascorbique (figure 12). 
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Figure 12. Droite d'étalonnage de l'acide ascorbique 

 

II.5.2.10. Activité anti-hémolytique 

La capacité des extraits à inhiber l’hémolyse induite par les radicaux libres est évaluée 

selon la méthode décrite par Bouhlali et al., (2016). Dans des puits d’une microplaque 96 

puits, 120 μl de la suspension érythrocytaire diluée à 1% dans un tampon phosphate (10 mM, 

pH=7.4) sont mélangés avec 60 µl d’extraits ou de l’antioxydant de référence (Trolox) à 

différentes concentration (5-40 µg/ml). Après 30 minutes d’incubation à 37°C, 120 µl de 

AAPH (120 mM) sont ajoutés au milieu réactionnel. Le mélange est incubé à 37 °C et 

l’absorbance est mesurée à 450 nm toutes les 10 min pendant 260 min à l’aide d’un lecteur 

de microplaque (Bio-TEK, ELX 800, USA). Les échantillons sont remplacés par une 

solution physiologique dans le contrôle négatif. L’effet protecteur des extraits envers 

l’hémolyse induite par des radicaux libres est estimé par la détermination du temps de demi-

hémolyse (HT50). 

II.6. Analyses statistiques 

Les résultats des tests effectués in vitro sont exprimés en moyenne ± SD, et en moyenne 

± SEM pour les tests in vivo. L’analyse statistique a été réalisée à l’aide du logiciel GraphPad 

Prism 7. Les comparaisons multiples et la détermination des taux de signification sont faites 

par le test ANOVA univarié suivi du test de Tukey ou Dunnett. Les différences sont 

considérées statistiquement significatives au seuil de 0.05 (p < 0.05). 
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RESULTATS ET DISCUSSION  

I. Phytochimie des extraits de H. stoechas 

La préparation des extraits a été effectuée en deux grandes étapes, la première a été faite 

par un mélange méthanol/eau (7/3 v.v) pour obtenir initialement l’extrait brut. Selon 

Mahmoudi et al. (2013), la macération semble être la meilleure méthode pour l’extraction 

des polyphénols totaux et des flavonoïdes. L’extraction par le méthanol et l’eau ainsi que 

leur mélange à différents ratios permettent une bonne récupération de composés phénoliques 

(Barros et al., 2010). La deuxième étape a été réalisée par deux solvants à polarité croissante 

à savoir l’acétate d’éthyle et le n-butanol permettant ainsi de séparer des composés de 

l’extrait brut selon leur degré de solubilité dans les solvants d’extraction et selon leur degré 

de glycosylation (Chaouche et al., 2016). Selon Liu et al. (2014), l’acétate d’éthyle est utilisé 

pour l’extraction des flavonoïdes aglycones ou mono-O-glycosides et partiellement di-O-

glycosides tandis que le n-butanol est utilisé pour l’extraction des flavonoïdes di-glycosides, 

tri-glycosides et C-glycosides. 

Les extraits obtenus sont des fines poudres hygroscopiques de couleur marron foncée. 

Le rendement de l’extrait butanolique (6.10 %) est plus élevé que celui de l’extrait d’acétate 

éthyle (1.08 %).  Ceci s’explique par le fait que les solvants utilisés possèdent des pouvoirs 

et des sélectivités d’extraction différents. Nos résultats concordent avec ceux présentés par 

Matić et al. (2013), sur H. zivojinii espèce du même genre que la nôtre. 

La plante utilisée pour l’extraction a été séchée à l’ombre puis broyée. Le séchage à 

l’obscurité prévient les transformations chimiques telles que l’isomérisation et la 

dégradation causées par les radiations UV de la lumière solaire (Marston et Hostettmann, 

2006). L’utilisation de la poudre plutôt que la plante non broyée améliore l’extraction en 

augmentant la surface de contact entre l’échantillon et le solvant, facilitant ainsi sa 

pénétration à l’intérieur des cellules (Jones et Kinghorn, 2005). 

Les composés phénoliques (acides phénoliques et flavonoïdes) forment le groupe des 

composés phytochimiques le plus important des plantes, et sont connus pour leurs capacités 

antioxydantes et anti-inflammatoires (Chen et al., 2019). Les teneurs en polyphénols totaux 

et en flavonoïdes ont été déterminées par dosage colorimétrique en utilisant le réactif de 

Folin-Ciocalteu et du trichlorure d’aluminium respectivement. Ces deux méthodes sont 

considérées comme les meilleures méthodes de détermination des polyphénols et des 
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flavonoïdes des extraits de plantes, car elles sont standardisées, simples et reproductibles 

(Djeridane et al., 2010).  

Les résultats montrent que l’extrait d’acétate éthyle est plus riche en polyphénols et en 

flavonoïdes que l’extrait butanolique (tableau 3). La concentration de ces composés dans 

les extraits de la plante dépend de la polarité des solvants utilisés dans la préparation des 

extraits (Aires et Carvalho, 2017). Il est souvent rapporté que les composés phénoliques sont 

abondants dans les espèces appartenant à la famille des Astéracées (Djeridane et al., 2006). 

Toutefois, les conditions géographiques et climatiques peuvent entraîner des différences 

significatives dans les concentrations des composés bioactifs des plantes, ce qui se répercute 

sur leurs activités biologiques. 

Tableau 3. Teneur en polyphénols totaux et en flavonoïdes des extraits d’acétate éthyle 

(E.AE) et butanolique (E.But) de H. stoechas. 

Extraits 
Polyphénols 

(μg EAG / mg d’extrait) 

Flavonoïdes 

(μg EQ / mg d’extrait) 

E.AE 

E.But 

589.65 ± 35.58 

406.25 ± 16.56 

84.78 ± 8.07 

69.52 ± 5.47 

Les valeurs représentent la moyenne ± SD (n=3). 

Peu de travaux concernant les teneurs en composés phénoliques de l’espèce étudiée ont 

été réalisés. Les teneurs en polyphénols et en flavonoïdes de l’extrait méthanolique de H. 

stoechas originaire de Libye ont été estimées à 8.07 ± 0.03 mg EAG/g MS et 2.04 ± 0.01 mg 

EC/g MS, respectivement par Ibrahim et al. (2017). Cependant, Boubakeur et al. (2017) ont 

montré que l’extrait éthanolique de la partie aérienne de H. stoechas possède des teneurs en 

polyphénols et en flavonoïdes plus élevées que celles de l’extrait aqueux de la même plante. 

D'après Les et al. (2017), le contenu de polyphénols dans l'extrait méthanolique de la partie 

aérienne de H. stoechas est estimé à 166.6 ± 20.1 μg EAG/mg d’extrait. La 

répartition inégale des composés phénoliques dans les différents organes d’une plante est 

rapporté par Brunet et Hoste (2006) et Falleh et al. (2011). Selon Haddouchi et al. (2014), 

les fleurs de H. stoechas sont plus riches en polyphénols et en flavonoïdes que les tiges 

feuillées. 
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D’autre part, les teneurs en composés phénoliques sont influencées par la technique 

d’extraction. En effet, l’extrait obtenue par extraction accélérée par solvant contient des taux 

plus élevés de polyphénols et de flavonoïdes par rapport à ceux obtenus par soxhlet, micro-

onde, macération et sonication (Zengin et al., 2020). 

L’analyse des profils chromatographiques des extraits d’acétate éthyle et butanolique de 

H. stoechas obtenus par LC-ESI/MS, montre la présence de 9 acides phénoliques et 11 

flavonoïdes (figure 13). L’acide férulique, l’isoquercétine, l’acide chlorogénique, l’acide 

ellagique, la quercétine, la quercétine 3-O-galactoside, la rutine, l’epicatéchine et le catéchol 

sont les composés majoritaires identifiés dans les deux extraits. Ils sont accompagnés 

d’autres constituants minoritaires tels que l’acide hydroxybenzoïque, le chlorure myrtilline, 

l’acide caféique et la cyanine chlorure (tableau 4). La teneur de l’E.AE en acides 

phénoliques et en flavonoïdes est plus importante que celle de l’E.But qui renferme juste 

l’epicatéchine, l’acide hydroxybenzoïque et la procyanidine B2 à des quantités plus élevées. 

Nos résultats corroborent ceux de Lavault et Richomme (2004) qui ont montré que le 

H. stoechas variété olonnense contient l’acide chlorogénique, l’acide caféique, la quercétine 

et l’isoquercétine. La majorité des composés détectés dans la présente étude ont été 

caractérisés par Zengin et al. (2020) dans l’extrait méthanolique de H. stoechas subsp. 

barrelieri, avec la prédominance de la quercétine. De même, l’acide hydroxybenzoïque, 

l’acide caféique et l’isoquercétine ont été identifiés dans l’extrait méthanolique de H. 

stoechas (Les et al., 2017). 

II. Toxicité des extraits de Helichrysum stoechas 

L’étude de la toxicité aiguë d’un extrait ou d’une molécule est indispensable pour 

déterminer la DL50 qui permet d’adapter le traitement aux limites. Dans notre étude, la ligne 

directrice de l’OCDE 425 a été suivie pour l’évaluation de la toxicité chez l’animal.  

L’administration par voie orale de 2000 mg/kg de poids corporel (pc) des extraits de H. 

stoechas aux différents lots de souris n’a montré aucune mortalité, et aucun signe clinique 

de toxicité n’a été constatée durant les 14 jours d’observation. Ces extraits sont donc 

considérés comme non toxiques, avec une DL50 supérieure à 2 000 mg/kg de pc. Concernant 

l’état général de l’animal, après observation, les extraits ne modifient pas le comportement 

des souris (mobilité, activité respiratoire, somnolence). Ils n’ont donc pas d’effets toxiques.  
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Figure 13. Profils chromatographiques de l’extrait d’acétate éthyle (A) et butanolique (B) 

de H. stoechas obtenus par LC-ESI/MS. 

Dans la bibliographie consultée, aucune étude toxicologique sur le H. stoechas n’a été 

réalisée. En outre, très peu sont les travaux qui se sont consacrés à l’étude de la toxicité des 

espèces du même genre. Les extraits aqueux de trois espèces du genre Helichrysum (H. 

arenarium, H. noeanum et H. pilicarum) n’ont provoqué aucun changement clinique 

apparent chez les rats pendant les 24 h d’observation (Küpeli et al., 2006).  
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Tableau 4. Composés phénoliques identifiés par LC-ESI/MS dans les extraits d’acétate 

éthyle (E.AE) et butanolique (E.But)  de H. stoechas. 

Composés phénoliques TR 
E.AE 

(µg/g extract) 

E.But 

(µg/g extract) 

SM 

[M-H]- 
M 

Acide gallique 2.56 0.20 0.19 169.00 170.12 

Catéchol 4.47 2.50 1.58 109.00 110.11 

Acide vanillique 6.25 0.004 0.006 166.66 168.15 

Procyanidine B2 6.32 - 0.008 577.10 578.52 

Acide chlorogénique 6.55 10.60 3.79 353.16 354.31 

Acide ρ-coumarique 6.62 0.10 0.10 162.76 164.16 

Acide caféique 6.68 0.59 0.32 178.47 180.16 

Acide hydroxybenzoïque 7.11 0.75 1.43 134.78 135.12 

Chlorure myrtilline 7.34 0.75 0.32 462.18 500.80 

Quercétine 3-O-galactoside 7.35 3.81 1.63 463.00 464.38 

Rutine 7.82 3.78 2.70 609.42 610.52 

Acide trans-cinnamaldéhyde 7.99 0.02 0.05 131.80 132.16 

Acide férulique 8.24 13.60 1.20 192.81 194.18 

Lutéoline 8.32 0.13 0.15 285.00 286.24 

Cyanine chlorure 8.32 0.57 0.80 286.20 287.10 

Acide ellagique 8.36 7.12 6.92 300.70 302.20 

Quercétine 8.37 5.16 4.77 300.60 302.20 

Epicatéchine 8.40 3.21 6.62 289.10 290.30 

Apigénine 8.71 0.05 0.06 269.00 270.12 

Isoquercétine 9.38 11.10 9.00 464.90 464.38 

TR : temps de rétention ; SM : spectroscopie de masse ; [M-H]- : mode négatif ; M : masse 

moléculaire (g/mol). 

III. Activité anti-inflammatoire des extraits de H. stoechas  

Dans la présente étude, les propriétés anti-inflammatoires de H. stoechas ont été 

étudiées dans différents modèles d'inflammation in vivo et in vitro. 

III. 1. Activité anti-inflammatoire in vivo 

Le but de cette partie de l’étude est d’évaluer l’effet anti-inflammatoire des extraits 

étudiés chez la souris en utilisant deux modèles d’inflammation aiguë ; l’œdème de l’oreille 

induit par l’huile de croton et la poche d’air induite par la carragénine. 
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 L’œdème induit par l’huile de croton est un modèle expérimental largement utilisé pour 

le criblage d’anti-inflammatoires de synthèse ou naturels qui agissent à différents stades de 

l’inflammation (Cabrini et al., 2011). L’effet phlogogénique de l’huile de croton est dû 

principalement au principe actif 12-O-tétradécanoylphorbol-13-acétate (TPA) qu’elle 

contient. Le TPA induit une réaction inflammatoire caractérisée par une production 

importante de médiateurs pro-inflammatoires, une augmentation de la perméabilité 

vasculaire et un œdème.  

Les résultats obtenus (figure 14) montrent que les souris du groupe témoin ont 

développé au bout de 6 heures un œdème d’oreille de 86 ± 4.5 µm. Le traitement des souris 

par 2 mg/oreille de E.AE et de E.But a induit une atténuation très significative (p < 0.001) 

de l’œdème, avec une épaisseur de 14 ± 2.2 µm et 30 ± 4.1 µm respectivement, ce qui 

correspond à des taux d’inhibition de 86 % et 64 % respectivement. Ces pourcentages 

d’inhibitions sont supérieurs à celui obtenu avec l’indométacine (53 %) utilisé comme anti-

inflammatoire de référence. 

L’important effet anti-inflammatoire des extraits étudiés est probablement dû à la 

présence de substances lipophiles douées d’activités anti-inflammatoires qui sont capables 

de traverser la barrière cutanée (Okoli et al., 2007). Cette propriété anti-inflammatoire est 

liée au profil chimique de ces extraits qui sont particulièrement riches en composés bioactifs, 

principalement des acides phénoliques et des flavonoïdes. En effet, plusieurs acides 

phénoliques dont certains ont été identifiés dans cette étude tels que l’acide p-coumarique, 

l’acide férulique, l’acide caféique, l’acide chlorogénique et l’acide ellagique ont une activité 

anti-inflammatoire très importante (Oliveira et al., 2017 ; Fu et al., 2020). De même, les 

flavonoïdes détectés dans la plante soient glycosylés ou non glycosylés comme la quercétine, 

l’isoquercétine, la quercétine 3-O-galactoside et la rutine préviennent significativement le 

développement de l’œdème de l’oreille induit chez la souris par l’huile de croton (Sosa et 

al., 2007 ; Kim et al., 2004). La réaction inflammatoire est déclenchée par l’activation de la 

protéine kinase C (PKC), qui favorise une augmentation de phospholipase A2 (PLA2) 

(Rahman et al., 2011). Cette enzyme catalyse l’hydrolyse des phospholipides membranaires 

en acide arachidonique. L’oxydation enzymatique de ce dernier par les cyclo-oxygénases 

(COX) ou par les lipo-oxygénases (LOX) conduit à la formation des éicosanoïdes, 

prostaglandines, leucotriènes et cytokines (Oliveira et al., 2013). De nombreux composés 

polyphénoliques sont doués d’activités anti-inflammatoire en inhibant les médiateurs 

inflammatoires. En effet, Chibli et al. (2014) affirment que la quercétine, la lutéoline et la 

rutine ont une activité inhibitrice de la PLA2, la COX et la LOX. 
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Figure 14. Effet des extraits de H. stoechas sur l’œdème de l’oreille induit par l’huile de 

croton chez la souris. L’œdème est induit par application topique de 80 µg d’huile de croton 

sur la face interne de l’oreille droite. Les souris sont traitées localement par 2 mg/oreille 

d’extrait d’acétate éthyle (E.AE) ou butanolique (E.But) ou par 0.5 mg/oreille 

d’indométacine (IND). Les souris du groupe témoin reçoivent uniquement l’huile de croton. 

Les valeurs représentent la moyenne ± SEM (n = 7). *** : p < 0.001 vs témoin. 

Pour confirmer l’activité anti-inflammatoire des extraits étudiés, leur effet est testé sur 

la migration des leucocytes vers le site inflammatoire. La poche d’air induite par la 

carragénine est bien connue pour l’évaluation des propriétés anti-inflammatoires de 

différents agents (Duarte et al., 2012). La carragénine est un polysaccharide qui induit une 

migration leucocytaire via un mécanisme indirect qui implique l'activation des macrophages 

et la libération de cytokines pro-inflammatoires, tels que l'IL-1 et le TNF-α (Kim et al., 

2017).  

Quatre heures après l’injection de 0.1 ml de λ-carragénine dans la poche d’air, les souris 

du groupe témoin ont développés une inflammation aiguë caractérisée par une infiltration de 

24.22 ± 0.63 x 106 leucocytes/ml d’exsudat. Le traitement avec 1 mg/poche de E.AE ou de 

E.But réduit significativement (p<0.001) le nombre de leucocytes infiltrés qui passe à 3.98 

± 0.52 x 106 leucocytes/ml et 8.20 ± 0.26 x 106 leucocytes/ml d’exsudat, respectivement. 

Ces valeurs correspondent à 84 % et 66 % d’inhibition par rapport au groupe témoin. Ces 

taux d’inhibition sont meilleurs que celui obtenu avec 0.1 mg/poche d’indométacine qui est 

de 58 % (figure 15). 
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Figure 15. Effet des extraits de H. stoechas sur l’infiltration des leucocytes vers la poche 

d’air. L’inflammation est induite par l’injection de 0.1 ml de λ-carragénine (1%) dans la 

poche d’air. Une heure avant l’induction de l’inflammation, les souris sont traitées par 1 

mg/poche de l’extrait d’acétate éthyle (E.AE) ou butanolique (E.But) ou par 0.1 mg/poche 

d’indométacine (IND). Les valeurs représentent la moyenne ± SEM (n = 7). *** : p<0.001 

vs témoin. 

 

La présence des composés doués d’activité anti-inflammatoire comme les acides 

phénoliques et des flavonoïdes dans les extraits de H. stoechas peuvent contribue à cet effet. 

Ces composés inhibent la migration des leucocytes en bloquant leur adhésion à la paroi 

vasculaire. Cet effet serait dû à l’inhibition de la synthèse de l'IL-1 et le TNF-α, principaux 

inducteurs de l’expression des molécules adhésives sur la paroi vasculaire. En effet, l’acide 

gallique et l’acide ellagique ont montré un effet inhibiteur sur les prostaglandines et le TNF-

α (Seo et al., 2016). Il est rapporté que l’acide p-coumarique, identifié dans la plante, montre 

aussi un effet anti-inflammatoire en inhibant l’expression de la iNOS et la COX2 (Yoon et 

al., 2014). Selon Mao et al. (2017), la quercétine a une activité inhibitrice de la production 

de NO et de TNF-α. Les travaux de Kim et al. (2019) sur l’extrait éthanolique de H. 

bracteatum ont montré aussi que cet extrait inhibe l’expression de la COX-2 et la production 

de NO et de TNF-α. 

III. 2. Activité anti-inflammatoire in vitro 

Les cytokines sont produites et libérées par les cellules gliales et les cellules du système 

immunitaire dans le but de transmettre des messages d'activation, d'inhibition, de chimio-

attraction et d'apoptose (Murtaugh, 1994). Parmi ces interleukines on trouve l'IL-10 qui est 
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une cytokine anti-inflammatoire produite par les monocytes activés. Elle est impliquée dans 

la fonction d'un certain nombre de cellules et influence de nombreux processus 

physiologiques, notamment l'angiogenèse, la genèse des tumeurs et les infections (Norian et 

al., 2015). L'IL-17 est une cytokine récemment décrite, produite exclusivement par les CD4+ 

lors de leur activation, agissant le plus souvent comme une cytokine pro-inflammatoire qui 

stimule la libération des cytokines et des chimiokines secondaires. L'IL-17 induit le 

recrutement des neutrophiles pour des effets antimicrobiens (Norian et al., 2015). 

Afin d’examiner l’effet de H. stoechas sur la production des cytokines (IL-10 et IL-

17A), les monocytes ont été stimulés avec la Con A en présence des deux extraits de H. 

stoechas à différentes concentrations. La Con A est un mitogène d’origine végétale utilisé le 

plus souvent pour induire la prolifération et la différenciation des leucocytes (Zhang et al., 

2011).  

Les résultats obtenus montrent que la stimulation des monocytes par la Con A induit 

une production relativement faible de l’IL-10 (2.60 ± 0.63 pg/ml). Le traitement des cellules 

avec des différentes concentrations (1-100 μg/ml) des extraits de H. stoechas montre une 

augmentation significative de la production de cette cytokine. L’effet de l’E.But est plus fort 

que celui de l’E.AE. La meilleure valeur (25 ± 0.41 pg/ml) a été obtenue avec 10 μg/ml de 

l’E.But (figure 16). 

La Con A stimule également la production de l’IL-17A par les monocytes (2.80 ± 0.06 

pg/ml). La sécrétion de l’IL-17A par ces cellules est significativement diminuée sous l’effet 

des concentrations 10 et 100 μg/ml de l’E.AE et de la concentration 50 μg/ml de l’E.But. La 

meilleure inhibition (15.42 ± 1.48 %) est obtenue avec 50 μg/ml de l’E.But (figure 17). 

L’activité anti-inflammatoire des extraits est due à la présence de certains composés 

bioactifs. En effet, les acides phénoliques détectés dans les extraits de la plante étudiée 

comme l’acide chlorogénique, l’acide férulique et l’acide ellagique ont montré des capacités 

à augmenter la production de l’IL-10 (Júlio de Souza et al., 2020). De même, Keirns et al. 

(2020) ont prouvé que l’acide caféique et l’acide gallique réduisent significativement 

l’expression de l’IL-17 et induisent l’expression de l’IL-10 dans le côlon. Moutia et al. 

(2016) ont prouvé que la rutine inhibe la production de l’IL-17. 
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Figure 16. Effet des extraits de H. stoechas sur la production de l’IL-10. Les monocytes (2 

x 105 cellules/ml) traitées par différentes concentrations (1, 10, 50 et 100 μg/ ml) des extraits 

d’acétate éthyle (E.AE) ou butanolique (E.But) et stimulées par 5 μg/ml de concanavaline 

A sont incubées à 37°C et 5% de CO2 pendant une nuit. Après centrifugation, le surnageant 

est récolté afin de doser l’IL-10 par ELISA. Les valeurs présentent la moyenne ± SD (n = 

3). *** : p<0.001 vs contrôle. 

 

 

Figure 17. Effet des extraits de H. stoechas sur la production de l’IL-17A. Les monocytes 

(2 x 105 cellules/ml) traitées par différentes concentrations (1, 10, 50 et 100 μg/ ml) des 

extraits d’acétate éthyle (E.AE) ou butanolique (E.But) et stimulées par 5 μg/ml de 

concanavaline A sont incubées à 37°C et 5% de CO2 pendant une nuit. Après centrifugation, 

le surnageant est récolté afin de doser l’IL-17A par ELISA. Les valeurs présentent la 

moyenne ± SD (n = 3). *** : p<0.001 vs contrôle. 
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La stabilisation de la membrane lysosomiale est importante pour freiner la réponse 

inflammatoire en empêchant la libération de constituants lysosomiques des neutrophiles 

activés tels que les protéases qui provoquent une inflammation des tissus et d'autres 

dommages lors de leurs libération extracellulaire (Lima et al., 2013). La méthode de 

stabilisation membranaire des érythrocytes a été choisie pour l'évaluation de l’activité anti-

inflammatoire des extraits de H. stoechas in vitro car la membrane érythrocytaire est 

analogue à la membrane lysosomale et sa stabilisation implique que les extraits peuvent ainsi 

stabiliser les membranes lysosomales (Mounnissamy et al., 2007). L'hémolyse induite par 

l'hypotonicité pourrait découler de la lyse des cellules en raison de la perte de pression 

osmotique du liquide intracellulaire et des composants électrolytiques (Anosike et al., 2012). 

Plusieurs anti-inflammatoires non stéroïdiens exercent leurs effets soit en stabilisant la 

membrane lysosomale, soit en inhibant la libération d’enzymes lysosomiales (Sumathi et 

Anuradha, 2016).  

Le traitement avec différentes concentrations (1-3 mg/ml) des extrais de H. stoechas 

protège les érythrocytes humains contre l’hémolyse de manière concentration dépendante. 

A 3 mg/ml, l’E.AE et l’E.But inhibent la lyse de la membrane érythrocytaire induite par la 

solution hypotonique avec des pourcentages d’inhibition de 90% et 98%, respectivement. 

L’effet inhibiteur de l’E.But est statistiquement similaire à celui du diclofénac (98 %), tandis 

que l’E.AE exerce un effet un peu plus faible que celui de l’E.But (figure 18). 

Plusieurs études ont montré l’effet anti-hémolytique de différents extraits de plantes 

médicinales (Debnath et al., 2013 ; Bouhlali et al., 2016 ; Hmidani et al., 2019). Cette 

activité est attribuée aux métabolites secondaires de ces plantes comme les flavonoïdes et 

les acides phénoliques qui ont la capacité de se lier à la composante membranaire et la 

protège contre les agents délétères (Tarahovsky et al., 2014). En effet, Bouhlali et al. (2016), 

ont démontré la capacité de l’acide caféique, l’acide férulique, la quercétine et la lutéoline à 

stabiliser la membrane des globules rouges. 

La dénaturation protéique est un processus dans lequel la protéine perd sa structure 

tertiaire et/ou secondaire suite à son exposition à la chaleur, à un agent infectieux ou 

chimique, induisant la rupture des liaisons électrostatiques, hydrogènes, hydrophobes et des 

ponts disulfures qui maintiennent la structure tridimensionnelle des protéines (Madan et al., 

2011). La plupart des protéines perdent leur fonction biologique lorsqu'elles sont dénaturées 

(Marliyah et Ananthi, 2015). La dénaturation des protéines est une cause de l’inflammation 

qui est bien documentée, elle peut être à l’origine de la production d'auto-antigènes dans 
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certaines maladies auto-immunes telles que l’arthrite (Chatterjee et al., 2012). La 

dénaturation des protéines induite thermiquement pourrait être inhibée par plusieurs anti-

inflammatoires (Deattu et al., 2012).  

 

 

Figure 18. Effet de l’extrait d’acétate éthyle (E.AE) et butanolique (E.But) de H. stoechas 

sur la lyse des érythrocytes humains induite par un milieu hypotonique. Les valeurs 

représentent la moyenne ± SD (n=3). ***:  p < 0.001; *: p<0,05; NS : non significatif vs 

diclofénac. 

 

Les résultats du présent travail montrent que l’E.AE et l’E.But de H. stoechas inhibent 

d’une manière concentration dépendante la dénaturation de BSA et présentent une 

importante inhibition avec des IC50 de l’ordre de 101.20 ± 4.17 µg/ml et 93.79 ± 0.76 µg/ml, 

respectivement. Ces valeurs sont faibles par rapport à celle obtenue avec le diclofénac 

sodique (IC50 = 35.46 ± 0.96 µg/ml), utilisé comme anti-inflammatoire de référence (figure 

19). 

Selon l’étude effectuée par Vachali et al. (2004) sur l’interaction des flavonoïdes avec 

l’albumine sérique humaine, cette dernière possède une forte affinité pour la quercétine et la 

lutéoline, ce qui pourrait expliquer l’activité protectrice des polyphénols contre la 

dénaturation thermique de l’albumine.  
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Figure 19. Effet de l’extrait d’acétate éthyle (E.AE) et butanolique (E.But) de H. stoechas 

sur la dénaturation de BSA. Les valeurs représentent la moyenne ± SD (n=3). ***:  p < 0.001 

vs diclofénac. 

 

IV. Activité antioxydante des extraits de Helichrysum stoechas  

IV.1. Activité antioxydante in vivo 

Les antioxydants limitent les effets des molécules oxydantes dans les tissus et jouent 

un rôle dans la défense contre les dommages oxydatifs cellulaires étant piégeurs des ROS. 

La superoxyde dismutase, la catalase et le glutathion réduit constituent mutuellement une 

équipe de soutien de défense contre les ROS (Migdal et Serres, 2011). Cependant, ces 

processus de défense ne sont pas complètement efficaces s’ils ne sont pas renforcés par le 

pouvoir antioxydant des principes actifs des plantes. Une bonne partie des ROS est donc 

neutralisée par des antioxydants exogènes présents dans les plantes (Chandan et al., 2007 ; 

Raja et al., 2007). Pour cette raison notre étude sur la capacité antioxydante des extraits de 

H. stoechas s’est étalée à l’étude de l’évaluation des taux des paramètres du potentiel 

antioxydant au niveau du tissu hépatique. 

Les résultats consignés dans le tableau 5, montrent les effets de l’E.AE et de l’E.But 

sur la catalase, la superoxyde dismutase, le glutathion réduit et le malondialdéhyde du foie 

de souris.  
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Tableau 5. Effet de l’extrait d’acétate éthyle (E.AE) et butanolique (E.But) de H. stoechas 

sur la catalase, SOD, GSH et MDA du surnageant du foie de souris. 

Traitement 

des animaux 

Catalase 

μmol/min/mg de 

protéines 

SOD 

U/mg de 

protéines 

GSH 

nmol/mg de 

protéines 

MDA 

nmol/mg de 

protéines 

Contrôle  216.28 ± 4.16 67.66 ± 6.71 58.53 ± 8.00 23.63 ± 3.07 

Acide 

ascorbique 

150 mg/kg 

 

261.88 ± 5.87 

 

300.48 ± 9.19*** 

 

81.82 ± 13.30 

 

26.61 ± 1.08 

E.AE  

75 mg/kg 

150 mg/kg 

300 mg/kg 

 

328.22 ± 34.29** 

 

440.21 ± 9.73*** 

 

28.96 ± 1.56 

 

31.97 ± 1.56 

330.82 ± 15.06*** 387.24 ± 14.20*** 57.74 ± 5.54 18.79 ± 1.85 

255.68 ± 17.75 356.14 ± 11.64*** 64.48 ± 10.64 25.62 ± 0.80 

E.But  

75 mg/kg 

150 mg/kg 

300 mg/kg 

 

422.94 ± 21.39*** 

 

433.33 ± 16.22*** 

 

61.90 ± 2.92 

 

18.63 ± 2.19 

376.38 ± 21.19*** 321.56 ± 20.97*** 55.18 ± 1.97 15.91 ± 1.14* 

383.80 ± 15.28*** 360.42 ± 11.73*** 39.58 ± 1.97 18.56 ± 2.17 

Les valeurs représentent la moyenne ± SEM (n=7). ***: p < 0.001; **: p<0,01; *: p<0,05 vs témoin. 

La superoxyde dismutase inactive l’O2
•- en le transformant en H2O2. Celui-ci est ensuite 

rapidement catabolisé par la catalase et les peroxydases en O2 et H2O. Ainsi, différentes 

études ont confirmé que la production de H2O2 sous l’action de la SOD est bien le facteur 

déclenchant des mécanismes naturels de défenses antioxydantes. La SOD apparaît donc 

comme l’enzyme clé de la défense naturelle contre les radicaux libres (Menvielle-Bourg, 

2005).  

Les valeurs de l’activité de la SOD évaluée chez tous les animaux expérimentaux sont 

présentées dans la figure 20. L’activité de la superoxyde dismutase chez les souris du groupe 

témoin est de 67.66 ± 6.71 U/mg de protéines. Le prétraitement avec les extraits de H. 

stoechas (75, 150 et 300 mg/kg) augmente significativement (p < 0.001) l’activité de la SOD 

en comparaison avec le groupe témoin. Les taux d’augmentation de l’activité induits par les 
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deux extraits sont assez proches et varient entre 78.96 % et 84.63 %. Ces activités sont 

meilleures que celle de l’acide ascorbique. 

L’activité des SOD doit être couplée à une activité suffisante de la catalase ou de la GPx, 

sinon il s’en suivra une production nette d’H2O2 qui, en présence de métaux de transition, 

pourra donner naissance au puissant oxydant qu’est le radical hydroxyle et pour lequel il n’y 

a aucun mécanisme de détoxification enzymatique (Limón-Pacheco et Gonsebatt, 2009). 

L’effet des différentes doses des extraits de H. stoechas sur l’activité de la catalase est 

représenté dans la figure 21. Les résultats obtenus révèlent que l’activité de la catalase chez 

les souris du groupe témoin est de 216.28 ± 4.16 μmol/min/mg de protéines. Le prétraitement 

avec les extraits de H. stoechas (75, 150 et 300 mg/kg) augmente significativement (p < 

0.01; p < 0.001) l’activité de cette enzyme par rapport au groupe témoin. Le meilleur taux 

d’augmentation est celui obtenu avec l’E.But (48.86%) à 75 mg/kg. l’E.AE à 150 mg/kg 

exerce aussi un effet puissant de 34.62%. Ces effets sont meilleurs que celui de l’acide 

ascorbique à 150 mg/kg. 

 

 

Figure 20. Effet de l’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et butanolique (E.But) de H. stoechas 

sur l’activité de la superoxyde dismutase. Les souris sont prétraitées oralement soit avec 

75,150 et 300 mg/kg d’E.AE, d’E.But ou 150 mg/kg d’acide ascorbique (ASC) ou avec du 

NaCl 0.9% (T). Les valeurs représentent la moyenne ± SEM (n=7). ***:  p < 0.001 vs 

témoin. 
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Figure 21. Effet de l’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et butanolique (E.But) de H. stoechas 

sur l’activité de la catalase. Les souris sont prétraitées oralement soit avec 75,150 et 300 

mg/kg d’E.AE, d’E.But ou 150 mg/kg d’acide ascorbique (ASC) ou avec du NaCl 0.9% 

(T). Les valeurs représentent la moyenne ± SEM (n=7). ***:  p < 0.001; **: p<0,01; NS : 

non significatif vs témoin. 

La cellule dispose pour sa protection d’un premier système antioxydant de défense, le 

GSH porteur d’une fonction sulfhydryle (-SH). Le groupement -SH libre, lui permet de se 

lier aux métabolites toxiques. Le GSH joue son rôle antioxydant également en synergie avec 

les enzymes antioxydantes telles la CAT, la GPx et la SOD (Kehili et al., 2017).  

Nos résultats révèlent que le taux du GSH chez les souris du groupe témoin est de 58.53 

± 8.00 nmol/mg de protéines. Aucune variation significative de GSH n’est constatée chez 

les souris prétraités par les extraits de H. stoechas à différentes doses (75, 150 et 300 mg/kg) 

(figure 22). 

La peroxydation lipidique est l’effet le plus anciennement connu des radicaux libres et 

le plus simple à mesurer, les dérivés de l’oxydation lipidique notamment le MDA sont les 

composés les plus souvent étudiés lorsqu’on recherche un stress oxydant (Misra et al., 2009). 

Dans cette étude, l’effet des extraits de H. stoechas sur le taux du malondialdéhyde est 

représenté dans la figure 23. Les résultats obtenus montrent que le taux du MDA chez les 

souris du groupe témoin est de 23.63 ± 3.07 nmol/mg de protéines. Seul le prétraitement 

avec 150 mg/kg de E.But réduit significativement (p < 0.05) le taux du MDA en comparaison 

avec le groupe témoin.  
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Figure 22. Effet de l’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et butanolique (E.But) de H. stoechas 

sur le taux du glutathion réduit. Les souris sont prétraitées oralement soit avec 75,150 et 300 

mg/kg d’E.AE, d’E.But ou 150 mg/kg d’acide ascorbique (ASC) ou avec du NaCl 0.9% 

(T). Les valeurs représentent la moyenne ± SEM (n=7). NS : non significatif vs témoin. 

 

 

Figure 23. Effet de l’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et butanolique (E.But) de H. stoechas 

sur le taux du malondialdéhyde. Les souris sont prétraitées oralement soit avec 75,150 et 300 

mg/kg d’E.AE, d’E.But ou 150 mg/kg d’acide ascorbique (ASC) ou avec du NaCl 0.9% 

(T). Les valeurs représentent la moyenne ± SEM (n=7). *: p<0,05; NS : non significatif vs 

témoin. 
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Nos résultats corroborent avec ceux de Apaydin Yildirim et al. (2017) qui ont montré 

que le traitement des rats avec l’extrait éthanolique de Helichrysum plicatum provoque une 

augmentation de l’activité des enzymes antioxydants (SOD et CAT), et par ailleurs une 

diminution des taux du MDA. La capacité des extraits de H. stoechas à stimuler la résistance 

au stress oxydatif en diminuant les taux du MDA et en augmentant l’activité enzymatique 

de la CAT et la SOD est attribuée à la richesse de cette plante en composés bioactifs. En 

effet, l’étude de Magalingam et al. (2016) a montré que la rutine et l’isoquercétine réduisent 

l'effet du stress oxydatif en minimisant le processus de peroxydation lipidique (MDA) d’une 

part et en améliorant l’activité de la CAT et la SOD d’autre part.   

IV.2. Activité antioxydante in vitro 

IV.2.1. Activité antiradicalaire 

L’activité antiradicalaire des extraits de H. stoechas vis-à-vis du radical DPPH a été 

évaluée spectrophotomètriquement à 517 nm en suivant la réduction de ce radical qui 

s’accompagne par le passage de la couleur violette à la couleur jaune. 

Les résultats de la figure 24 montrent que les extraits d’acétate d’éthyle et butanolique 

de H. stoechas possèdent un effet piégeur remarquable vis-à-vis du radical DPPH•. Les 

profils obtenus révèlent que les extraits étudiés ont une activité antiradicalaire concentration 

dépendante. En effet, à la concentration de 50 μg/ml, l’E.AE et l’E.But exercent une activité 

significative de piégeage du radical DPPH• avec des taux de 93.68 % et 89.84 %, 

respectivement. L’E.AE représente l’extrait le plus actif avec une IC50 de l’ordre de 5.07 ± 

0.36 μg/ml, cette valeur est meilleure que celle obtenue avec le BHT (IC50 = 7.84 ± 0.65 

μg/ml). L’E.But a une IC50 de 22.64 ± 1.61 μg/ml. 

Les deux extraits ont montré une forte activité antiradicalaire avec des IC50 très faibles. 

La comparaison de nos résultats avec ceux obtenus avec d’autres extraits de la même espèce 

montre qu’ils sont similaires à ceux obtenus par Haddouchi et al. (2014) avec 6.57 μg/ml 

pour l’extrait méthanolique des fleurs et 8.72 µg/ml pour l’extrait méthanolique des tiges 

feuillées. Les IC50 déterminées par Boubakeur et al. (2017) de l’extrait éthanolique (27.13 

μg/ml) et de l’extrait aqueux (32.31 μg/ml) de H. stoechas, sont nettement supérieurs à nos 

résultats. De même, Barroso et al. (2014) montrent que l’extrait méthanolique (36.62 μg/ml) 

est plus actif que l’extrait aqueux (435.20 μg/ml) de l’espèce H. stoechas. Albayrak et al., 

(2010) ont également montré que l’extrait méthanolique de H. stoechas est le meilleur 
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piégeur du radical DPPH (IC50 = 7.75 μg/ml) en comparaison aux autres espèces étudiées du 

genre Helichrysum. 

 

 

 

 

 

Figure 24. Activité antiradicalaire de l’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et butanolique 

(E.But) de H. stoechas et du BHT vis-à-vis du radical DPPH•. Chaque valeur représente la 

moyenne de 3 essais ± SD. 
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L’activité antiradicalaire des extraits étudiés est en corrélation avec les teneurs en 

composés phénoliques (flavonoïdes et polyphénols). Ces derniers peuvent être responsables 

de cette activité et ont la capacité à céder un proton pour réduire le DPPH• (Sokół-Łętowska 

et al., 2007). 

La capacité antiradicalaire des extraits étudiés a été confirmée par le test ABTS qui est 

largement utilisé pour mesurer l’activité antiradicalaire des extraits de plantes. Ce test est 

basé sur la capacité d’un antioxydant à réduire le radical cationique ABTS•+, par transfert 

d’un électron (Olszowy et widowicz, 2016).  

Les extraits de H. stoechas ont monté une activité antiradicalaire concentration 

dépendante vis-à-vis des radicaux ABTS•+ (figure 25). L’E.AE à la concentration de 10 

μg/ml inhibe 99.15 % des radicaux ABTS•+ alors qu’avec cette même concentration, l’E.But 

en inhibe 64.19 %. En effet, l’E.AE présente une forte activité antiradicalaire avec une IC50 

égale à 4.08 ± 0.06 μg/ml en comparaison avec l’E.But qui présente une IC50 égale à 10.11 

± 0.44 μg/ml, toutefois les deux extraits ont une efficacité moindre par rapport à celle du 

BHT (IC50 = 3.37 ± 0.02 μg/ml). 

D’après ces résultats, l’extrait qui présente une forte activité antiradicalaire est celui qui 

possède une teneur élevée en polyphénols. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus 

par Haddouchi et al. (2014) qui ont rapporté une corrélation significative entre la teneur en 

polyphénols et l’effet scavenger des extraits de H. stoechas et les résultats de Gouveia-

Figueira et al. (2014) sur des extraits de H. melaleucum. De plus, Taşkın et al. (2020) ont 

montré que l’effet piégeur des extraits de H. plicatum envers le radical ABTS•+ varie 

considérablement en fonction du solvant et de la technique d’extraction. L’analyse chimique 

des extraits de H. stoechas a montré une richesse en acide chlorogénique et en acide caféique. 

Ces derniers sont des acides phénoliques qui ont la capacité de piéger le radical ABTS•+ 

(Zengin et al., 2020; Pereira et al., 2017). 

Le radical hydroxyle, le plus toxique des radicaux libres, est principalement responsable 

de la réactivité des ROS avec les molécules biologiques. L’inhibition de ce radical est 

cruciale dans la prévention des maladies induites par le stress oxydant (Gardès-Albert et al., 

2003).  
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Figure 25. Activité antiradicalaire de l’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et butanolique 

(E.But) de H. stoechas et du BHT vis-à-vis du radical ABTS•+. Chaque valeur représente la 

moyenne de 3 essais ± SD. 

 

Les résultats obtenus montrent que les deux extraits de H. stoechas piègent le radical 

hydroxyle d’une manière concentration dépendante (figure 26). A 350 μg/ml, l’E.AE et 

l’E.But montrent un effet piégeur de 68.61 % et 59.86 % respectivement. Ainsi, l’E.AE 

présente une IC50 de 179.31 ± 2.01 μg/ml qui correspond à une capacité de piégeage plus 

efficace par rapport à celle de l’E.But (IC50 = 263.88 ± 4.59 μg/ml) suivie par l’acide 

ascorbique (IC50 = 290.99 ± 0.36 μg/ml) utilisé comme antioxydant de référence. 

0

20

40

60

80

100

0 10 20 30 40 50

A
ct

iv
it

é 
a
n

ti
ra

d
ic

a
la

ir
e 

(%
)

Concentration (µg/ml)

E.AE E.But

0

20

40

60

80

100

0 5 10 15 20 25 30 35 40

A
ct

iv
it

é 
a
n

ti
ra

d
ic

a
la

ir
e 

(%
)

Concentration (µg/ml)

BHT



 

 

RESULTATS ET DISCUSSION 66 

 

 

Figure 26. Effet piégeur du radical hydroxyle par l’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et 

butanolique (E.But) de H. stoechas et de l’acide ascorbique. Chaque valeur représente la 

moyenne de 3 essais ± SD. 

Ce pouvoir antiradicalaire des deux extraits étudiés est particulièrement dû à la présence 

des polyphénols, composés connus par leur capacité de piéger les espèces radicalaires et les 

formes réactives de l’oxygène. En effet, Il a été prouvé que l’acide caféique, l’acide férulique 

et l’acide chlorogénique, des acides phénoliques présents en grandes quantités dans notre 

plante ont une bonne activité antiradicalaire vis-à-vis du radical hydroxyle (Arrua et al., 

2010). Les travaux de Si et al. (2011) ont montré que la quercétine, l’apigénine et la lutéoline 

sont les flavonoïdes responsables de l’effet piégeur du radical hydroxyle.                            
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Pereira et al. (2017) ont rapporté que la décoction et l’infusion de H. italicum possèdent une 

forte capacité de piéger le radical hydroxyle. 

L'anion superoxyde (O2
•-) est une forme réduite d'oxygène moléculaire qui joue un rôle 

important dans la formation d'autres ROS telles que le peroxyde d'hydrogène, le radical 

hydroxyle et l'oxygène singulet (Snezhkina et al., 2019). Une augmentation de la production 

cellulaire en O2
•- est fortement corrélée avec l’apparition de maladies cardiovasculaires ainsi 

qu’avec des pathologies neurodégénératives (Kumar et al., 2014). Le pouvoir piégeur de 

l’O2
•- par les extraits d’H. stoechas a été évalué en suivant la diminution de la réduction de 

NBT par le superoxyde produit chimiquement dans le système NADH-PMS. 

L’activité de piégeage de l’anion superoxyde des extraits de H. stoechas est 

concentration dépendante (figure 27). l’E.AE et l’E.But ont présenté des capacités de 

piégeage différentes avec des IC50 de 54.82 ± 1.50 μg/ml et de 83.67 ± 1.02 μg/ml 

respectivement. Les deux extraits possèdent un pouvoir piégeur du radical superoxyde plus 

faible que l’acide gallique utilisé comme antioxydant de référence (IC50 = 44.02 ± 0.84 

μg/ml).  

La capacité antioxydante en piégeant le radical superoxyde semble être lié à la présence 

des flavonoïdes dans ces extraits. Les flavonoïdes sont d’importants constituants de plantes, 

ayant la capacité de piéger les espèces radicalaires (Cheurfa et Allem, 2016). En effet, 

Fazilatun et al. (2004) ont rapporté que la quercétine et la lutéoline, deux flavonoïdes 

présents dans les extraits étudiés, ont une activité potentielle vis-à-vis du radical superoxyde. 

En outre, les travaux de Les et al. (2017) ont montré que l’extrait méthanolique de H. 

stoechas possède un bon effet piégeur de l’anion superoxyde. 

Le peroxyde d'hydrogène est un faible agent oxydant qui peut inactiver directement 

quelques enzymes, généralement par oxydation des groupes thiols essentiels (-SH). Il peut 

aussi traverser rapidement les membranes cellulaires. Une fois à l'intérieur de la cellule, 

l’H2O2 peut probablement réagir avec les ions Fe2+ et Cu2+ pour former le radical hydroxyle. 

Pour cela, il est important de réduire le taux de cette molécule dans la cellule (Saha et Verma, 

2015). 
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Figure 27. Effet piégeur de l’anion superoxyde par l’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et 

butanolique (E.But) de H. stoechas et de l’acide gallique. Chaque valeur représente la 

moyenne de 3 essais ± SD. 

Les résultats obtenus montrent que nos extraits piègent le peroxyde d’hydrogène d’une 

manière concentration dépendante (figure 28). A 10 μg/ml, l’E.AE et l’E.But présentent le 

même effet piégeur (94.27 % et 94,89 %). En effet, l’E.AE et l’E.But ont montré une capacité 

de piégeage importante avec des IC50 très faibles de l’ordre de 1.34 ± 0.12 μg/ml et de 2.00 

± 0.17 μg/ml, respectivement. Ces résultats sont nettement supérieurs à celui de l’acide 

ascorbique (IC50 = 80.43 ± 1.82 μg/ml).  
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Figure 28. Effet piégeur du peroxyde d’hydrogène par l’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et 

butanolique (E.But) de H. stoechas et de l’acide ascorbique. Chaque valeur représente la 

moyenne de 3 essais ± SD. 

Le piégeage du peroxyde d’hydrogène par les extraits de H. stoechas peut être attribué 

à leurs composés phénoliques, qui donnent leur électron à l’H2O2, le réduisant ainsi en eau. 

En effet, Il a été rapporté que l'acide caféique, l'acide gallique et la quercétine protègent les 

cellules de mammifères contre la cytotoxicité induite par le peroxyde d'hydrogène (Saffoon 

et al., 2014). Taşkın et al. (2020) ont trouvé que l’extrait méthanolique de Helichrysum 

plicatum riche en polyphénols possède une grande capacité à neutraliser le peroxyde 

d’hydrogène. 
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IV.2.2. Effet sur la peroxydation des lipides 

Dans le test de blanchissement du β-carotène, l’oxydation de l’acide linoléique génère 

des radicaux libres due à l’abstraction d’un atome d’hydrogène à partir des groupes 

méthylène de l’acide linoléique. Puis le radical libre va oxyder le β-carotène hautement 

insaturé. La présence des antioxydants dans l’extrait permet de minimiser l’oxydation du β-

carotène par les hydro-peroxydes qui sont neutralisés. L’aptitude des extraits de H. stoechas 

à ralentir la vitesse de l’oxydation du β-carotène a été évaluée par mesure de la variation de 

l’absorbance avec le temps.  

La cinétique de blanchiment du β-carotène en présence et en absence des extraits de H. 

stoechas et de BHT montre que les deux extraits ainsi que le BHT inhibent de manière 

significative l’oxydation couplée de l’acide linoléique/β-carotène par rapport au contrôle 

négatif (figure 29). Le changement de l’absorbance à différents intervalles de temps montre 

que l’E.AE et l’E.But exercent des effets inhibiteurs d’environ 82%. Ces inhibitions sont 

meilleures que celle obtenue avec le BHT (65%). 

L’activité des extraits est peut-être due à leurs capacités d’inhiber la peroxydation 

lipidique et/ou de piéger les radicaux de l’acide linoléique (Krimat et al., 2017). Un extrait 

qui retarde ou inhibe le blanchissement du β-carotène peut être décrit comme un piégeur de 

radicaux libres et comme un antioxydant primaire (Parakash et al., 2007). Les polyphénols 

d’une manière générale ont la capacité de piéger les radicaux libres et par conséquent, 

retarder l’auto-oxydation des lipides (Ayala et al., 2014). Il a été démontré aussi, que la 

structure et la propriété lipophile des polyphénols sont des facteurs favorisant la propriété 

antioxydante, probablement en facilitant l’incorporation de ces composés dans la phase 

lipidique de la membrane (Amessis-Ouchemoukh et al., 2014). 

Afin de confirmer la capacité des extraits à diminuer la peroxydation lipidique causée 

par les radicaux libres, le test de thiocyanate ferrique a été utilisé. Durant l’oxydation de 

l’acide linoléique il y a formation de peroxyde dans l’émulsion où le fer ferreux (Fe2+) est 

oxydé en fer ferrique (Fe3+). Ce dernier forme un complexe avec le thiocyanate d’ammonium 

(SNC-) pour donner le thiocyanate ferrique Fe(SNC)2+, de couleur rouge brique qui possède 

une absorbance maximale à 500 nm (Gülçin et al., 2007). 

 

 



 

 

RESULTATS ET DISCUSSION 71 

 

Figure 29. Cinétique de blanchissement du β-carotène en présence et en absence des extraits 

d’acétate d’éthyle (E.AE) et butanolique (E.But) de H. stoechas et du BHT. Chaque valeur 

représente la moyenne de 3 essais ± SD. 

 

La figure 30 montre la cinétique de peroxydation de l’acide linoléique en présence et 

en absence des extraits de H. stoechas et du BHT. Les absorbances observées sont stables 

tout au long des 96 heures d’incubation, indiquant une forte activité antioxydante par rapport 

au contrôle négatif. A une concentration de 50 µg/ml, les extraits d’acétate d’éthyle et 

butanolique exercent des effets inhibiteurs de la peroxydation de 87.08 % et 85.80 % 

respectivement. Ces valeurs sont statistiquement inférieures à celle du BHT qui exerce un 

effet inhibiteur de 89.09 % à la même concentration. 

Durant la peroxydation lipidique, les antioxydants agissent de différentes façons à savoir 

le balayage des radicaux libres, la décomposition des peroxydes et la chélation des ions 

métalliques. Souvent, plus d’un mécanisme sont impliqués synergiquement pour avoir un 

bon effet (Moure et al., 2001). 

Sandhar et al. (2011) ont rapporté que les flavonoïdes peuvent inhiber la peroxydation 

lipidique en un stade précoce par l’activité scavenger des radicaux peroxydes comme ils 

peuvent interrompre une chaine de réactions radicalaires par la propriété de donation 

d’hydrogène. En effet, Sharififar et al. (2009) ont prouvé que la rutine et l’apigénine sont 

impliqués dans l’inhibition de la peroxydation lipidique. De plus, Burda et Oleszek (2001), 

ont rapporté que les flavonoïdes aglycones donnent une activité meilleure que celle des 
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flavonoïdes glycosylés à cause du blocage des fonctions hydroxyles en C3, ce qui pourrait 

expliquer la différence des taux d’inhibition entre l’extrait d’acétate d’éthyle et l’extrait 

butanolique. En outre, Barroso et al. (2014), ont montré que les extraits aqueux et 

méthanolique de H. stoechas exercent un bon effet inhibiteur de la peroxydation lipidique. 

  

 

Figure 30. Cinétique de la peroxydation de l’acide linoléique en présence et en absence des 

extraits d’acétate d’éthyle (E.AE) et butanolique (E.But) de H. stoechas et du BHT. Chaque 

valeur représente la moyenne de 3 essais ± SD. 

 

IV.2.3. Activité réductrice 

Dans cette méthode rapide, reproductible et facile, l’activité antioxydante est déterminée 

par la mesure de la réduction de l’ion ferrique (Fe3+) présent dans le complexe K3Fe(CN)6 

en ion ferreux (Fe2+).  

 La figure 31, montre que les deux extraits possèdent un pouvoir réducteur remarquable 

et concentration-dépendant. En effet, l’E.AE et l’E.But présentent des capacités réductrice 

similaires avec des EC50 respectives de 20.77 ± 0.98 μg/ml et de 20.57 ± 0.83 μg/ml. Ces 

résultats sont similaires à celui du BHT (EC50 = 21.06 ± 1.04 μg/ml).  
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Figure 31. Pouvoir réducteur des extraits d’acétate d’éthyle (E.AE) et butanolique (E.But) 

de H. stoechas et du BHT. Chaque valeur représente la moyenne de 3 essais ± SD. 

 

Ce pouvoir réducteur est probablement dû à la présence de groupements hydroxyles 

dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneurs d’électrons. En effet, les 

antioxydants sont considérés comme des réducteurs et inactivateurs d’oxydants (Bammou et 

al., 2020). Zengin et al., (2020) ont trouvé qu’il y’a une forte corrélation entre le contenu en 

polyphénols et en flavonoïdes des extraits méthanoliques de H. stoechas subsp. barrelieri 
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obtenus par différentes techniques d’extraction et leur activité réductrice. De plus, Ibrahim 

et al. (2017) ont montré que l’extrait méthanolique de H. stoechas exerce un pouvoir 

réducteur très important. Ces auteurs réfèrent l’activité antioxydante des extraits de cette 

plante à la présence d’acides phénoliques et de flavonoïdes ce qui supporte les résultats de 

la présente étude. 

La capacité antioxydante totale a été mesurée en utilisant la méthode de 

phosphomolybdate qui se base sur la réduction du molybdate (Mo6+) en molybdène (Mo5+) 

en présence des antioxydants et la formation d’un complexe phosphate/Mo5+ d’une couleur 

verte mesurable à 695 nm. 

Les résultats de ce test (tableau 6) montrent clairement que l’extrait d’acétate d’éthyle 

possède une capacité antioxydante plus importante que celle de l’extrait butanolique. 

 

Tableau 6. Capacité antioxydante totale des extraits d’acétate d’éthyle (E.AE) et 

butanolique (E.But) de H. stoechas. 

Extraits E.AE E.But 

TAC 

(μg EVc / mg d’extrait) 415.38 ± 41.12 338.39 ± 36.03 

Les valeurs représentent la moyenne de 3 essais ± SD. 

 

Cette bonne capacité antioxydante est attribuée à la présence de composés phénoliques 

notamment les flavonoïdes qui sont connus pour leur capacité à piéger les radicaux libres 

grâce à leur groupement hydroxyle (Sharififar et al., 2009). Une corrélation entre le contenu 

en polyphénols et en flavonoïdes et la capacité antioxydante totale a été rapportée par Silva 

et al. (2013). En effet, les résultats de l’étude effectuée sur les extraits de Vernonia 

condensata Baker (Asteraceae), montrent que la capacité antioxydante de l’extrait d'acétate 

d’éthyle est supérieure à celle de l’extrait butanolique. De plus, Haddouchi et al. (2014) ont 

montré que l’extrait méthanolique des fleurs de H. stoechas subsp. rupestre possèdent une 

capacité antioxydante totale meilleure que celle obtenue par l’extrait méthanolique des tiges 

feuillées. 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814608007747
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IV.2.4. Activité anti-hémolytique 

La membrane de l’érythrocyte est riche en acides gras polyinsaturés, qui en présence 

d’un radical libre tel que l’AAPH subit une série d’oxydation des molécules de la bicouche 

lipidique, conduisant à l’hémolyse des érythrocytes (Yang et al., 2017).  

À partir des cinétiques d’hémolyses des érythrocytes obtenues (figure 32), il ressort que 

le prétraitement par les extraits de H. stoechas fait augmenter le pourcentage d’inhibition de 

l’hémolyse induite par l’AAPH par rapport au contrôle négatif. Il apparait aussi qu’il y a un 

effet concentration dépendant de ces extraits sur l’accroissement de la résistance de la 

membrane cellulaire des érythrocytes vis-à-vis de l’attaque radicalaire. A une concentration 

de 40 µg/ml, l’E.AE et l’E.But entrainent une diminution significative de l’hémolyse 

érythrocytes avec des temps de demi-hémolyse (HT50) respectives de 185.58 ± 7.45 min et 

de 138.50 ± 1.57 min. Ces résultats sont meilleurs que celui du Trolox (HT50 = 115.47 ± 

0.41 min) utilisé comme standard (tableau 7). 

 

Tableau 7. Effet des extraits d’acétate éthyle (E.AE) et butanolique (E.But) de H. stoechas 

et du Trolox sur la lyse érythrocytaire induite par l’AAPH. 

Concentration 

(µg/mL) 

Temps de demi-hémolyse (min) 

05 10 20 40 

Contrôle 52.30 ± 0.31 

E.AE 89.05 ± 5.45** 113.64 ± 3.50*** 145.68 ± 6.73*** 185.58 ± 7.45*** 

E.But 64.43 ± 4.53*** 73.70 ± 4.32*** 96.15 ± 3.53*** 138.50 ± 1.57*** 

Trolox 77.29 ± 1.25*** 86.35 ± 3.31*** 93.70 ± 3.47*** 115.47 ± 0.41*** 

Les valeurs représentent la moyenne ± SD (n=3). ***:  p < 0.001; **: p <0,01 vs contrôle. 

L’effet anti-hémolytique des extraits d’H. stoechas peut être justifié par le fait que ces 

extraits sont riches en polyphénols et plus particulièrement en flavonoïdes. En effet, l’étude 

réalisée par Asgary et al. (2005) a montré que la rutine et la quercétine préviennent les 

globules rouges humains contre l’hémolyse induite par l’AAPH. De même, Vellosa et al. 

(2011) confirment que la quercétine et l’isoquercétine ont présenté une capacité anti-

hémolytique très intéressante. 
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Figure 32. Activité anti-hémolytique des extraits d’acétate d’éthyle (E.AE) et butanolique (E.But) 

de H. stoechas et du Trolox. Chaque valeur représente la moyenne de 3 essais ± SD. 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

L’étude phytochimique des extraits obtenus a montré que l’extrait d’acétate éthyle est 

plus riche en polyphénols et en flavonoïdes que l’extrait butanolique. L’analyse par             

LC-ESI-MS a permis d’identifier l’acide férulique, l’isoquercétine, l’acide chlorogénique, 

l’acide ellagique, la quercétine, la quercétine 3-O-galactoside, la rutine, l’epicatéchine et le 

catéchol comme composés majoritaires dans les deux extraits. 

L’étude de la toxicité aigüe de cette plante a permis de conclure que les extraits d’acétate 

éthyle et butanolique ne sont pas toxiques. 

Les deux extraits exercent un effet antiœdémateux important par application locale et 

inhibent aussi le recrutement des cellules immunitaires vers le site inflammatoire. Ils ont la 

capacité d’inhiber la cytokine pro-inflammatoire IL-17A et à induire l'anti-inflammatoire 

IL-10. Ces extraits protègent la membrane des hématies contre l’hémolyse ainsi que la 

dénaturation de l’albumine. 

D’autre part, les extraits étudiés ont montré un effet antioxydant important avec une 

amélioration des taux des marqueurs du stress oxydant (GSH, CAT, SOD et MDA) au niveau 

du tissu hépatique. En plus, ces deux extraits présentent des activités antioxydantes 

intéressantes dans les différents systèmes utilisés : piégeage des radicaux (DPPH•, ABTS•+, 

OH•, O2
•-, H2O2), blanchiment de la β-carotène, peroxydation de l’acide linoléique, pouvoir 

réducteur, TAC et l’hémolyse induite par l’AAPH. 

La majorité des activités biologiques des plantes médicinales sont attribuées à leurs 

métabolites secondaires, notamment les composés phénoliques. Et puisque notre plante étant 

est riche en divers composés phénoliques comme l’a montré l’analyse phytochimique, les 

activités des extraits se trouvent justifiées.  

Les résultats obtenus permettent de suggérer l’utilisation des extraits de Helichrysum 

stoechas dans différents domaines, agroalimentaire, cosmétique, et pharmaco-médical pour 

remplacer les antioxydants et les anti-inflammatoires de synthèse. D’autres études 

complémentaires doivent se faire pour isoler, purifier et identifier les molécules responsables 

des activités biologiques démontrées. 
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 ملخص
 Helichrysum stoechasبوتانول لنبتة  تهدف هذه الدراسة إلى معرفة التركيبة الكيميائية وتقييم النشاط المضاد للالتهاب والمضاد للأكسدة لكل من مستخلص اسيتات الايثيل وال

(L.) Moench.    الفينولية والفلافونويدات. كما بين تحليل  بينت الدراسة الكيميائية ان مستخلص اسيتات الايثيل يحتوي على أعلى كمية من المركبات LC-ESI-MSيزوكيرسيتين وجود الإ  ،
   مغ/للأذن من مستخلص اسيتات الايثيل والبوتانولي تثبيطا لالتهاب الأذن المحفزة بزيت 2بـ  أظهرت المعالجة الموضعية للفئرانكلا المستخلصين. نيك في  يحمض الكلوروجالروتين، حمض الفيروليك و  

Croton    إلى انخفاض معتبر لهجرة الخلايا المتعادلة نحو موقع الالتهاب، حيث   مغ/مل من مستخلص اسيتات الايثيل والبوتانولي1. كما أدت معالجة الفئران بـ  %64و   %86بنسب تراوحت بين
مكغ/مل( للمستخلصين الى انخفاض   100،  50، 10، 1مع تراكيز مختلفة )  Concanavaline A بـ    الزجاج أن حضن الخلايا المحفزة. بينت تجارب %66و %84تراوحت نسبة التثبيط بين  

بروتين  كما ثبطا إتلاف  %98- 90المستخلصين تحلل الكريات الدموية الحمراء بنسب بين   ثبط(.  IL-10( و ارتفاع افراز السيتوكين المضاد للالتهاب )IL-17A)  افراز السيتوكين المحفز للالتهاب
تم تقدير النشاطية المضادة للأكسدة للمستخلصين باستعمال عدة تقنيات    من جهة أخرى،مكغ/مل، على التوالي.    0,76  ±  93,79و    مكغ/مل  4,17±    101,20بـ    قدرت 50IC الألبومين بقيم

 ,SOD, CATمؤشرات الاجهاد التأكسدي )يوم الى تحسين    21خلال  ستخلصين  مغ/كغ من الم   300و  150،  75في الكائن الحي وفي الزجاج. أدت المعالجة اليومية للفئران عن طريق الفم بـ 
MDA, GSH جذريمتلكان قدرة ازاحية عالية مضادة لكل من  مستخلص اسيتات الايثيل والبوتانولي( على مستوى النسيج الكبدي. بينت النتائج المتحصل عليها أن DPPH (50IC  =5,07  

مكغ/مل(،    4,59±    263,88و    50IC=  179,31    ±2,01الهيدروكسيل ) مكغ/مل(، جذر    0,44±    10,11و    50IC=  4,08    ±0,06) ABTS+• مكغ/مل(،  1,61±    22,64و    ±0,36  
مل(. كما ابدى هذين المستخلصين /مكغ  0,17±    2,00و    50IC=  1,34    ±0,12مكغ/مل( و بيروكسيد الهيدروجين )  1,02  ±  83,67و    50IC=  54,82    ±1,50فوق أكسيد الهيدروجين )

. بالإضافة الى ذلك، فقد ثبت ان كلا المستخلصين لهما تأثير وقائي كبير ضد تحلل كريات %87و  82فعالية ارجاع جد معتبرة. ثبط كلا المستخلصين اكسدة حمض اللينولييك بنسب تراوحت بين  
دقيقة    1,57±    138,50و    دقيقة  7,45  ±  185,58المسجلة    50HT( بشكل مرتبط بالتركيز. بلغت قيمة  50HTالدم )، مع زيادة في زمن نصف انحلال  AAPH عنالدم الحمراء الناجم  

مصدرا     Helichrysum stoechas (L.)اعتباردقيقة للعينات غير المعالجة. كخلاصة، يمكن    0,31±    52,30ميكروغرام/مل، مقارنة بـ    40اسيتات الايثيل او البوتانولي بتركيز    لمستخلص
 واعدا لمضادات الالتهاب ومضادات الاكسدة.  

 الإجهاد التأكسدي، المركبات الفينولية. ،   Helichrysum stoechasمضادات الالتهاب، مضادات الأكسدة،الكلمات المفاتيح: 

Résumé 

L’objectif de ce travail est l’étude phytochimique et l’évaluation de l’activité anti-inflammatoire et antioxydante des extraits 

d’acétate éthyle (E.AE) et butanolique (E.But) de Helichrysum stoechas (L.) Moench. L’étude phytochimique a montré que l’E.AE est le 

plus riche en polyphénols et en flavonoïdes. L’analyse par LC-ESI-MS a permis d’identifier l’isoquercétine, la rutine, l’acide férulique et 
l’acide chlorogénique dans les deux extraits. In vivo, le traitement local des souris par 2 mg/oreille d’E.AE ou d’E.But a inhibé 

l’inflammation induite par l’huile de croton avec 86%-64%. De même, Le traitement des souris par 1 mg/poche d’E.AE ou d’E.But a 

réduit significativement le nombre des leucocytes ayant migrés vers le site enflammé avec un taux de 84-66%. In vitro, l’incubation des 
monocytes-concanavaline A stimulés, avec différentes concentrations (1, 10, 50, 100 μg/ml) des extraits a diminué la production de la 

cytokine pro-inflammatoire (IL-17A) et a augmenté la production de la cytokine anti-inflammatoire (IL-10). En outre, l’E.AE et l’E.But 
ont inhibé l’hémolyse des érythrocytes avec 90-98% et ont prévenu la dénaturation du BSA avec des IC50 de l’ordre de 101.20 ± 4.17 

µg/ml et 93.79 ± 0.76 µg/ml, respectivement. Les effets antioxydants des extraits étudiés ont été évalué en utilisant plusieurs tests in vivo 

et in vitro. L’administration quotidienne par voie orale de 75, 150 et 300 mg/kg de l’E.AE ou l’E.But durant 21 jours chez la souris a 
entraîné une amélioration  des marqueurs du stress oxydant (GSH, CAT, SOD et MDA) au niveau du tissu hépatique. Les résultats obtenus 

in vitro montrent que l’E.AE et l’E.But exercent une forte activité antiradicalaire vis-à-vis des radicaux DPPH (IC50 = 5.07 ± 0.36 et 22.64 

± 1.61 μg/ml), ABTS•+ (IC50 = 4.08 ± 0.06 et 10.11 ± 0.44 μg/ml), radical hydroxyle (IC50 = 179.31 ± 2.01 et 263.88 ± 4.59 μg/ml), anion 
superoxyde (IC50 = 54.82 ± 1.50 et 83.67 ± 1.02 μg/ml) et peroxyde d’hydrogène (IC50 = 1.34 ± 0.12 et 2.00 ± 0.17 μg/ml). De même, les 

extraits étudiés ont présenté un bon pouvoir réducteur concentration dépendant et inhibent l’oxydation de l’acide linoléique avec des 

pourcentages de 82-87%. De plus, les deux extraits ont exercé un effet protecteur important contre l’hémolyse érythrocytaire induite par 
l’AAPH, avec une bonne corrélation entre la dose et le temps de demi-hémolyse (HT50). La valeur HT50 obtenue est de 185.58 ± 7.45 min 

et 138.50 ± 1.57 min pour l’E.AE et l’E.But respectivement, à une concentration de 40 μg/ml, contre 52.30 ± 0.31 min pour le contrôle. 

En conclusion, cette étude a permis de montrer les propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes très prometteuses des extraits de 
Helichrysum stoechas (L.) Moench. 

Mots clés: Anti-inflammatoire, Antioxydant, Helichrysum stoechas, Stress oxydatif, Polyphénols. 

Abstract 

The aim of this study is to determine the phytochemical composition and to evaluate the anti-inflammatory and the antioxidant 

activities of ethyl acetate (EAE) and butanolic (BuE) extracts of Helichrysum stoechas (L.) Moench. The phytochemical study showed 
that EAE is the richest in polyphenols and flavonoids. LC-ESI-MS analysis allowed the identification of isoquercitrin, rutin, ferulic acid 

and chlorogenic acid in the two extracts. In vivo, the local treatment of mice by 2 mg/ear of EAE or BuE inhibited croton oil induced ear 

edema with 86-64%. Similarly, the treatment of rats with 1mg/pouch of EAE or BuE decreased significantly the number of leucocytes 
migrated to inflammation site with 84-66%. In vitro, our results showed that the incubation of concanavalin A stimulated monocytes with 

different concentrations (1, 10, 50, 100 μg/ml) of the extracts reduce the release of the pro-inflammatory cytokine (IL-17A) and increase 

the release of the anti-inflammatory one (IL-10). Moreover, the EAE and BuE extracts inhibited the erythrocytes hemolysis by 90-98% 
and prevented BSA denaturation with IC50 values of 101.20 ± 4.17 µg/ml and 93.79 ± 0.76 µg/ml, respectively. The antioxidant effect of 

the studied extracts was evaluated using different assays in vivo and in vitro. The  daily oral administration of 75, 150 and 300 mg/kg of 

EAE or BuE during 21 days showed an improvement in the status of oxidative stress markers (GSH, CAT, SOD and MDA) in liver tissue. 
The results obtained in vitro showed that EAE and BuE exert a high antiradical activity against DPPH (IC50 = 5.07 ± 0.36 and 22.64 ± 1.61 

μg/ml), ABTS•+ (IC50 = 4.08 ± 0.06 and 10.11 ± 0.44 μg/ml), hydroxyl radical (IC50 = 179.31 ± 2.01 and 263.88 ± 4.59 μg/ml), superoxide 

anion (IC50 = 54.82 ± 1.50 and 83.67 ± 1.02 μg/ml) and hydrogen peroxide (IC50 = 1.34 ± 0.12 and 2.00 ± 0.17 μg/ml) radicals. The studied 
extracts showed a good concentration dependent reducing power and inhibited linoleic acid oxidation by 82-87%. In addition, both extracts 

exerted a significant protective effect against AAPH-induced erythrocyte hemolysis, with a good correlation between concentration and 

half-hemolysis time (HT50). The recorded HT50 value reached 185.58 ± 7.45 min and 138.50 ± 1.57 min for EAE and BuE at a concentration 
of 40 μg/ml, versus 52.30 ± 0.31 min for the control. In conclusion, this study revealed a very promising anti-inflammatory and antioxidant 
properties of Helichrysum stoechas extracts. 

Key words: Anti-inflammatory, Antioxidant, Helichrysum stoechas, Oxidative stress, Polyphenols. 


