Université Mohamed Khider de Biskra
Faculté des sciences exactes et des sciences de la nature et de la vie

Département des sciences de la nature et de la vie
Filiere : Sciences biologiques
= i! Référence / 2024
Rd d
UNIVERSITE

oeBiskka  MEMOIRE DE MASTER

Spécialite : Biochimie Appliquée

Présenté et soutenu par :
SEGGOU Nadjet SLIMANI Lina Abir

Le : mardi 25 juin 2024

Synthese : Etude bibliographique de P’activité
antioxydante et immunomodulatrice de
withania somnifera L. Dunal

Jury:
M. DERRADJI Yacine MAA  Université de Biskra Rapporteur
Mme. BEIEBCIR Leila MAA  Université de Biskra Présidente
Mme. BOUATROUS Yasmina Pr Université de Biskra Examinatrice

Année universitaire :2023/2024



Remerciements

Au-dessus de tout, nous tenons a remercier ALLAH le tout Puissant, le tout
Miséricordieux, de nous avoir permis d’atteindre ce niveau d’étude et pour nous avoir donné la

santé, la force, le courage et la volonté d’achever notre humble recherche.

Nous remercions notre encadreur Dr. DERRADJI Yacine, pour son aide, sa disponibilité, le
temps qu’il nous a consacré, ses encouragements et ses conseils judicieux et sa supervision

éclairée dans ce travail.

Des remerciements également aux membres du Jury, président et examinateur, pour
I’intérét qu’ils ont porté a notre modique étude et pour avoir accepté d’examiner, d’évaluer et

d’enrichir par leurs propositions, cette recherche.

Nous exprimons notre gratitude a tous les enseignants qui nous ont accompagneés tout au
long de notre cursus universitaire. Nous avons eu I’honneur d’étre parmi vos étudiants et de

bénéficier de votre riche enseignement.

On remercie également tous nos amis et collegues de la promotion de biochimique

appliquée la promo de 2023/2024.

Enfin, nous tenons a remercier tous ceux qui ont participé de prés ou de loin, directement

ou indirectement, a la réalisation de la présente étude.



Dédicaces

Louange & 4%, et merci a lui, d’avoir été mon guide pendant toutes ces années.

Ce mémoire représente 1’aboutissement du soutien et I’encouragement que mes parents «Slimani
Mustapha» et «<Amara Souad» m’ont prodigué tout au long de ma scolarité. Cru en moi et

m’avoir aidé a arriver 1a ou j’en suis ;
Merci pout tout.
Je n'oublierai jamais de remercier ma chere grand-meére
A mes freres : Dhae et serine.
A mes sceurs et meilleure amies : Messaouda et Asma.

«A mes chers membres de la famille : Imane, Ritaj, Adam, Oumar, Ayoub, Marwa » pour leur

présence et leurs moments heureux.

SLIMANI Lina Abir



Dédicaces

Avec la grace et l'aide de Dieu, nous avons achevé ce travail que je dédie a:

A mes chers parents « Fatima zohra Mounib » et kMouhamed EI hadi » avant tout vous étes

un symbole d'espoir et de dévotion qui n'a pas de limites.

Les plus chéres personnes dans le monde, qui ont toujours fait leur maximum, en sacrifiant leur

temps, qui n’ont jamais cessé de m’encourager, de me soutenir.
C’est grace a vous et pour vous que j’ai fait ce travaille.

Vous étes notre soutien et notre trésor dans ce monde, nous demandons a Dieu de vous protéger

et de prolonger votre vie.

Nous n’oublierons pas votre confiance et vos sacrifices, et nous espérons que vous serez fiers de

nous.
A mon seul cher frére Hakime
A mes chéres sceurs khaoula, Selma et Amina
A mes belles Loudjine mounib et Moufida laaouade
A ma chére tante Yassmina et Saliha mounib
A mes chéres copines

Mercie a tous pour vous soutien tout au long de mon parcours universitaire, Merci d’étre dans ma

vie.

A tous ceux qui me sont cheres A tous ceux qui m’aiment A tous ceux que j’aime.

Seggou Nadjet



Sommaire

LiSte deS tADIEAUX ......eeee e I
LISEE ES TIGUIES ..otttk e bttt e st e be et e nnee s ]
LiSte deS @DrEVIALIONS .......eciiieiie ittt et e st e e ra e e ae e arbeenraeeees Il
L1 o ot A T o SRS 1
PIEIMIEIE PAITIE ... eeeeieie ettt ettt ettt e et e bt e bt e st s e e et e e et e e ebeebeeneeeneeareenbeenee e
SYNthése DIDHOGrapNIGUE ........ooiiiie et
(01T o 11 £ TP PP PP PUPTPPRPOP 2
Généralités sur PAshwagandha.............cooiiiiiiii 2
00 R I = 1101 (oo PSSR 2
1.4, ClasSifiCation tAXONOMITUE ......eeiueieieeiiie ittt ettt et e e nbeeanes 3
1.5, Utilisation traditionNElle ............ooviiiiiiiieiie e 4
1.6. COMPOSITION CRIMIGUE ...eevveeetieeeeiiie e iee et e ettt e et e e st e e et e e et e e e s e e e snaeeesnaaeeaneeens 4
1.6.1 CompoSE PhENOTIGUE ....eeoveeeeeeiie ettt e e e e e e snnee e 5
1.6.2. FIAVONOTAES ... ..ottt ettt ettt ettt et 5
1.6.3. AICAIOTUES ...ttt 5
16,4, SAPONINES ...ecutieeieteee ettt ettt e ettt e e et e e et e e et e et e e e te e e e asaeeeasbe e e e te e e e te e e e rreeeanteeeanraeeareeeas 6
1.6.5. WINANOTIUES ...ttt 6
(O F-T o1 £~ S SUSRSPRR 8
Certaines pathologies a traité avec I’ Ashwagandha ............ccocveiiiiniiiiie i 8
2.1, SHIESS OXYUANT .. .eciiiieiiie ettt e e e e e et e e et e e et e e et e e e atee e e ta e e e anteeeanneeearaeearneeas 8
2.1.1. Deéfinition des radiCaux liDreS .........coviiiiiiiieiiiec e 8
2.1.2. SYStemME aNtIOXYAANT.......ccvieiiiieeeiie et 9
2.2. Les maladies inflammatoireS..........eeiiiiiiieiiiecie et 10
2.2.1. Cellules et médiateurs de ’inflammatiOn................uuuueuuiuiiiiiniiii ... 11
2.2.2. Types d’INflammation ..........cooiiiiiiiiiiiiii e 11
2.2.2.1. INFIamMmMation @IGUE ........c.uveeieiiiiie ettt 11
2.2.2.2. Inflammation CArONIQUE .........ccouviiie i 12
DEUXIEME PAITIE .. .eeiiviee ettt ettt e e e et e e st e e et e e e be e e e abee e e beeeeatbeeesrbeeesnseeesseaeas 13

Syntheése sur les travaux scientifiques ChOISIS..........ccvviiiiiiiiie e 13



(O g T2 o 11 £ TP TP U R PP PP PUPOPRRUPPOTS 14

La méthodologie suivie dans les travauX ChOISIS ..........ccvuveiiieiieiiiece e 14
3.1, Matlriel DIOIOGIQUE ... .ot 13
3.1.1  Echantillonnages de 1a PIante ............ccceeveveveeeeececececeeeeee e, 13
312, ANIMAUX ULTHISES ....veiieieeceie ettt ettt et e st et e anaeennee s 13
313, CellUIBS ULIHSEES ...ttt et e et e naeennee s 13
3.2, MEBINOUES ...ttt e e nnae s 14
3.2.1.  ODBLENtION dES EXIIAILS ....eveiiieeeiieeesiieeesiee e seeese e st e et et e et e e e et e e snneeeenees 14
3.2.2.  Evaluation de I’activité antioXydants ............ccveruvreriiiieiiiieiniie e 14
3.2.2.1.  Test de piégeage du DPPH........cooiiiiiiic s 14
3.2.2.2.  Inhibition de I’oxydation des ProtéiNes...........cccevveerieiiieiiiiesie e 15
3.2.2.3.  Inhibition de la dégradation de PADN ........ccccooiiiiiiiiiiiiieieeeee e 15
3.2.2.4.  Inhibition de la Xanthing OXYdaSe ..........cceviiiiiiiiiiiie e 16
3.2.2.5.  Effet sur 'équilibre oxydatif.........cccvviiiiiiiiiiiiii 16

a.  Induction du StreSS OXYAANT ..........ccoiuiiieiiee et 16

b. Dosage des parametres du stress antioXydant ............ccccveevvreerineesieee e 17

3.2.3.  Etudes de I’activité Immunomodulatrice ...........cccevviiiiiiiiiiiiiiie e 19
3.2.3.1.  Effet stimulant du systeéme immuNItaIre ............cccceovvveeiiie e 19

a. Effet sur les paramétres hématologiqUE ..........eeevieeeiiiie e 19

b. Effet sur la viabilité et ’activité des macrophages .........cccccvvvveeviureeiieeeiiieesiieessineens 19

c. Effet sur la réponse a I'introduction d’un Ag.......ccccevveeeiiiiiiiiiiiiiiie e 21
3.2.3.2.  Effet sur 'inflammation @igUe ..........coccuerieiiiiiiiieiiiiie e 21
3.2.3.3.  Effet sur 'inflammation Chronique ............cuvvviiiiiiiiiiiiiiiiiie i 21
3.2.3.4.  Effet sur la dénaturation des Protéines ..........cccveivvreiiiiesiiie e 22
3.2.3.5.  Effet sur les enzymes impliquées dans I’'inflammation..............cccccovviiiiiiniiinnennnn 22
(OF T 1 £ =30 OSSP PRSPPI 23
Les résultats et discussion des travauX ChOISIS..........ocveiiiiiiiiiie s 23
4.1, ACHIVIEE ANtI-OXYJANTE. ... .eiii it e e s aee e 23
4.2, ACtiVIte ImMUNOMOTUIALIICE ... .cveiiiiecie e 27
CONCIUSION EE PEISPECTIVES .....vviiieiiiiiii e ettt e e e e e e e e e st a e e e st a e e e st e e e e s anbreeea s 32
RéEférence DIDIIOGrapNIUE ........oooiiie e e e e rne e 34

R SUIMIBS ... e e e 41



Liste des tableaux

Tableau 1: Principaux composés chimiques de Withania somnifera et leurs propriétés ................ 7
Tableau 2: Différentes formes des radicauX HDres. ..........ccccviiiriiiciie i 8
Tableau 3: Principaux systemes antioxydants eNdOgENES. ..........covveiierieiiiiieiie e 10



Liste des figures

Figure 1: Différents parties de la plante Withania SOMNIfera...........coceevivieienieiinieneeseeeee e 3
Figure 2: Structure de base des WIthanolides. ............c.ooueiiiiiiiiiiee e 6
Figure 3: Réaction du radical libre DPPH- avec un antioXydant. ...........cccceceverereneneneneneneneseeeenenne 15



Liste des abréviations

AAPH : Alpha-tocophérol acétate peroxyde
ABTS : 2,2’-Azinobis-(acide 3-éthylbenzthiazolin-6-sulfonique)
ACF : Adjuvant complet de Freund

ADN : Acide désoxyribonucléique

ALLI : Lésions pulmonaires aigués

AOXH : Antioxydant naturel

BSA : Albumine de Sérum Bovin

CAT : Catalase

CDNB : 1-chloro-2, 4-dinitrobenzéene

COX-1: Cyclooxygénases-1

COX-2 : Cyclooxygénases-2

CO2 :Dioxyde de carbone

DW : Poids sec

DPPH :2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl

DMEM : Milieu de Eagle modifié par Dulbecco
DTNB : Acide 5,50-dithiobis-2-nitrobenzoique
EE : Extrait éthanolique

EW : Extrait aqueux

ERN : Espéces réactives nitrogénées

ERO : Espéces réactives oxygénées

FRAP : Capacité réductrice ferrique du plasma



FBS : Sérum de veau feetal

GAE : Equivalent Acide Gallique
GB : Globule blanc

Gr : Globule rouge

GR : Glutathion réductase

GRM : Globule rouge de mouton
GPx : Glutathion peroxydase

GSH : Glutathion

GST : Glutathion-S-transferase
GSSG : Glutathion oxydeé

G6PDH : Glucose-6-phosphate déshydrogénase
H202 : Peroxyde d'hydrogéne

IC50 : Concentration inhibitrice 50%
IgG-1 : Immunoglobuline G1

1gG-2 : Immunoglobuline G2

IL-1 : Interleukinel

IL-1B : Interleukinel B

IL-2 : Interleukine2

IL-4 : Interleukine4

IL-6 : Interleukine 6

IL-10 : Interleukinel0

INF-vy : Interféron-y

INOS : Oxyde nitrique synthase inductible
LPS : Lipopolysaccharide

LPO : Peroxydation lipidique



5-LOX : Lipoxygénase

MMP-8 : Métalloprotéase

MDA : Malone-dialdéhyde

MPTP :1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine
MTT : sel de tétrazolium

NADPH :Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NBT : Nitroblue tétrazolium

NF-xB : Facteur de transcription kB

NPZnO : Nanoparticules de 1I’oxyde de zinc

NO : Oxide nitrique

NOS : Oxide nitrique synthases

0O2- : Anion superoxyde

PAF : Facteur d'activation plaquettaire

RPMI : Institut commémoratif du park Roswell
PBS: Phosphate Buffered Saline

SDRA :Syndrome de détresse respiratoire aigué
SOD : Superoxyde dismutase

TBA : Thiobarbiturique

TGF-p : Facteur de croissance transformante-f3
TNF- a : Facteur de nécrose tumorale-a

Thl : Lymphocytes T auxiliaire 1

Th2 : Lymphocytes T auxiliaire 2

XO : Xanthine oxydase


https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Sel_de_t%C3%A9trazolium_MTT&action=edit&redlink=1

Introduction



Introduction

Introduction

L’histoire de la phytothérapie est ancienne. Par intuition et par expérimentation, ’homme a
sélectionné les plantes alimentaires pour se nourrir, les plantes médicinales pour se soigner et les
plantes toxiques pour s’en servir comme poisons de fléche a la chasse ou a la guerre. Ces choix ont
évolué de maniére empirique au fil des expériences qui se sont succédées pendant des siecles

(Lehmann, 2013) est différemment en fonction des zones géographiques (Boissiére, 2018).

Withania somnifera, communément appelée « Ashwagandha » ou « ginseng indien » est une
plante thérapeutique essentielle des régions du sous-continent indien. Elle est utilisée depuis plus
de 3000 ans en médecine ayurvédique. Son nom signifie en hindi « odeur de cheval », en référence
a la puissance de I’animal et aux propriétés revitalisantes et fortifiantes de la plante (Mandlik et
Namdeo, 2021).

Plusieurs études ont prouvé la richesse de cette plante en constituants chimiques
(polyphénols, flavonoides, alcaloides, withanolides,...etc.) qui avaient présenté plusieurs
propriétés pharmacologiques comme I’antioxydants, aphrodisiaques, antimicrobiennes,
adaptogenes,  diurétiques, antihelminthiques, immunomodulateurs, anti-inflammatoires,

antidiabétiques, hépato-protecteurs, antistress ... (John, 2014).

L’objectif de notre étude est d'évaluer l'activité antioxydante et anti-inflammatoire des
extraits de W. somnifera, a partir d’une synthése des articles qui ont étudié le sujet de maniere

expérimentale. Pour réaliser cet objectif, notre manuscrit est divisé en deux parties :

- Dans la premiére partie nous apportons des généralités sur Withania somnifera L., sa

composition chimique et les maladies dont nous espérons qu'elle sera bénéfique.

- La deuxiéme partie est une synthése des études expérimentales choisies ou on discute les

méthodes utilisées et les résultats obtenus.

- Enfin, on présente une conclusion générale sur les résultats importants de ces études, ainsi

que les perspectives.
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Chapitre 1 Généralités sur I’ Ashwagandha

Chapitre 1 : Généralités sur I’Ashwagandha

1.1. Définition

Withania somnifera est une plante trés importante de la famille des Solanacées utilisée dans
un certain nombre de systémes médicinaux orthodoxes comme I'Ayurveda, le Siddha et I'Unani
comme plante médicinale. Enlui attribue plusieurs noms avec des significations distinctes telles
que « ginseng indien » en anglais, car il est utilisé en médecine ayurvédique d'une maniére similaire
au ginseng chinois (Panax ginseng) en médecine traditionnelle chinoise ; « Ashwagandha » («
ashwa » signifie cheval et « gandha » signifie odeur), car les racines possedent une odeur
caracteéristique de « cheval mouillé » ou « Asgandh » en hindi et « Asgand » en ourdou. Le nom de
I’espéce a été attribué a « somnifera », ce qui signifie inducteur de sommeil en latin, en raison de
ses prodigieuses caractéristiques anti-stress (Bharti et al., 2016 ; Kumar et al., 2019 ; Paul et al.,
2021).

1.2. Description botanique
W. somnifera est un arbuste a feuilles persistantes, droit et ramifié, mesurant 150 cm de haut.
e Les feuilles ont une forme ovale, glabre et leur longueur est d'environ 10 cm.

e Fleurs verdatres ou jaunes brillantes, plus petites d'environ 1 cm de long. Il y a jusqu'a 5
fleurs disposees en cymes axillaires et ornees.

e Les fruits sont des baies rondes d'environ 6 mm de diamétre. A maturité, les baies
deviennent d'un rouge orangé et restent fideles au calice gonflé et membraneux.

e Les graines sont jaunes, reniformes et mesurent environ 2,5 mm de diametre.

e Les racines, lorsqu'elles sont seches, sont charnues et cylindriques. Leur rétrécissement
s'accompagne de la présence de racines secondaires droites, non ramifiées, de 10 a 17,5 cm
de long et de 6 a 12 mm de diameétre dans les racines principales. La racine est d'un blanc
brunatre a la surface externe et crémeuse a l'intérieur. Les racines produisent de courtes et
inégales cassures, a forte odeur et a godt amer. Lorsqu'elles sont jeunes, les racines ont un
épiderme unique et un cortex parenchymateux de 4 a 5 couches de cellules (Mukherjee et
al., 2020).
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a) plante entiéere d) Feuilles e) Racines

Figure 1: Différents parties de la plante Withania somnifera (Mounica et al., 2022).

1.3. Distribution géographique

L'Ashwagandha pousse de maniere sauvage dans les régions seches et est largement répandu
dans les régions subtropicales. On peut la constater dans des régions africaines comme le Maroc,
le Congo, I'Egypte et I’ Afrique du Sud, dans des régions du Moyen-Orient comme la Jordanie ainsi
que dans des régions asiatiques comme I’Afghanistan, I’Inde et le Pakistan. En Inde,
I'Ashwagandha est cultivé dans le Gujarat, le Pendjab, I'Uttar Pradesh, le Maharashtra Haryana et
le Madhya Pradesh au Rajasthan. L'Ashwagandhaest une plante annuelle résistante a la sécheresse.
Les zones tropicales semi-arides avec des précipitations moyennes de 500 a 750 mm conviennent

a I'Ashwagandha en ce qui concerne la culture (Kumar et al., 2019).

1.4. Classification taxonomique

La famille des Solanacées comprend 84 genres comprenant environ 3000 espéces, dispersées
a travers le monde. Les membres de cette famille sont généralement des arbustes annuels. Parmi

elles, W. somnifera, ¢’est I’un des plus importants sur le plan économique et médical.
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La classification taxonomique de I'Ashwagandha est la suivante (Kumar et al., 2019) :

Royaume —— > Plantes
Sous-regne  —— > Trachéobionte

Super division — > Spermatophytes

Division — »  Angiospermes
Classe —> Dicotylédones
Ordre ———> Tubiflores
Famille ——» Solanacées

Sous-famille ——»  Solanoideae

Tribu — > Physaleae
Sous-tribu —— >  Withaninae
Genre ———> Withania

Espece —— > somnifera Dunal

1.5. Utilisation traditionnelle

Dans I'Ayurveda, I'Ashwagandha est largement reconnu comme un moyen alternatif,
réparateur et anabolisant et tres bénéfique dans le traitement de marasme causé par la malabsorption
chez les enfants. Il posséde aussi des propriétés diurétiques, antidépressives, cardioprotectrices et
est employé dans le traitement des affections de la peau (ulcéres, gale), des problemes du systeme
nerveux central (évanouissements, vertiges, insomnie), des troubles de la mémoire, des troubles
gastro-intestinaux (dyspepsie, coliques, infestation de vers), de la toux, de l'asthme et de
I'hypertension (Dev, 2023).

1.6. Composition chimique

L'Ashwagandha est un trésor de métabolites tres variés parmi les quels, les alcaloides, les
saponines, les withanolides, les flavonoides et les composés phénoliques ce sont les principaux
constituents de la plante qui lui conférent son effet thérapeutique (Mishra, 2022 ; Polumackanycz
et al., 2023).
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1.6.1 Composé phénolique

Les composes phénoliques sont des métabolites secondaires synthétisé a partir de la voie du
shikimate et le métabolisme des phénylpropanoides, présents dans toutes les plantes.lls sont
constitués d’au moins un noyau aromatique de type benzene, avec un ou plusieurs groupements
hydroxyles. lls peuvent avoir des structures simples, telles que les acides phénoliques, ou

hautement polymerisées comme les tanins condensés (Laguna, 2019).

1.6.2. Flavonoides

Les flavonoides sont des composés avec une structure de base commune qui se compose d'un
squelette carboné en C6-C3-C6. Ces 15 carbones sont répartis sur deux noyaux benzéniques (A et
B) qui sont relies par un noyau C, qui est une chaine a trois carbones qui peut former des

hétérocycles oxygénes apres avoir été condensés avec un OH phénolique du noyau A (Zeb, 2021).

1.6.3. Alcaloides

Les alcaloides sont des composes azotés, basiques d'origine naturelle et de distribution
restreinte, avec une structure complexe. Leur atome d'azote fait partie d'un systéme hétérocycle et
a une activité pharmacologique importante ; pour certains, ils sont exclusivement présent dans les

tissus végetaux (Bruneton, 2009).

Les alcaloides sont classes selon leurs précurseurs biogénétiques communs et la position de I'atome

d'azote en :

- Alcaloides vrais (Leur biosynthese s’effectue a partir d’acides aminés et l'atome d’azote

contenu dans un hétérocycle).

- Proto-alcaloides (Leur biosynthése s’effectue a partir d’acides aminés mais 1’atome d’azote

ne faisant pas parti d’un hétérocycle).

- Pseudo-alcaloides (présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides

vrais, mais ne sont pas des dérivés d'acides aminés).
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1.6.4. Saponines

Les saponines sont des substances glycosidiques abondantes dans les plantes. Elles sont des
composés végétaux glycosidiques qui se composent d'un composé parent connu sous le nom de
génine ou de sapongénine et d'un composant sucré variable. On peut classer les saponines en
glycosides triterpéniques, glycosides de spirostanol (synonyme de glycosides stéroidiens) ou

glycosides alcaloides stéroidiens (Tsutomu, 1988).

1.6.5. Withanolides

De plus en plus de preuves suggerent que la plupart des propriétés thérapeutiques de
I’ Ashwagandha peuvent étre attribuées aux withanolides. Les withanolides sont un groupe de
lactones stéroidiennes et structurellement similaires aux stéroides qui sont omniprésents dans tous
les organismes, des microbes a I'nomme. Les withanolides sont les plus prolifiques chez
Ashwagandha parmi toutes les Solanacées et sont caracterisés par un squelette stéroidien basique
en C28 avec une chaine latérale a neuf carbones dans laquelle C22 et C26 sont oxydés de maniere

appropriée pour former une 4-lactonerie a six chainons (Sangwan et Sangwan, 2014).

Figure 2: Structure de base des withanolides (Santhi et Aishwarya, 2011).
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Tableau 1: Principaux composés chimiques de Withania somnifera et leurs propriétés (Mishra,
2022 ; Polumackanycz et al.,2023).

Composées chimiques Molécules bioactives Propriétés

Alcaloides Isopellertierine, Les alcaloides présentent une
Anahygrine, activité antimicrobienne et sont
Somniferiene, utilisés comme relaxant.

Somniferinine, Somnine,
3-a gloyloxytropane,
Somniferinine, Pseudo-
withanine, Withananine,
Anaferine, Tropine,
Choline, Pseudo-tropine,
Cuscohygrine, Tropanol,

Andanahydrine.

Saponines Sitoindoside VII and VIII. Activité anti-hépatotonique et
utilisée dans les molluscicides et

les détergents.

Flavonoides Flavanols, Flavonones, Activité anti-hépatotonique et
Kaempferol. utilisée dans les molluscicides et

les détergents.

Withanolides Sitonidoside XI et X, Ils possédent une activité anti-
Asitoindoside, Withaferin tumorigene et anti-inflammatoire.
A and Withanolide D,
Lactones.

Composé phénolique Acide gallique, catéchine, acide | Etroitement associés a l'activité
vanillique, acide caféique, acide | antioxydante de la plante.
p-coumarique, acide férulique,
acide sinapinique, rutine,

quercétine, naringénine.
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Chapitre 2 : Certaines maladies a traiter avec I’ Ashwagandha

2.1. Stress oxydant

On peut définir le stress oxydatif comme un déséquilibre dans la cellule entre les espéeces

réactives a I’oxygéne et les systémes de défense anti-oxydants en faveur de 1’état pro-oxydant.

2.1.1. Définition des radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique, atome ou molécule, qui renferme un électron non

apparié. Ce composeé est extrémement instable et peut interagir avec les molécules les plus stables

afin d’apparier son ¢électron (Tableau 1).

Le terme ERO (espéces réactives 1’oxygene) englobe les radicaux libres de l'oxygene. En

plus des ERO, il y a des ERN (espéces réactives nitrogénées) dont le NOe est le principal

représentant. On le produit grace aux NO synthases (NOS).

Le NOe, un radical peu réactif, peut se combiner avec des radicaux libres oxygénés afin de

former des molécules plus toxiques comme les peroxynitrites.

Tableau 2: Différentes formes des radicaux libres(Mohammedi, 2013).

Nomenclature Structure Principales réactions

Superoxyde *0=0- Catalyseur de la réaction de Haber-WeiB par recyclage de
Fe2+ et Cu+ ; formation du peroxyde d’hydrogene et
peroxynitrite.

Peroxyde HO=0OH Formation du radical hydroxyle ; inactivation d’enzymes ;

d’hydrogeéne oxydation de biomolécules.

Radical *OH Abstraction de ’hydrogéne, production de radicaux libres

hydroxyle et peroxydes lipidiques, oxydation des thiols.

Ozone -0=0+=0 Oxydation de biomolécules, spécialement celles

contenant des doubles liaisons, formations des ozonides

et des aldéhydes cytotoxiques.
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Oxygeéne *0=0 Réaction avec les doubles liaisons, formation de

singulet peroxydes, décomposition des aminoacides et
nucléotides.

Oxyde nitrique | *N=0 Formation de peroxynitrite, réaction avec autres radicaux.

Peroxynitrite O=N=0=0- | Formation du radical hydroxyle, oxydation des
groupements thiols et aromatiques, conversion de la
xanthine déshydrogénase en xanthine oxydase, oxydation
des biomolécules.

Hypochlorite CIO- Oxydation des groupements amine et sulfure, formation de
chlore.

Radical peroxyl | R=0=0¢ Abstraction de 1’hydrogéne, formation des radicaux,
décomposition de lipides et autres biomolécules.

Hydroperoxyde | R=0=0OH Oxydation de biomolécules, destruction de membranes
biologiques.

lons fer et Cu2+, Fe3+ Formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton

cuivre et Haber-WeiB.

2.1.2. Systeme antioxydant

L'antioxydant désigne toute substance qui empéche ou répare les dommages oxydatifs d'une
molécule ciblée. Les antioxydants sont également des substances qui sont produites naturellement
par le corps ou apportées par l'alimentation afin de lutter contre les effets toxiques lors du stress
oxydatif (Halliwelle et Gutteridge, 2008).

L’organisme posséde des systémes antioxydants endogenes de défense contre les dommages
induits par ERO / ERN (tableau 2).
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Tableau 3: Principaux systemes antioxydants endogénes(Mohammedi, 2013).

Antioxydant Phase Action
Superoxyde dismutase Hydrophile Dismutase d’O2¢-en H202 et O2.
(SOD)

Catalase Hydrophile Dismutase d’H202 en H20 et O2.
Glutathion peroxydases Hydrophile ou Réduction de R-OOH en R-OH.
(GPx) lipophile
Glutathion réductase (GR) Hydrophile Réduction du glutathion oxydé.
Glutathion-S-transferase Hydrophile Conjugaison de R-OOH au GSH
(GST) (—GS-OR).
Métallothionéines Hydrophile Fixation aux métaux de transition
(= neutralisation).
Thiorédoxines Hydrophile Réduction de R-S-S-R en R-SH.
Glutathion (GSH) Hydrophile - Réduction de R-S-S-R en R-SH.
- Piégeur des radicaux libres.
- Cofacteur de la GPX et GST.
Ubiquinol Lipophile - Piégeage des radicaux libres.
(Coenzyme Q10) - Recyclage des tocophérols
(vitamineE).
- Maintient les enzymes dans leur état
réduit.

2.2. Les maladies inflammatoires

L’inflammation est un mécanisme de défense physiologique de l'organisme face & une
agression qui entraine une altération tissulaire. La réponse inflammatoire a pour principale fonction
d’éliminer 1’agent agresseur, comme des bactéries, virus, parasite, tissus Iésés du reste de
l'organisme, pour permet la réparation des tissus le plus rapidement possible (Weill et Batteux,
2003).
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Cette réaction, connue sous le nom d'inflammation aigué, est bénéfique pour lI'organisme, qui
peut ainsi retrouver son équilibre interne. La réponse inflammatoire presente un aspect negatif
lorsque celle-ci exagérée ou lorsqu’elle se prolonge et devient chronique. Dans cette situation, la
réponse inflammatoire devient défavorable et nécessite un traitement médicamenteux pour la
controler (Weill et Batteux, 2003).

2.2.1. Cellules et médiateurs de ’inflammation

Différentes cellules interviennent dans la réaction inflammatoire, cellules sanguines
circulantes (basophiles, lymphocytes, monocytes, plaquettes, polynucléaire éosinophiles,
polynucléaire neutrophiles)et cellules résidentes tissulaires (cellules endothéliales, fibroblastes,
plasmocytes, macrophages, histiocytes, cellules apparentées) liberent des différents médiateurs
comme [’histamine, sérotonine, eicosanoide, neuromédiateurs, molécules d’adhésions, facteur
d'activation plaquettaire (PAF), protéases de destruction tissulaire, radicaux libres, cytokines. Ces
derniers jouent un réle essentiel dans I'activation de I'inflammation, sont des polypeptides solubles
secretees par des cellules activées lors de la réaction inflammatoire et peuvent étre produite par
différent types cellulaires, capables de transmettre des signaux entre les cellules, les cytokines clés
de la réaction inflammatoire comprennent l'interleukine 6 (IL-6) ; I'interleukinel (IL-1), le facteur
de nécrose tumorale-a (TNF- o), l'interféron-y (INF-y) et le facteur de croissance transformante-3
(TGF-B). Ces cytokines, IL-6 en téte, stimulent la synthése des protéines de l'inflammation
(protéine c réactive, fibrinogeéne, I’orosmucoide, haptoglobine) au niveau hépatique. Elles sont
également responsables des signes généraux de la réaction inflammatoire tels que fievre, anorexie,

asthénie, amaigrissement, algies diffuses (Blétry et al., 2006).

2.2.2. Types d’inflammation
2.2.2.1. Inflammation aigué

L’inflammation aigué est une réponse protectrice localisée provoquée par destruction du tissu
ou par une blessure, qui sert a neutraliser a la fois I'agent nocif et le tissu blessé (Chalfant et
Diegelmann, 2017). Se caractérise par les quatre signes de I'inflammation aigué : rougeur, chaleur,
tuméfaction, douleur (Weill et Batteux, 2003).
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L'inflammation aigué est divisée en trois grandes phases :

- Une phase vasculaire, avec vasodilatation, transsudation plasmatique, cedéme et

fibrinoformation.

Une phase cellulaire, fait d’un afflux extravasculaire interstitiel de leucocytes, principalement
des polynucléaires neutrophiles, puis des cellules mononucléées dans un deuxieme temps
(Blétryet al.,2006).

- Une phase de résolution, ou de réparation, qui varie en fonction de la gravité des dommages
aux tissus. Dans un premier temps, la réparation de I'endothélium est effectuée par les cellules
endotheliales elles-mémes, qui peuvent produire et remodeler les éléments de leur stroma
(collagene de type I et 111) ou de leur lame basale (collagéne de type IV et V, laminine).D'autres
cellules interviennent pour réparer le nouveau tissu si l'atteinte est plus grave et entraine une
destruction du tissu atteint (Weill et Batteux, 2003).

2.2.2.2. Inflammation chronique

Cette inflammation est definie comme une inflammation prolongée et persistante qui se
caractérise principalement par la formation de nouveau tissue conjonctif. Elle peut étre une
continuation d'une forme aigué ou une forme prolongée a bas degré d'intensité (Chalfant et
Diegelmann, 2016).

Les symptomes initiaux sont similaires a ceux d'une inflammation aigué, cependant les
dommages tissulaires sont plus séveres et ont des conséquences fonctionnelles importantes. 1l n'est
pas toujours facile de déterminer si une inflammation est chronique : le critere le plus pertinent
pour définir la chronicité est une durée supérieure a six semaines. L'inflammation apparait d'emblée
chronique dans de nombreux cas, avec des phénomeénes de remodelage du tissu conjonctif, de
destruction et de réparation dés le départ. La chronicité n'est pas toujours simple a comprendre
(Weill et Batteux, 2003).
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Matériel et méthode

Pour I’étude des activités antioxydant et immunomodulatrice de la plante, nous avons
téléchargé 45 articles en utilisant les sites : Google Scholar, SpringerLink, Reserche Gate, Science
Diercte, Pub Med. Nous avons sélectionné, parmi les articles téléchargés, 32 dont les résultats
étaient clairs et facile a comparer. Le matériel et les méthodes utilisés dans ces derniers sont

résumes ci-dessous. Les résultats obtenus sont comparés dans la partie résultats et discussion.

3.1. Matériel biologique

3.1.1. Echantillonnages de la plante

La plante W.somnifera entiére, une partie d’elle ou des extraits préparés commerciales ont
été achetés, ou bien collectés dans plusieurs régions (Inde, Bangladesh, Italie,Egypte, Irag). La
plante collectée a été séchée a ’ombre puis passée au four pour finir le séchage dans des conditions

spéecifiques (T°, temps).

3.1.2.  Animaux utilisés

Les modeéles animaux ont éte largement utilisés pour comprendre et interpréter les
mécanismes moléculaires et les approches thérapeutiques dans les maladies.

Les animaux utilisés sont les souris (Swiss albinos males et balb/c) pesant entre 20 et 35 g,
les rats (albinos méales Wistar, Sprague Dawley) pesant entre140 et 300 g.

Les animaux ont été logés dans des cages en acier inoxydable avec un acces ad libitum a un
régime alimentaire de laboratoire standard et a de l'eau dans une piéce exempte de toute
contamination chimique a température contr6lée (20-25°C) et éclairée artificiellement (cycle
d'obscurité/lumiére de 12 heures). Les procédures animales ont été approuvées par des Comité

d'éthique institutionnel.

3.1.3. Cellules utilisées

- Les macrophages des souris et les monocytes humains ont été utilisés pour 1’étude de
’activité phagocytaire. Les cellules ont été cultivées dans le milieu de DMEM et le milieu
RPMI 1640 respectivement, avec une supplémentation de 10% FBS, 1% de solution

antibiotique-antimycotique et 1% de L-glutamine, puis conserver a 37°C et 5% CO2 dans
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une atmosphére humidifiée et utilisées pour les expériences apres trois passages consécutifs
(Sajida et Prabhu, 2022).

- Des lymphocytes purs, utilisés dans le test de dégradation de I’ADN, ont été isolés du sang
des rats (anti-coagulé et dilué avec un volume égal de PBS) a I'aide de la centrifugation sur
gradient de densité (HiSepTM LSM), les lymphocytes ont été séparés sous forme d'une

couche rose.

3.2. Méthodes

3.2.1. Obtention des extraits

o L’échantillon de la plante a été broyé.

o Meélangé avec différents solvants soit directement ou par extraction successive par polarité
croissantes (hexane, chloroforme, acetate d'éthyle, acétone, éthanol, méthanol et eau) pour
faire ’extraction par macération ou dans un Soxhlet.

o Récuperation de surnageant apres filtration. Ce processus a été repété plusieurs fois avec
chaque solvant.

o Les solvants respectifs du surnageant ont €té évaporéspour obtenir le rendement de

différents extraits.

3.2.2. Evaluation de I’activité antioxydants

3.2.2.1. Test de piégeage du DPPH

De nombreuses méthodes sont utilisées pour I’évaluation de I’activité antioxydante dans les
travaux de recherche, nous avons choisi de se concentrer sur les résultats du test de réduction du
DPPH pour faciliter la comparaison des résultats.

Le test DPPH mesure I’activité antioxydante des composés capables de transférer des atomes
d’hydrogeéne. Le DPPH de couleur violette perd sa coloration quand il se lie avec des substances
antioxydantes (AOXH), et se réduit en un composé jaune DPPHH (figure 3), Cette réaction est

rapide et proportionnelle & la capacité antioxydante de 1’échantillon.
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AOXH = Antioxydant naturel

Figure 3: Réaction du radical libre DPPH- avec un antioxydant (Arce-Amezquita et al., 2019).

Selon méthode de Blois (1985), qui a éte utilisée par la plupart des articles avec des
modifications. Le test et baseé sur la mesure de la diminution de l'absorbance du DPPH (515-518
nm) a l'aide d'un spectrophotométre, suite a l'incubation avec des concentrations différentes des

extraits de la plante a température ambiante 37° pendant 20-45 min.

3.2.2.2. Inhibition de I’oxydation des protéines

L’effet inhibiteur de la plante sur I’oxydation des protéines est mesuré par la protection de la
BSA (5ug/ml) contre les dommages induits par d'’AAPH (20mM), observée sur Gel
d’électrophorese. L'AAPH est un composé oxydant qui peut générer des radicaux libres (OH,
H202,...), et provoquer dégradation des protéines par plusieurs mécanismes (Mayo et al., 2003).
3.2.2.3. Inhibition de la dégradation de PADN

L’inhibition de I’endommagement de 'ADN des lymphocytes induite par le H202, a été
¢valués au microscope a fluorescence (microscope Olympus, Allemagne) avant et apres 1’ajout
I’extrait de la plante, en mesurant le pourcentage de fluorescence dans la queue (appelé "queue
cométaire™), qui correspond a la quantité d'ADN fragmentéa l'aide du logiciel d'imagerie RS. les
résultats ont été exprimés en pourcentage d'inhibition de la longueur de la queue (Singh et al.,
1988).

% Inhibition= ((Longueur de la queue témoin - Longueur de la queue avec extrait) /

Longueur de la queue témoin) x 100
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3.2.2.4. Inhibition de la xanthine oxydase

L’évaluation de l'efficacité inhibitrice de différents extraits d’Ashwagandha sur l'activité de
I’enzyme XO, génératrice de radicaux libres, est basée sur une réaction colorimétrique in vitro, par

dosage la formation de 1’acide urique par la XO a partir la xanthine (Hashimoto, 1974).

3.2.25. Effet sur I’équilibre oxydatif

a. Induction du stress oxydant

L’effet de la plante sur le stress oxydant a été testé sur des animaux normaux ou apres
induction de ce dernier, par H202, plomb, la MPTP, la cyperméthrine, l'acide oléique, ou par un
choc électrique.

- Le peroxyde d'hydrogene (H202)

Le H202 peut devenir toxique avec des concentrations éleve et endommager les cellules,
notamment les protéines par oxydation les chaines latérales ou les résidus des acides aminés (Rao
et al., 1997).

- Nitrate de Plomb (Pb(NO3)2)

L’injection intrapéritonéale des rats par du nitrate de plomb (40mg/Kg/j), pendant 15j

provogue une production accrue d'espéces réactives de I'oxygéne (ERO) (Pourrut, 2008).

- Choc électrique

Exposer des animaux au un choc électrique (2 mA) une fois par jour, atravers unsol grillagé

a quelque secondes séparées, pendent une heure, induit un stress oxydant (Conti et al., 1990).
- MPTP

L’administration de MPTP (20 mg/kg/j) aux souris par voie intra-péritonéale, pendant 4j,
cause une perte neuronale (Langston et Ballard, 1996) qui est observée dans le cerveau des

patients atteints maladie de Parkinson (Gasser, 2007), et peut inhibe le complexe mitochondrial |
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qui est associée avec I’augmentation de la production d'espéces réactives de I'oxygene (ERO), ce

qui endommage les macromolécules, notamment les protéines et les lipides (Saggo et al., 1989).

- Cyperméthrine

L’administration du cyperméthrine (pesticides toxique) (15 mg/kg/j) aux souris par voie
orale, pendant 28 jours, provoque une hypothyroidie et peut étre responsable de I'induction du
stress oxydatif par génération des especes réactives de l'oxygéne (ERO), et la perturbation

endocrinienne en interférant avec différentes voies dans certains organismes (Uner et al., 2001).

- Acide oléique

L’injection d’une dose unique intraveineuse de l'acide oléique aux rats (50 pl/kg), pendant
deux semaines, induit des lésions pulmonaires aigués (ALI) et le syndrome de detresse respiratoire
aigué (SDRA) (Gongalves-de-Albuquerque et al., 2015), et peut générer des especes réactives de
l'oxygéne (ERO) et activer les cellules inflammatoires génerent des ERO (Les neutrophiles),

conduisant a des dommages cellulaires.

b. Dosage des parametres du stress antioxydant

Apres provocation d’un stress, différents parameétres ont été évalués dans différent organe
des animaux apres sacrifiés: les régions cérébrales (I'hippocampe, I'nypothalamus et le cortex),
desorganes périphériques (le foie, les reins, les poumons, les glandes thyroides).

L'activité de la catalase (CAT), la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase
(GPx), la glutathion réductase (GR), la glutathion-S-transférase (GST), la glucose-6-phosphate
déshydrogénase (G6PDH), le taux de glutathion, le taux du MDA indicateur de la peroxydation
lipidique (LPO), sont des indicateurs de la capacité d'une cellule ou d'un organisme a se protéger
du stress oxydatif. Ces parametres peuvent étre mesurés par différentes méthodes, dont les plus

courantes sont suivantes:

L'activité catalase (CAT) a été mesurée en suivant la décomposition de peroxyde d'hydrogene

(H202) par spectrophotométrie a 240 nm, en se basant sur la méthode décrite par Aebi (1984).
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L’activité de le superoxyde dismutase (SOD) a été évaluée par son effet inhibiteur de la
formation de nitrites & partir d'hydroxyl ammonium en présence de générateurs du radical
superoxyde (O2-), l'absorbance a été lue a 530 nm (Nishikimi et al.,1972).

L'activité de la glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée par une méthode modifiée de
Paglia et Valentine (1976). L'azoture de sodium a été ajouté pour inhiber l'activité catalase
résiduelle et les valeurs de test ont été soustraites des valeurs témoins (sans échantillon), Les
substrats utilisés sont le H202, le GSH et le NADPH. La consommation de NADPH est évaluée
par spectrophotométrie a 340 nm.

L'activité spécifique de la glutathion-S-transférase (GST) a été mesurée selon la méthode de
Habig et al. (1974). Les deux substratsl-chloro-2, 4-dinitrobenzéne (CDNB), comme second
substrat standard, et du glutathion réduit (GSH) sont utilisés. La formation du CDNB-GSH est

mesurée par I'absorbance a 340 nm.

Le dosage de l'activité de la G6PDH est réalisé par différentes methodes, la plus courante est
la méthode de Beutler et al. (1957). Cette méthode utilise les deux substrats le NADPH et le
glucose-6-phosphate (G6P) et mesure la consommation de NADPH a 340 nm.

L'activité de la glutathion réductase (GR) a €té déterminée par spectrophotomeétrie, selon la
méthode de Carlberg et Mannervik (1985). Basée sur la mesure du NADPH a 340 nm, lors de la
réduction du glutathion oxydé (GSSG) en glutathion réduit (GSH) par la GR.

Le taux de glutathion réduit (GSH) a été mesuré selon la méthode de Beutler et al.(1963).Par
la réaction de réduction de I'acide 5,50-dithiobis-2-nitrobenzoique (DTNB) par le glutathion et la

production d’une couleur jaune, l'absorbance est mesurée a 405 nm.

La peroxydation lipidique a été mesurée par la réaction de thiobarbiturique (TBA) selon la
méthode d’Ohkawa et al. (1979). Cette méthode repose sur la réaction du TBA avec des produits
de peroxydation lipidique, tels que le malon-dialdehyde (MDA), pour produire un pigment rouge,

un pH optimal de 4,0 doit étre utilisé pour obtenir des résultats précis.
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3.2.3. Etudes de P’activité immunomodulatrice

3.2.3.1. Effet stimulant du systéme immunitaire

L’effet des extraits de la plante a été étudié sur le systéme immunitaire normal des animaux
ou affaiblie par différentes substances chimiques: cyclophosphamide (un agent alkylant
relativement sélectif du tissu lymphoide), azathioprine (inhibe la synthése de 'ADN et posséde une
fonction anti-inflammatoire grace a son activité myeélosuppressive), prednisolone (un
glucocorticoide, particulierement responsable d'une suppression des défenses cellulaires
specifiques et non spécifiques) et par les nanoparticules de ZnO (pourraient affecter la
fonctionnalité des macrophages en diminuant la production d'oxyde nitrique et la phagocytose tout
en augmentant la réponse inflammatoire) (Sajida et Prabhu, 2022). Aprés ’exposition des animaux

aux différentes substances, I’effet de la plante est évalué sur différents parametres :

a. Effet sur les parametres hématologique
Aprés I’administration des extraits de la plante avec différent concentration pendant différent
période, le taux de ’hémoglobine et le nombre des globules rouges, globules blancs et des
plaquettes dans le sang ont été mesurés. En plus la densité cellulaire et les cellules positives a I’a-
estérase (lymphocyte) ont étée mesurés dans la moelle osseuse des fémurs des souris (Ziauddin et
al., 1996 ; Davis et Kuttan, 2000).

Le comptage des cellules et des plaquettes est realisé en utilisant sur un automate
hémocytomeétre, alors que la méthode a la cyanméthémoglobine est utilisée pour le taux de

I'hnémoglobine et la méthode Bancroft et Cook pour les cellules positives a I’a-estérase.

b. Effet sur la viabilité et I’activité des macrophages

- Viabilité des macrophages

L'effet des extraits de W. somnifera (L.) Dunal sur la viabilité cellulaire des macrophages a
été évalué par le test MTT, basé sur la capacité de la succinate déshydrogénase mitochondriale des
cellules vivantes de réduire le MTT de couleur jaune en cristaux bleus de formazan (Trabelsi et al.,
2010).

Apreés le traitement des macrophages par différent concentration des extraits de la plante, ils

ont été incubés avec le réactif MTT pendant 4 h a 37 °C, l'absorbance a été lue a 570 nm a l'aide
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d'un lecteur de microplaques multimode (FIuoOSTAR Omega, BMG Labtech). La viabilité a été

exprimée en pourcentage par rapport au contréle non traité (Sajida et Prabhu, 2022).
- Activité phagocytaire

Apres le traitement avec les extraits de la plante, les macrophages on été isolés de la cavité
intrapéritonéale apres stimulation avec LPS, I’effet des extraits sur I’activité phagocytaire et

pinocytaire des macrophages est testé comme suite :
- Test de ’activité phagocytaire par piégeage d’oxyde nitrique

L’oxyde nitrique est utilis€ comme indice de I’activité phagocytaire, apres le traitement du
macrophage avec différentes concentrations de 1’extrait de la plante, le surnageant de culture a été
collecté pour estimés les niveaux d'oxyde nitrique a l'aide du réactif de Griess. Ensuit lI'absorbance
a été enregistrée a 540 nm a l'aide d'un lecteur de microplaques multimode (FluoStar Omega, BMG
Labtech, Allemagne). La présence de nitrite dans les milieux de culture cellulaire a été évaluée a

partir de la courbe standard du nitrite de sodium (Sajida et Prabhu, 2022).

- Test de ’activité phagocytaire par réduction du NBT

La capacité des cellules immunitaires a phagocyter est évaluée en mesurant la réduction du
NBT (nitroblue tétrazolium). Les anions superoxydes issus de la production intracellulaire
réduisent le NBT pour former du formazan, indiquant l'activité phagocytaire des cellules. Les
macrophage et monocyte humaine traité avec 1’extrait de la plante ont été incubé avec solution de
NBT pendant 1h. L'intensité de la couleur formée a été mesurée a 620 nm a l'aide d'un lecteur de
microplaques (FIuoSTAR Omega, BMG Labtech) (Sajida et Prabhu, 2022).

- Test de Pactivité phagocytaire par la phagocytose des globules rouges du mouton ou

de la levure Saccharomyces cerevisiae

L’activité phagocytaire des macrophages isolés, apres un traitement par les extraits de la
plante ou avec un composé majeur Withaferin A, a été déterminée aprés incubation avec des
globules rouges du mouton opsonisés ou avec la levure Saccharomyces cerevisiae pendant 1 h a
37°C. La phagocytose est observée, apres coloration avec le colorant May Grunwald, a immersion

dans I'huile (grossissement de 1000x) avec un microscope (Olympus Optical Co. Ltd, Japon). Le
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pourcentage de phagocytose a été calculée en comparaison macrophages isolés du contréle non
traité (Kumar et al., 2019).

- Test de ’activité pinocytaire

L’activité pinocytaire a été testé par le taux d’absorption du colorant rouge neutre, les
macrophages et les monocytes humaine, traités avec les extraits de W. somnifera, ont été incubées
avec une solution de rouge neutre a 0,1 % pendant 2 h, I'absorption du colorant a été mesurée a 540
nm a l'aide d'un lecteur de microplaques (FIuoOSTAR Omega, BMG Labtech) (Sajida et Prabhu,
2022). Le pourcentage d'absorption du colorant a été calculé a l'aide de la formule suivante :

, . Abs Echantill
% d'absorption du colorant ; —————"2 5 100
Abs Controle

c. Effet sur la réponse a ’introduction d’un Ag
Aprés immunisation des souris par des globules rouges humain (Ziauddin et al., 1996) ou de
mouton (Davis et Kuttan, 2000) ou I’infection par leishmania donovani (Sachdeva et al., 2013),
I’effet des extraits d’ Ashwaghanda sur la réponse immunitaire généré contre ces ’antigénes a été
évalué par le dosage du titre d’anticorps (IgG-1 et 1gG-2), et des cytokines (IL-4, d'IL-10, IL-2 et
IFN-y).

3.2.3.2. Effet sur ’inflammation aigue

Une inflammation aigue est provoquée par I’injection de 1’ovalbumine, I’adjuvant complet
de Freund (ACF) ou les globules rouges de mouton (GRM) dans la patte postérieure des rats ou
des souris. L’effet des extraits de W. somnifera sur ’eedéme obtenue par ce type d’inflammation a
été évalué en mesurant le volume du gonflement par micrométre (Agarwal et al.,1999 ; Davis et
Kuttan, 2000 ; Varalakshmi, 2006).

3.2.3.3. Effet sur 'inflammation chronique

Un modele d’inflammation chronique est induit chez les rats par I’injection du collagéne
bovin de type Il (200 pg/rat), les anticorps produits vont attaquer ’articulation produisant une
inflammation chronique semblable a I’arthrite (Trentham et al., 1977). L’effet du traitement par les

extraits de la plante est évalué sur :

- Le score arthritique (nombre des articulations touchées).
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- Les niveaux des cytokines pro-inflammatoires TNF-a, I'IL-1B et I'L-6, des cytokines
antiinflammatoires IL-10, du facteur de transcription NF-xB, de la métalloprotéase MMP-8 ont été
estimés par des kit Elisa standard et a I'aide d’un lecteur de microplaques. Le niveau de I"oxyde

nitrique synthase inductible (iNOS) a été examiné par qPCR.

- L’activité des enzymes sériques impliquées dans le stress oxydant (SOD, CAT, GPx) a été

mesurée a l'aide de Kits standard (achetés aupres de Bioassay Systems, Hayward, CA, USA).

- Des coups histologiques des articulations ont été réalisés et la présence de cellules CD8+
dans les tissus articulaires a été analysée par coloration immunohistochimique par méthode de
liaison a la streptavidine (LSAB) (Khan et al., 2019).

3.2.3.4. Effet sur la dénaturation des protéines

La dénaturation des protéines est considérée comme marqueur de I'inflammation. Le test in
vitro utilise une tempeérature éleve (72 °C) pour dénaturer les protéines (BSA avec 2% a pH 6,4) et
évaluer l'effet inhibiteur des extraits de W.somnifera avec différentes concentrations sur cette
dénaturation induite par la chaleur (Sajida et Prabhu, 2022). La turbidité a été mesurée a 660 nm a
l'aide d'un lecteur de microplaques multimode (FIUOSTAR Omega, BMG Labtech) et le

pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines a été calculé a l'aide de la formule suivante

Abs Control —Abs Sample

X 100
Abs Control

% d'inhibition de la dénaturation des protéines :

3.2.3.5. Effet sur les enzymes impliquées dans I’inflammation

Les cyclooxygénases (COX-1let COX-2) et la lipoxygénase (5-LOX) sont des enzymes
impliqués dans la réponse inflammatoire, ces enzymes transforment 1’acide arachidonique en
prostaglandines, médiateur dans I’inflammation. L’effet inhibiteur des extraits de la plante in vitro
sur les enzymes COX-1/COX-2 a eté evalué a I’aide d’un kit de test d'inhibition des COX et I’effet
inhibiteur sur 5-LOX a été calculé par une méthode polarographie connectée a une électrode a
oxygene de Clark (Nile et al., 2022).
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4.1. Activité Anti-oxydante

Vue la richesse de I'Ashwagandha de différents métabolites secondaires a propriétés
antioxydantes (polyphénols, flavonoides, alcaloides, withanolides, sucres réducteurs...etc.), elle
pourrait étre une source précieuse de composés antioxydants naturels pour le développement de

thérapies contre diverses maladies liées au stress oxydatif.

Différents tests sont utilisés dans des travaux de recherche pour étudier I’activité
antioxydante de cette plante : piégeage du radical DPPH, décoloration du radical ABTS, réduction
du fer ferrique (FRAP), élimination des radicaux hydroxyles, élimination de l'oxygene singulet,
dégradation du peroxyde d’hydrogéne, piégeage de I’anion superoxyde, chélation des métaux,
élimination de I'oxyde nitrique, élimination des anions peroxynitrite, inhibition de la peroxydation
lipidique...etc. Nous avons choisi de se concentré sur les résultats du test de réduction du DPPH

pour faciliter la comparaison des resultats.

Les deux parties les plus étudiés de la plante sont les feuilles et les racines, les résultats
obtenus dans ces études sont parfois contradictoires et montrent un pouvoir antioxydant de la plante
plus-ou-moins éleve. Pal et al. (2015) ont essayé de séparer des groupes distincts de composés
antioxydants présents dans les feuilles de la plante en utilisant une extraction séquentielle avec des
solvants a polarité croissante (hexane, chloroforme, acétate d'éthyle, acétone, méthanol et eau). Les
résultats montrent que les composés polaires obtenus par le méthanol et I’eau sont les plus efficaces
avec des 1C50 respectifs de 197 et 231ug/ml, alors que I’IC50 des composés apolaires dans 1’extrait
hexanique est de 700ug/ml. Les résultats de Rajangam et al. (2009) et de Sharma et al. (2012)
confirment 'efficacité de I’extrait méthanoique, avec une IC50 de 174 pg/ml et une inhibition du

DPPH de 27% avec la concentration 100 pg/ml, respectivement.

Par contre, il existe une contradiction avec les résultats de Scartezzini et al. (2007)qui ont
trouvé avec I’extrait méthanoique des feuilles de la plante cultivé en Inde et en Italie des valeurs
d’IC50 dix fois plus éleve (3280 et 2670 pg/ml respectivement) et les résultats de Dhabian et Jasim

(2021) qui ont trouvé une valeur trois fois plus élevée avec I’extrait aqueux (701 pg/ml).

Concernant les racines, 1’extrait obtenu dans 1’étude de Yadav et Rai (2018) avec ’acétone,
I’éthanol et le méthanol (trois solvants a polarité moyenne) ont donné une inhibition similaire

proche 80 % avec une concentration de 2 mg/ml, alors que I’extrait aqueux (polarité élevée) a
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donné une inhibition plus faible avec la méme concentration (35%). Les résultats de Yadava et al.
(2011) sont cohérents avec le travail précédent, mais avec la moitié de la concentration utilisée
(1mg/ml), les extraits obtenus par 1’acétone et le méthanol ont donné une inhibition de 80 a 85%.
En plus les extraits obtenus par le chloroforme et 1’acétate d’éthyle ont donné une inhibition de

90% et 55%, respectivement.

Dans le travail de Shahriar et al. (2013), I’extraction a été réalisée de maniere séquentielle en
utilisant des solvants polarité croissante. Les extraits chloroformique, méthanoique et éthanoique,
avec la concentration de 0.25 mg/ml, ont donné une inhibition de 75, 54 et 40%, respectivement,
c'est-a-dire supérieur de 4 a 8 fois aux travaux précédents. Deux autres extraits obtenus par des
solvants apolaires (éther de pétrole et hexane) ont donné aussi une inhibition avec la méme
concentration (63 et 30%).

D’autres travaux ont utilisé aussi des solvants de polarité moyenne pour I’extraction et ont
exprime les résultats en 1C50. Ces extraits se sont montres plus efficaces avec des valeurs 1C50
faible dans I’intervalle de 60 a 380 pg/ml pour I’extrait méthanoique, de 40 a 120 pg/ml pour
I’extrait éthanoique et de 100 a 186 ug/ml pour ’extrait aqueux (Jain et Agrawal, 2008 ; Rajangam
et al., 2009 ; Baldi et al., 2010 ; Pal et al., 2011 ; Nile et al., 2022).Ces differences dans les valeurs
obtenus peuvent étre principalement expliquées par la facon d’exprimer les résultats dans les
différents travaux, certains utilisent la concentration finale (réactionnelle) et d’autre la
concentration initiale sans 1’indiquer avec clarté rendant la comparaison difficile. D’autres facteurs
peuvent aussi étre incriminés ; la méthode d'extraction, le solvant utilisé, les conditions de

croissance de la plante, le cultivar utilisé.

Dans 1’étude de Pal et al. (2017), I’inhibition in vitro de l'oxydation des protéines par 1’extrait
méthanoique des racines a été évaluée apres initiation de I'oxydation de la BSA par I'AAPH. Les
résultats démontrent qu’une concentration de 0.150 mg/ml de D’extrait inhibition presque
complétement cette oxydation. La méme équipe a provoqué la dégradation de I’ADN par H202
dans les lymphocytes de rat, la présence du méme extrait (0.05 mg/ml) a inhibé cette dégradation
de 88%.

Différentes études se sont intéressées a I’effet de la Withania somnifera sur les enzymes

impliqués dans le stress oxydant (superoxyde dismutase (SOD), Catalase (CAT), glutathion
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peroxydase (GPx), Glutathion-S-transférase (GST), glutathion réductase (GR), glucose-6-
phosphate déshydrogénase (G6PDH), xanthine oxydase (XO)) et le taux de glutathion réduit (GSH)
marqueur antioxydants, et Malon-dialdéhyde (MDA) marqueur de ce stress.

L'enzyme XO est responsable des dommages oxydatifs a l'origine de nombreuses
pathologies, telles que Iarthrite goutteuse, I'hyperuricémie, l'athérosclérose, I'hépatite, la
carcinogenese, les Iésions de I'endothélium vasculaire et le vieillissement (Baltas et al., 2016). Les
résultats de Nile et al. (2019) montrent que différents extraits d’un mélange de feuilles et racines
d'ashwagandha avaient de puissants effets inhibiteurs in vitro sur la xanthine oxydase. L’ extrait de
méthanoique présent le plus d’effets inhibiteurs par rapport a 1’éthanoique et ’aqueux avec des
valeurs respectives de 3.45, 1.85 et 0.98 mg EqAP/g (équivalent Allopurinol/g d'extrait). La
withaferine A purifi¢ de la plante a montré un bon effet inhibiteur sur I’enzyme, avec une IC50 de
130 pg/ml. Les résultats d’Akram et al. (2014) avec I’extrait éthanoique confirment cet effet

inhibiteur avec une valeur IC50 a 95 ug/ml.

Certaines études in vivo montrent que les extraits de Withania somnifera peuvent améliorer

les systemes enzymatiques antioxydants et réduire les marqueurs de 1’0xydation.

Dans le travail de Panda et Kar (1997), I’administration de la poudre de racine
d'Ashwagandha aux souris pendant 30 jours par voie orale (1,4 g/kg) a produit une diminution
significative du MDA, marqueur de la peroxydation lipidique, dans le foie par 47.9%, une
augmentation de la SOD par 60% et de la CAT par 35%. Les résultats de Namdev et al. (2023)
confirment D’efficacité de la plante, ’extrait méthanoique de la plante entiere (200 mg/kg),
administré pendant 28 jours aux souris, a provoqué une augmentation de la SOD et la CAT par
10% dans homogénat de tissus thyroidiens, aucun changement significatif n'a été observé sur le
taux du MDA et la GSH et I’activité de la GST et GR. L’étude clinique effectuée par Kuchewar et
al. (2014) incluant neuf volontaires sains n’étaient pas concluante. La pris d’une dose journaliére
de 1g de ’extrait aqueux des racines de la plante pendant 6 mois n’a m montré aucune amelioration

significative dans le taux du MDA et I’activité de la SOD.

L’exposition des animaux a 1’H202, le plomb ou a un choc électrique provoque une
perturbation du délicat équilibre pro-oxydant/antioxydant qui existe dans les cellules de ces

derniers. Les résultats de Pal et al. (2017), ont montré que le traitement des lymphocytes des rats
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pendant 30 minutes avec H202 (100uM), a diminué I’activités des cinq des enzymes antioxydants,
a savoir SOD par 50%, CAT, GPx, GR et GGPDH par 40%, et a diminué la teneur en glutathion et
augmenté celle de ’MDA, par 30% et 40%, respectivement, par rapport au groupe témoin normal.
Le prétraitement par l'extrait méthanoique des racines (0,05 mg/ml) a restauré les valeurs de ces
différents paramétres les rapprochant de celles du témoin.

Ces résultats ont été confirmés par I’étude de Kumar et al. (2014) qui ont provoqué le stress
oxydant chez les rats par l'injection intrapéritonéale du nitrate de plomb pendant 15 jours
(40mg/Kg/j). Ce stress a provoqué une diminution de I’activité de SOD et CAT par 37,6% et 49,2%
respectivement, et une augmentation du taux du MDA par 107% dans différents organes (des
régions cérebrales : I'nippocampe, I'nypothalamus et le cortex, des organes périphériques tels que
le foie et les reins). La pris orale de I'extrait aqueux des feuilles durant la méme période (1g/kg/j)

a inversé ces changements.

Un choc électrique journalier pendant 21 jours (1h, 2mA) a été utilisé pour la provocation du
stress chez les rats dans le travail de Bhattacharya et al. (2001). Une diminution a été observé dans
I’activité de CAT (47,2 %) et de GPx (66,7%) au niveaux le cortex frontal. Mais, contrairement
aux autres travaux, I’activité de la SOD dans cette partie du corps a augmenté par 79,3%, la valeur
de MDA a augmenté de 67,6% par rapport au contréle. Le traitement pendant la méme période,
avec des doses 10, 20 et 50 mg/kgde I’extrait éthaoique des racines, riches en sitoindosides (VI a
X) et de la withaférine A de 28 a 30 %, a inversé ces changements, en normalisant 1’activité de la
SOD, CAT et GPX et le taux du MDA.

D’autres études ont utilisé des modeles de maladies liée au stress oxydante, tels que la
maladie de Parkinson provoqué par la MPTP (RajaSankar et al., 2009), I'hypothyroidie provoqué
par la cyperméthrine (Namdev et al., 2023) et I’insuffisance respiratoire provoqué par l'acide
oléique (YYazar, 2023).

Les résultats de RajaSankar et al. (2009), montrent que I’administration MPTP (20 mg/kg/j)
aux souris par voie intrapéritonéale pendant 4 jours provoque des niveaux accrus d’activités SOD
et CAT et le taux du MDA et une réduction de ’activités de GPx et le taux GSH dans le
mésencéphale et le striatum par rapport au cerveau témoin. Le traitement avec I’extrait des feuilles

de la plante pendant 7 jours (100 mg/kg/j) a diminué de maniere significative 1’activit¢ de SOD
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(25-30%), de CAT (20-25%) et le taux du MDA (20-50%) dans le mésencéphale et dans le striatum.

L’activité de GPx et le taux GSH ont augmenté par 12 et 25%, respectivement.

L’hypothyroidie provoquée par I’administration de la cyperméthrine aux souris pendant 28
jours (15 mg/kg/j), dans le travail de Namdev et al. (2023), est associée avec une augmentation
significative de la concentration du MDA (125%) et une diminution de I’activit¢ de la SOD
(55.5%), la CAT (45%), la GST (45%) et la GR (57%), et le taux du GSH (60%) dans la glande
thyroide. Le traitement co-administratif avec I’extrait méthanoique de la plante entiére (200mg/kg)
a diminué de maniére significative le taux du MDA (40%) et augmenté les activités des enzymes
SOD (27%), la CAT (46%), la GST (88%) et la GR (31%) et le taux du GSH (16%) par rapport au
groupe d’hypothyroidie.

Yazar (2023) a provoqué I’insuffisance respiratoire par injection intraveineuse de l'acide
oléique (50 pl/kg),ce qui a conduit & une reduction aux niveaux de SOD et de GSH dans les
poumons par 28% et 36%. Le prétraitement pendant 15 jours avec ’administration orale de 1’extrait
des racines I'Ashwagandha (500 mg/kg/j) a augmenté lesniveaux des deux enzymes par 25% et

40%, respectivement.
4.2. Activité immunomodulatrice

Différents travaux chez les animaux ont montré la capacité des extraits de la plante a

améliorer les performances du systeme immunitaire et a lutter contre les maladies inflammatoires.

Les résultats de Ziauddin et al. (1996) montrent que la prise quotidienne par des souris sains
d’une dose de 100 mg/Kg de I’extrait des racines de la plante pendant 15 jours améliore
significativement I’activité de la moelle osseuse par rapport aux témoins en augmentant le taux de
I’hémoglobine et le nombre des globules rouges et des plaquettes dans le sang, mais pas
d’amélioration du nombre des globules blancs. Ce dernier paramétre a, par contre, été
significativement amélioré dans le travail de Davis et Kuttan (2000) qui ont obtenu, apres
traitement des souris avec une dose plus élevée de I’extrait méthanoique (500 mg/Kg), une
amélioration du nombre des GB dans le sang atteignant son maximum aprés 10 jour (17000
cellules/mmg) par rapport au témoin (8000 cellules/mm3). Le comptage du nombre des cellules de
la moelle osseuse du fémur apres 5 jours du méme traitement a montré une augmentation de la

population cellulaire (27 X 108 cellule/fémur) par rapport au témoin (15 X 10° cellule/fémur)
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confirmant la stimulation de la moelle osseuse. L’examination d’un frottis de cette derniére a monté
une augmentation des cellules positives a I’a-estérase témoin de la richesse en lymphocyte (Muller
etal., 1981).

En plus de I’augmentation du nombre des cellules, les racines de la plante ont montré aussi
une capacité a activer les cellules immunitaires. Sajida et Prabhu (2022) ont étudié I’effet de
different concentration de l'extrait éthanoique des racines de la plante sur l'activation des
macrophages de souris et des monocytes humains. Apres 24 h de traitement avec I'extrait, les deux
cellules ont présenté une hypertrophie dose-dépendante indiquant leur activation. Le méme
traitement a augmenté d’une maniere dose dépendante I’activité phagocytaire des deux cellules, en
augmentant leur capacité a synthétiser I’oxyde nitrique, et I’activité pinocytaire mesurée par

absorption du colorant rouge neutre.

La stimulation du systéme immunitaire c’est répercuté sur la sa capacité a répondre a
I’introduction d’un antigéne étranger. L’ immunisation par des globules rouges humain (Ziauddin
et al., 1996) ou du mouton (Davis et Kuttan, 2000) des souris saines traité par I’extrait des racines
de la plante a généré un taux d’anticorps plus €élevé par rapport aux souris immunisé sans traitement
par D’extrait. L’activité phagocytaire des macrophages chez ces animaux a aussi augmenté ; 38%
des macrophages récupérés de la cavité péritonéale des animaux traité ont phagocytés des Gr de

mouton opsonisé, alors que le pourcentage ne dépasse pas 16% chez les animaux non traités.

L’extrait de la plante a montré une capacité¢ a orienter le type de la réponse immunitaire
Th2/Thl. Les résultats de Sachdeva et al. (2013) montrent que les souris infectées par leishmania
donovani (est un parasite intracellulaire infectant les cellules phagocytaires notamment les
macrophage (Marine, 2022)) pendant 30 jours ont montré une augmentation maximale des niveaux
d’IgG-1, IL-4 et d'IL-10, alors que les niveaux de I'IgG-2, IFN-y et IL-2 étaient faible suggérant la
génération d'une réponse de type Th2. Aprés 30 jours post-infection, le traitement par voie orale
avec 350 mg/kg de I’extrait de plante entiére dissous dans de l'eau distillée pendant 15 jours a

inversé les taux de ces marqueurs en faveur d’une réponse immunitaire de type Thl.

Les travaux sur les animaux dont le systeme immunitaire a été affaiblie par traitement
médicamenteuse ont montré la capacité de la plante renforcer ce dernier. La myélosuppression chez

les souris induites dans le travail de Ziauddin et al. (1996) par des médicaments
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immunosuppresseurs cyclophosphamide (3 mg/kg), azathioprine (3 mg/kg) ou prednisolone (5
mg/kg) pendant 15 jours provoque une diminution de la concentration en hémoglobine, du nombre
de globules rouges, du nombre de plaquettes et le nombre total de globules blancs. Le traitement
combiné d'un médicament myélosuppresseur et de 100 mg/kg de I’extrait des racines
d'Ashwagandha a entrainé une augmentation significative de la concentration d'hémoglobine, du
nombre de globules rouges, du nombre de globules blancs et du nombre de plaquettes restaurant

ainsi de l'activité de la moelle osseuse.

L’effet immunosuppresseur des nanoparticules de 1’oxyde de zinc (NPZnO) a aussi été
inversé par la plante. Les résultats de Kumar et al. (2019) ont montré que I'administration du
NPZnO (50 mg/kg/jour) par voie orale chez les souris pendant 28 jours réduit la viabilité des
macrophages péritoneéaux, obtenus apres stimulation par LPS, de 35%. Le cotraitement de NPZnO
avec l'extrait éthanoique de la plante (140 mg/Kg) ou le composé majeur Withaferine A (2,0 mg/kg)
a donné une amélioration de la viabilité de ces cellules de 45 et 70%, respectivement. En plus de
la viabilité, le traitement a restauré la capacité phagocytaire des cellules représenté par la synthese
de I’oxyde nitrique qui a été réduite trois fois par le traitement avec le NPZnO seul. Cet effet
bénéfique a été confirmee par le test de phagocytose des levures Saccharomyces cerevisiae,
I’administration de NPZnO a réduit la phagocytose des levures par les macrophages de 50%, alors
que le traitement conjoint de ce dernier avec I’extrait de la planteou Withaferin A a amélioré la

phagocytose 2 ou 1,5 fois, respectivement.

En plus du renforcement du systéme immunitaire, la plante a montré sa capacité a réduire

I’inflammation induite expérimentalement chez les animaux.

Agarwal et al. (1999) ont étudié I’effet protecteur de deux extraits commerciaux de la plante
(WST et WS2) sur I’hypersensibilité immunitaire médiée par les anticorps. L’injection sous
cutanée de I’ovalbumine dans la région plantaire de la patte postérieure des souris, immunisées par
le méme antigene, provoque un cedéme par rapport a la patte arriére témoin ayant recu une solution
saline normale. Le traitement préventif par voie orale pendant 10 jours avec I'extrait WST (1000
mg/kg) a inhibé la formation de I'cedéme par 37%, alors que I'extrait WS2 (300 mg/kg) a donné
44% d’inhibition. Cet effet est confirmé par le travail de Rasool et Varalakshmi (2006) ou I’cedéme
a été provoqué chez les rats par D'injection de I’adjuvant complet de Freund (ACF).

L’administration orale de 1000mg/Kg de la poudre des racines de la plante a réduit I’cedéme de
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55% et Iactivité du complément de 87% par rapport au groupe dont I’inflammation a été provoqué

sans traitement.

D’autre part, I’effet sur I’hypersensibilité immunitaire & médiation cellulaire a été étudie
sur les souris immunisés par des globules rouges de mouton (GRM). Les résultats de Davis et
Kuttan (2000) montrent que 1’injection des GRM dans la région plantaire de la patte postérieure
gauche a augmenté I’épaisseur de la patteet que le traitement préventif par I’extrait méthanoique
des racines de W.somnifera (500 mg/Kg) pendant 5 jours a diminué 1’cedéme de la patte de 95%.
Des résultats similaires ont été obtenus par Rasool et VVaralakshmi (2006), le traitement préventif,
avec la poudre des racines (1000 mg/Kg), des rats stimulés de la méme maniére a réduit I’cedéme
de 25%.

L’effet de la plante sur I’inflammation chronique a été étudié par Khan et al. (2019).
L’arthrite a été induite chez les rats par immunisation avec le collagene bovin de type 11 (200 pg/rat)
avec une injection rappel avec la méme dose aprés 14 jours. Le traitement curatif & partir du 25°™
jour avec I’extrait aqueux des racines (300 mg/kg/j) a provoqué une diminution de l'inflammation
et de I'eedéme de la patte et de la cheville chez les rats traité en comparaison avec les rats arthritique
non traité. Les niveaux de cytokines pro-inflammatoires TNF-a, 1'IL-1p et I'IL-6 ont diminué par
45, 50, 33% respectivement, alors que la cytokine antiinflammatoire IL-10 a augmenté de 65%.
Les niveaux du facteur de transcription NF-xB, de la métalloprotéase MMP-8 et de 1’oxyde nitrique
synthase inductible (iNOS) dans I'homogénat tissulaire ont été aussi réduits significativement de52,
51 et 33%, respectivement. En plus des marqueurs inflammatoires, les enzymes sériques
impliguées dans le stress oxydant ont été aussi affecté. Le traitement a provogqué une augmentation
de l'activité de la SOD de 71% et une diminution de l'activité de GPx et CAT par 64% et 72%
respectivement. Cet effet antiinflammatoire ¢’est répercuté par une amélioration histologique avec

réduction du nombre des cellules CD8" infiltrantes.

Des études in vitro ont essaye de comprendre 1’origine de I’effet antiiflammatoire observé.
Nile et al. (2022) ont étudié ’effet inhibiteur des extraits de la plante sur les enzymes impliqués
dans le métabolisme inflammatoire, cyclooxygénases-1 et -2 (COX-1/COX-2) et la lipoxygénase
(5-LOX), ces enzymes transforment les écosanoides de I’acide arachidonique en prostaglandines,
médiateur de I'inflammation. Les deux extraits des racines utilisés, éthanoique (EE) et aqueux
(EW), ont montré une inhibait significative les enzymes COX-1, COX-2 et 5-LOX, avec des
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valeurs 1C50 de 18,33 ; 35,61 et 15,86 pg/ml, respectivement pour EE et des valeurs IC50 de
25,18 ; 48,12 et 22,97 pg/ml, respectivement pour EW.

La protection des protéines contre la dénaturation par ’augmentation de la température in
vitro est utilisée comme indice du pouvoir antiinflammatoire. L’extrait éthanoique des racines de
la plante (25 & 1000 pg/ml) a montré une inhibition significative de la dénaturation des protéines
de maniére dépendante de la concentration (20 a 70%) (Sajida et Prabhu, 2022).
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Conclusion et Perspectives

Withania somnifera est utilisée depuis des siécles pour améliorer la santé physique et
mentale, augmenter la longeévité, la vitalité et la mémoire, comme tonique gériatrique et dans les

remedes traditionnels contre les inflammations, les conjonctivites et la tuberculose.

Différentes études expérimentales ont désormais validé de nombreuses utilisations
traditionnelles de I'Ashwagandha. Il a été démontré que les extraits de la plante ont des effets
bénéfiques sur la santé tels que la propriété antioxydante, antiinflammatoire, hypoglycémiante,

immunomodulatrices, antitumorale.

Concernant I’activité antioxydante, la plante a montré une efficacité dans le test DPPH, une
capacité a protéger les protéines contre 1’oxydation induite par I’AAPH, une capacité a protéger
I'ADN eucaryote contre le dommage induit par ’H202, un pouvoir inhibiteur sur l'enzyme
xanthine oxydase génératrice des radicaux libres. Cette propriété a permis d’améliorer 1’équilibre
pro-oxydant/antioxydant par la stimulation de les défenses antioxydants enzymatiques endogene
tels que le superoxyde dismutase, Catalase, Glutathion-S-transférase, glutathion peroxydase,

glutathion réductase, glucose-6-phosphate déshydrogénase, et non enzymatiques (glutathion).

Cette capacité antioxydante peut étre impliquée dans la modulation du systeme immunitaire.
Différents travaux chez les animaux ont montré la capacité des extraits de la plante a améliorer les
parametres hématologiques et sérologiques, 1’activité de la moelle osseuse, ’activité phagocytaire
et pinocytaire des macrophages, la capacité du systéme immunitaire a répondre a 1’introduction

d’un antigéne étranger. En plus ces extraits ont I’orienté le type de réponse immunitaire Th2 vers

Thl.

Plusieurs publications ont montré la capacité antiinflammatoire de la plante contre
I’inflammation induite expérimentalement comme 1’hypersensibilité immunitaire médiée par les
anticorps, I’hypersensibilité immunitaire a médiation cellulaire et contre I’inflammation chronique.
La plante a permis de réduire l'cedéme, les niveaux de cytokines pro-inflammatoires TNF-a, I'TL-
1B et IL-6, du facteur de transcription NF-xB, de la métalloprotéase MMP-8 et de I’oxyde nitrique
synthase inductible (iNOS) et inhibé les enzymes productrices des médiateurs inflammatoire

(cyclooxygénases-1 et -2 et la lipoxygénase).
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Des etudes complémentaires sont nécessaires pour valoriser ces activités prouvées par la

plante. Ces derniéres doivent se concentrer sur :
- Isolement des principes actifs responsables des effets observés.
-Comprendre leurs mécanismes d'action.
-Etudier leur toxicité et effets indésirables et déterminer I’intervalle de sécurité.
- Etudier leurs interactions potentielles avec les médicaments standards.

-Exploiter ces principes dans des formulations pharmaceutiques et cosmétiques pour

I’utilisation contre différent conditions impliquant un stress oxydant ou une inflammation.
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Résumé

Withania somnifera L., également appelée Ashwagandha, est une plante médicinale, de la
famille des Solanaceées, largement utilisé et valorisée dans plusieurs domaines, notamment dans les
domaines thérapeutiques.

Nous nous somme intéressées dans ce travail a 1’évaluation de I’activité antioxydante et
immunomodulatrice des extraits préparés a partir de la plante en synthétisant les résultats de

différents articles choisi.

Divers extraits de la plante ont montré un effet antioxydant par la capacité a neutraliser les
radicaux libres dans le test de réduction du DPPH, la capacité a protéger les protéines et I’ADN et
a renforcer le systéme enzymatique et non enzymatiques antioxydants endogenes contre le stress

oxydant.

Alors que I’effet modulateur du systéme immunitaire a été prouvé par la capacité des extraits
de la plante a améliorer les parameétres hématologiques et sérologiques, 1’activité de la moelle

osseuse, l’activité phagocytaire et pinocytaire des macrophages, la capacité du systéme
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immunitaire a répondre a I’introduction d’un antigéne étranger en plus de 1’orientation du type de

réponse immunitaire Th2 vers Thl.

Un effet anti-inflammatoire prononcé a été aussi démontré par W.somnifera dans divers
mod¢les d’inflammation induite expérimentalement : hypersensibilité immunitaire médiée par les
anticorps, hypersensibilité immunitaire a médiation cellulaire et inflammation chronique. La plante
a permis de réduire 1'cedéme, les niveaux des cytokines pro-inflammatoires TNF-a, I'IL-1p et I'L-
6, du facteur de transcription NF-xB, de la métalloprotéase MMP-8 et de ’oxyde nitrique synthase
inductible et a inhiber les enzymes productrice de médiateurs inflammatoire (cyclooxygénases-1

et -2 et la lipoxygénase).

Mot clés : Withania somnifera L., antioxydant, DPPH, immunomodulateur, antiinflammtoire, enzymes

antioxydants.

Abstract

Withania somnifera L., also called Ashwagandha, is a medicinal plant, of the Solanaceae

family, widely used and valued in several fields, particularly in therapeutic areas.

We were interested in this work in the evaluation of the antioxidant and immunomodulatory

activity of extracts prepared from the plant by synthesizing the results of different selected articles.

Various extracts of the plant have shown an antioxidant effect by the ability to neutralize free
radicals in the DPPH reduction test, the ability to protect proteins and DNA and to strengthen the

endogenous enzymatic and non-enzymatic antioxidant system against oxidative stress.

While the immune system modulating effect has been proven by the ability of the plant
extracts to improve hematological and serological parameters, bone marrow activity, phagocytic
and pinocytic activity of macrophages, the ability of the immune system to respond to the
introduction of a foreign antigen in addition to the orientation of the Th2 to Thl type of immune
response. A pronounced anti-inflammatory effect has also been demonstrated by W.somnifera in
various models of experimentally induced inflammation: antibody-mediated immune
hypersensitivity, cell-mediated immune hypersensitivity and chronic inflammation. The plant

reduced edema, levels of pro-inflammatory cytokines TNF-a, IL-1p and IL-6, transcription factor
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NF-xB, metalloprotease MMP-8 and inducible nitric oxide synthase and inhibited enzymes

producing inflammatory mediators (cyclooxygenases-1 and -2 and lipoxygenase).

Keywords: Withania somnifera L., antioxidant, DPPH, immunomodulator, anti-inflammatory, antioxidant

enzymes.
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