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Résumé

L'objectif principal de notre travail de recherche était d'évaluer la capacité pro-oxydante in vitro
de la plante inula viscosa, qui est une plante de la famille des Asteraceae largement utilisee

dans la médecine traditionnelle pour traités plusieurs pathologies.

Nous avons détaillé les méthodes et le matériel expérimental employés pour évaluer I'effet pro-
oxydant de I'inula viscosa en laboratoire. Cela inclut la préparation des échantillons a partir de
parties spécifiques de la plante, telles que les feuilles, ainsi que les techniques de lavage, de

broyage, de conservation et de lyophilisation.

Nous avons réalisé diverses analyses, y compris le calcul du rendement, le screening phyto-
chimique, ainsi que des études spécifiques comme le dosage de la catalase et du GSH. Ces tests
ont permis de mesurer les marqueurs du stress oxydatif dans les cellules ou les tissus traités

(hépatique, rénaux et pulmonaires), afin d'évaluer l'activité pro-oxydante de I'inula viscosa.
Un rendement de 1,1% a été obtenu suite a la preparation de l'intrait, d'inula viscosa.

Le screening phyto-chimique a montré la presence des alcaloides, flavonoides, tannins,

saponosides et des mucilages.

En outre, les dosages effectués pour évaluer l'activité pro-oxydante de I'inula viscosa sur les
marqueurs du stress oxydatif dans les tissus hépatiques, pulmonaires et rénaux des rats ont
révélé une diminution de I'activité de la catalase, ainsi une variation significative du taux de
GSH.

Les résultats et la discussion ont approfondi notre compréhension de I'effet pro-oxydant de cette
plante médicinale, fournissant des informations précieuses pour son utilisation potentielle dans

le traitement de diverses affections liées au stress oxydatif.

Mots clé : Inula viscosa - effet pro-oxydant - foie - poumons - reins — rat — in vitro.



Abstract

The main objective of our research was to evaluate the pro-oxidant capacity in vitro of the inula
viscosa plant, which is a plant of the Asteraceae family that is widely used in traditional

medicine to treat several pathologies.

We detailed the methods and experimental material used to evaluate the pro-oxidant effect of
inula viscosa in the laboratory. This includes preparing samples from specific parts of the plant,

such as leaves, as well as washing, grinding, preserving and freeze-drying techniques.

We performed various analyses, including yield calculation, as well as specific studies such as
catalase and GSH assay. These tests were used to measure markers of oxidative stress in treated
cells or tissues (hepatic, renal and pulmonary), in order to assess the pro-oxidative activity of

inula viscosa.

A vyield of 1.1% was obtained following the extraction of the input, inula viscosa.
Phytochemical screening showed the presence of alkaloids, flavonoids, tannins, saponosides

and mucilages.

In addition, assays performed to assess the pro-oxidative activity of inula viscosa on markers
of oxidative stress in liver, lung and kidney tissues of rats revealed a decrease in catalase

activity, thus a highly significant decrease in GSH rate.

The results and discussion furthered our understanding of the pro-oxidant effect of this
medicinal plant, providing valuable information for its potential use in the treatment of various

conditions related to oxidative stress.

Keswords: Inula viscosa - pro-oxidant effect- liver - lung - kidney - rat - in vitro.
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Introduction

Introduction

Depuis longtemps, les étres humains ont exploité diverses ressources de leur environnement

pour traiter et guerir diverses maladies (Lee., 2004).

Selon I'OMS, environ 81% de la population mondiale utilise actuellement des remedes a base
de plantes comme principale forme de soins de santé. Ces médicaments a base de plantes restent
populaires et jouent un role significatif dans le commerce international (Cordell et Colvard,
2005).

L'Homme découvert la capacité des plantes a soigner grace a I'observation et a I'expérience a
travers les ages, donnant naissance a la discipline de la phytothérapie, qui consiste a traiter les
maladies par les plantes. Dans les pays sous-développés, ou le col(t des produits
pharmaceutiques est élevé ce qui incite la population a recours a la phytothérapie (Cstroua.,
1985), I'OMS considere la phytothérapie comme une médecine alternative (Sebai et Boudalim,
2012).

De nos jours, l'utilisation des plantes médicinales est devenue répandue, car de nombreuses
molécules de synthese ont montré leurs limites. Environ 25 % des médicaments utilisés dans
les pays développés sont directement ou indirectement dérivés des plantes, en raison de leur

moindre agressivité pour I'organisme et de lI'absence d'effets secondaires (Ramli., 2013).

Les extraits bruts des plantes sont de plus en plus étudiés en tant que source potentielle de
molécules naturelles bioactives, notamment pour leur utilisation dans la protection des végétaux
(Boukemaya., 2016).

La position géographique de 1’Algérie et ses conditions climatiques variées en font un
environnement propice a I'apparition de diverses especes de plantes aromatiques et médicinales,

dont la composition chimique varie selon les régions du pays (Haoui et al., 2015).

Les especes réactives de I'oxygéne (ROS) sont des molécules naturellement générées dans les
organismes vivants. Toutefois, un désequilibre entre leur production et les systémes
antioxydants de défense peut causer un stress oxydatif, lié au développement de maladies

notamment le cancer.

Partant de nombreux travaux récents ayant en effet montre les effets pro-oxydants de beaucoup
de métabolites secondaires dans les graines, les racines et les feuilles de nombreuses espéces

végetales, ces derniers sont utilisés comme agents cytotoxiques.




Introduction

En effet une production importante de radicaux libres oxygénés pouvant menacer la vie de la
cellule tumorale. Ces substances naturelles constituent actuellement une nouvelle approche
thérapeutique anti-tumorale. Certaines recherches indiquent qu’une diminution du stress
oxydatif est bénéfique alors que d’autres prouvent qu’en 1’augmentant il est possible

d’augmenter aussi la longévité. C’est le paradoxe du stress cellulaire.

Dans cette optique, nous sommes intéresses aux feuilles d’inula viscosa une plante tres
répandue poussant a 1’état sauvage et ayant prouvé plusieurs activités pharmacologiques dont
I’activité anti-oxydante est la plus étudiée. Nous avons ciblé le cytosol du tissu hépatique,
pulmonaire et rénal pour préciser le role qu’elle devrait joué dans 1’apparition d’ un stress

oxydatif. Notre recherche est réalisée sur le rat Wistar albinos in vitro.

Dans la premiére partie, nous aborderons les différentes connaissances bibliographiques sur
inula viscosa et le stress oxydant. Dans la partie expérimentale, nous développerons les
matériels et les méthodes analytiques utilisées pour I’extraction, le rendement, le dosage
colorimétrique de polyphénols et flavonoides, I’activité anti-oxydante et finalement I’activité
enzymatique de la catalase et des marqueurs du stress oxydatif comme le glutathion réduit
(GSH). La deuxiéme partie sera consacrée aux résultats obtenus dans notre étude. A la lumiere
des résultats obtenus, différentes perspectives de recherche seront évoquées en évaluant

I’activité pro-oxydante d’inula viscosa.
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I. Présentation de la plante Inula viscosa
1. Définition
Inula viscosa, est un nom latin composé de deux parties: Inula du grec qui signifie « Je purge

» (allusion & une propriété thérapeutique de la plante) et Viscosa , veut dire visqueuse
(Fauron et al., 1983) (Fournier., 1947).

Inula viscosa est une plante vivace de la famille des Asteraceae, populairement connue sous le
nom de « magraman », présente dans la plupart des régions du bassin méditerranéens Elle est
utilisée depuis longtemps en médecine traditionnelle (Rekkal et Maachou, 2016), (Mahmoudi
etal., 2016) (Ouahchiaetal., 2017).

Le genre Inula contient une variété d'environ 90 espéces (Benguerba., 2008). Elle a une
connaissance de plus de 13 tribus, 1000 genres et 23000 espéces (Guignard., 1994). De plus,
on recense 109 genres et 408 especes en Algérie, et 111 genres et 638 especes en France
(Quezel et Santa, 1963) (Chaou., 2017).

La présence de la plante inula viscosa dans les oliveraies revét une importance significative en
raison de son réle essentiel dans la protection des oliviers contre les ravageurs. (Franco-Mican
et al., 2010) ( Parolin et al., 2014) (Lecomte., 2015).

2. Noms vernaculaires

Tableau 1: Différents noms attribués sur la plante inula viscosa

Langue Noms de la plante Références

En francais Inule visqueuse (baba Aissa., 2000).

El Tibek (skk!), El Tayoun
(o)), El Rassen El Dabik

(o) ),
En arabes (Boumaza., 2011).
(duds) Hfina ,(das ) Mersit,

(Bu=iz) Safsak , (Uleiia)

Megremen, ( Jw_5) Trehla
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Noms berberes Amagramen (ol isl), Afjded
(Boumaza., 2011)

(slaadl), Niret (<), Tlirine

(0218)

Apagafocs, Artabaca,

Cholibarda, Mata mosquera,

En espagnols (Obon et al., 2012).

Matavinyes, Mosquera,
Olivarda, Tabaquera,

Tarraga
En Anglais False yellowhead, Woody (Leger., 2007) (Reeb.,
fleabane 2010).

3. Répartition géographique

En Algérie, inula viscosa est tres courante dans le Nord (Quezel et Santa., 1962), dans les
rocailles, ainsi que sur les terrains argileux et sableux (Ciccarellir et al., 2007), généralement
cette plante pousse dans les champs sauvages et aux abords du bassin méditerranéen (Parolin
et al., 2014), elle préfere les sols secs et calcaires. On la trouve dans les zones humides, les

bords des routes et dans les collines (Wengiao., 2004).

Pologne

Allemagne Ukraine
Kazakhstan
% Monqohe

2 ;Q‘;.)—

France

Espagne

\-' Pakls(dn 5
At

Thailande

2em=1000km

Figure 1: Répartition géographique d’inula viscosa (L)
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4. Description botanique de la plante

L'inule visqueuse, une plante qui pousse a I'état sauvage a une racine pivotante, de grande taille
atteignant jusqu'a 1,50 meétres de hauteur. La totalité de la plante est couverte de poils
glanduleux qui sécretent une résine collante et parfumée (Reeb., 2010) (Parolin et al., 2014) a
odeur de camphre (Reeb., 2010).

Les tiges de la plante sont bien ramifiées et présentent un feuillage dense (Reeb., 2010). Les
feuilles sont longues et directement attachées a la tige sans pétiole (Bssaibis et al.,2009) (Reeb.,
2010) . Les fleurs se présentent sous forme de capitules (10 a 20 mm de diametre), entourées
par un ensemble de bractées pouvant étre partiellement membranaires et ciliées. Chez I'inule
visqueuse, on observe qu’il y a deux types de fleurs : les fleurs ligulées, situées a I'extérieur du
capitule, avec des pétales soudés en languettes jaunes, et les fleurs tubulées, de couleur jaune
orange, situées au centre du capitule (Garbari., 2007) (Reeb., 2010)

4.1. La floraison

Selon la régions ou elle se développe, généralement /’inule visqueuse fleurit a la fin de 1’été et

au début de ’automne (Al-Dissi et al., 2001), entre aolt et novembre, cette plante devient
particulierement cruciale pour les abeilles en septembre et octobre. Chaque capitule contient
des centaines de fleurs, offrant aux abeilles plusieurs milliers de fleurs par pied d'inule (Reeb.,
2010).

Figure 2: Inula viscosa (photo personnelle)

4.2. Classification botanique

Inula viscosa est positionnée systématiquement selon la classification phylogénétique établie
par I'Angiosperm Phylogeny Group (APG III).
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Tableau 2: Classification d’Inula viscosa.L ( Quezel et Santa, 1963) ( Bouyahya et al.,2018) (Manel
et Merbouha., 2021).

Régne Plantae
Embranchement Embryophytes
Sous embranchement Trachéophytes
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Astéridae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Genre Inula
Espece Viscosa
Non binominal Inula viscosa L.

5. Utilisation traditionnelle

Inula viscosa est réputée étre la reine des plantes médicinales (Seca et al., 2014) (Chahmi et
al., 2015). Elle est utilisée dans les pays en développement comme reméde populaire pour
traiter de nombreuses maladies par des différentes méthodes de préparation traditionnelles
comprenant l'infusion, la décoction et les applications externes (Ouari et Benzidane, 2024).
Les propriétés médicinales de cette plante sont liées a sa richesse en substances naturelles
(Kattouf et al., 2009).

En Algérie, les feuilles sont séchées pour étre utilisées en tisanes, tandis que les huiles
essentielles qu'elles contiennent sont extraites ont montré des propriétés bénéfiques pour traiter
différentes infections telles que la bronchite, le diabete, le rhumatisme, les blessures, ainsi que
les problémes du systéme urinaire (Reeb., 2010) (Haoui et al., 2011) (Talib et al.,2012).En

outre [’inule visqueuse améliore 1’appétit (Benguerba., 2008) et une anthelminthique
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(Senhadji et al., 2022), de plus elle est utilisée pour traiter les troubles gastroduodénaux (Al-
Dissi et al., 2001) (Chahmi et al., 2015) et les troubles intestinaux (Parolin et al., 2014).

Tableau 3: les effets biologique d’espéces Inula viscosa

Partie utilisée

Mode de

préparation

Maladies traitées

Références

Feuilles, tiges,

graines ou la plante

Décoction, infusion

et en poudre

Le diabéte, Les
maladies

cardiovasculaires, et

(Jamila et Mostafa,
2014)

I’hypertension

entiére les pathologies du
systéeme digestif
Décoction Les maladies gastro- | (Teixidor et al.,
Feuilles intestinales et les 2016)
infections
respiratoires
Décoction Anti-diarrhéique, (Benlamdini et al.,
Feuilles contre la fiévre 2014)
typhoide
Décoction Les allergies, (El Hamsas et al.,
Partie aérienne I’asthme et 2016)
I’inflammation
Décoction Les pathologies (Eddouks et al.,
Feuilles, graines Cardiovasculaires et | 2002)

Fleurs et racines

Décoction, poudre

Le diabéte, les
maladies digestives,
le cancer et les

maladies de la peau

(El-Hilaly., 2003)

6. Les activités biologiques

Inula viscosa est largement utilisée en médecine traditionnelle pour traiter plusieurs
pathologies, en raison de leur diversité des activités biologiques tels que I’activité anti-

inflammatoires (Al-Dissi et al., 2001 ), activité antiparasitaire (Zeouk et al., 2020), anti-virale
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(Abad et al., 2000), activités antioxydantes (Celik., et Aslantur., 2010) (Alper., 2013), activité
curative de blessure (Enam et al.,, 2007), activité antimicrobienne, antifongique, et
antidiabétiques (Haoui et al., 2011).

6.1. Activité antibactérienne

Les flavonoides présents dans I'inula viscosa ont démontré leur efficacité a agir en tant que
substances antibactériennes (Kheira., 2017). Cette propriété découle probablement de leur

capacité a inhiber les enzymes des bactéries. (Paris et Moyse, 1965).

L’huile essentielle d’inula viscosa présente une activité antibactérienne supérieure a cause de
leur composition chimique tel que le carvacrol et le thymol. Ces deux composés phénoliques
sont réputés pour leurs propriétés antimicrobiennes qui causent par la suite des dommages

au niveau de la membrane externe des bactéries (Kheyar., 2014).
6.2. Activité Antiprolifératif ou anticancéreuse

Les quercétines méthylées d'origine naturelle isolées de I'inula viscosa présentent des propriétes
anticancéreuses améliorées par rapport a d'autres flavonoides et sont prometteuses en tant

qu'agents anticancéreux (Talib et al., 2012) ( El Yaagoubi., 2021).
6.3. Activité anti inflammatoire

L’inula viscosa est une plante aux propriétés anti-inflammatoires (Cellat., 2023) (Ouari et
Benzidane, 2024). L'évaluation de I'activité anti-inflammatoire des extraits bruts de la plante
inula viscosa a été réalisée en utilisant la méthode d'inhibition de la dénaturation des protéines
(Boulahfa et al., 2017).

6.4. Effet antihypertenseur

L'effet antihypertenseur pourrait étre 1ié a la richesse de I’EA des feuille d’inula viscosa en
flavoniodes, qui exercent cette effet en augmentant la production de monoxyde d’azote

povoquant une vasorelaxation artérille (Harnafi et Mekhfi, 2009).
6.5. L’activité anti oxydante et antidiabétique :

Dittrichia viscosa a été classé comme une plante possédant des propriétés anti-diabétiques et
antioxydantes en raison de sa teneur élevée en flavonoides (Benhammou., 2006) (Djedioui.,
2010).
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7. La composition chimique

Les métabolites sont des molécules produites par le métabolisme des végétaux. lls se divisent
en deux catégories : les métabolites primaires et les métabolites secondaires (Mamadou.,
2011).

7.1. Les métabolites primaires

Sont essentiels et vitaux pour la survie des cellules ou des organismes. Il existe trois catégories

des métabolites primaires (Mamadou., 2011) :

7.1.1. Lesglucides

IIs fournissent principalement de I'énergie et sont présents dans les parois cellulaires (cellulose).
7.1.2. Les lipides,

Les lipides sont également une source d'énergie, se trouvent dans les membranes cellulaires.
7.1.3. Les acides aminés

IIs constituent les éléments de base pour la construction des protéines.

7.2. Les meétabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules présentes de maniere restreinte dans
I'organisme de la plante. Ils jouent un réle crucial dans l'adaptation des végétaux a leur
environnement, en protégeant les plantes contre les agressions extérieures telles que les
herbivores et les infections microbiennes. Cependant, ils ne sont pas toujours indispensables a
la survie de la plante (Lardry et al., 2007), et se classent en trois grandes familles chimiques
(Mamadou., 2011). Les propriétés médicinales des plantes du genre Inula sont dues a leur

richesse en métabolites secondaires. On distingue :
7.2.1. Les alcaloides

Les alcaloides sont des composés organiques azotés d’origine végétale, qui peuvent avoir des
effets bénéfiques sur les humains et les animaux. 1ls peuvent étre présents dans tous les organes

de nombreuses plantes (Derradji et Marzan, 2016).

Se sont tres amers et souvent toxiques, ont certaines propriétés pharmacologiques, telles que
des effets sédatifs et des actions bénéfiques sur les troubles nerveux, comme la maladie de
Parkinson (Iserin., 2007).

10
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7.2.2. Les composés phénoliques

Les polyphénols sont des métabolites secondaires des plantes qui jouent un role dans la
pigmentation, la reproduction et la protection contre les pathogénes. A ce jour, plus de 8000
polyphénols ont été identifiés. lls partagent une structure chimique commune (un groupe
hydroxyle attaché a un cycle aromatique), bien que leurs constituants puissent varier
(FLEURIET et al., 2005).

Il excite une vaste gamme des composés phénoliques tels que :
7.2.2.1. Les flavonoides

Les flavonoides sont les polyphénols les plus abondants dans l'alimentation humaine,
appartenant a une classe de molécules caractérisées par une structure principale C6 — C3 — C6.
Ce sont des pigments responsables de la coloration jaune, orange et rouge de différents organes
vegétaux (Milane., 2004) (Lhuilier., 2007). Elles sont réputées pour leurs propriétés
biologiques notamment antioxydants, anti-diabétique (Benhammon., 2006) antibactérienne
(kheira., 2017), antihypertensive (Harnafi et Mekhfi, 2009).

7.2.2.2. Les tanins

Les tanins, des composés secondaires des plantes appartenant a la famille des polyphénols, sont
largement répartis dans diverses familles botaniques et se trouvent dans les fruits, les écorces
et les feuilles selon les espéces. lls se distinguent par leur structure complexe composée d'unités
monomeériques répétitives, les rendant ainsi des polymeres naturels (Audrina., 2017), les tanins
favorisent la régulation de la circulation veineuse et la régénération des tissus, unifier le teint

de la peau et réduire les rides (Kansole., 2009).
7.2.2.3. Les coumarines

Les coumarines sont des substances naturelles bien connues, composées de neuf atomes de
carbone et possédant un noyau benzo-pyrannone-2. Certaines familles d'angiospermes,
notamment les Fabaceae, les Asteraceae, et particulierement les Apiaceae et les Rutaceae,
produisent une grande variété de structures complexes. lls présentent un grand intérét en raison
de leurs propriétés biologiques, ce sont des anticoagulantes, anticancéreuses, et antiplasmodial
(Jain., 2012).

11
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7.2.2.4. Les saponines

Les saponines sont des glycosides naturels caracterisés par leur structure chimique comprenant
une partie hydrophile (sucre) et une partie lipophile (aglycone ou sapogénine). Elles sont non
volatiles et possédent des propriétés tensioactives, ce qui leur permet de former des mousses
lorsqu'elles sont agitées dans I'eau. Ces composés sont largement distribués dans le régne
végétal et sont connus pour leurs diverses activités biologiques, notamment anti-
inflammatoires, antibactériennes, anti-tumorales immunostimulants et immunoadjuvants
molluscicides. En raison de leurs propriétés, les saponines sont utilisées dans plusieurs

applications industrielles et médicales (Mahenina., 2013).
7.2.2.5. Les quinones

Les quinones sont des substances naturelles largement présentes dans la nature, jouant un réle
clé dans divers processus biologiques essentiels et possédant souvent des propriétés
pharmacologiques variées notamment antibactérine, antifongiqueet antitumoral (Marcos et al.,
2022). Les principaux types de ces composés incluent les benzoquinones, les naphtoquinones,
les anthraquinones et les phénanthraquinones (Natalia et al., 2023).

7.2.3. Les terpénoides

Les terpénoides représentent la plus grandes classe de produits naturels des plantes. Parmis les
nombreuses avtivités biologiques, leurs effets anti-timoraux (El-Baba et al., 2021), et anti-

inflammatoire (Jiamin et al., 2022).
8. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des substances volatiles, huileuses et odorantes sécrétées par les
plantes aromatiques (Iserin et al., 2007).

La plante inula viscosa.L est riche en huiles essentielles qui sont résumé dans le tableau4

Tableau 4: Les huiles essentielles trouvées dans la plante inula viscosa (Ramli., 2013).

Y-terpene 36,9 % a-pinene 18,9 %

p-cymene 7,5 % Limonéne 18,9 %

B-maaliéne 7,4 % B-phellandréne 7,3 %

Isocomeéne 6,2 % 2,5-dimethoxy-p-cyméne 21,2 %
B-caryophyllene 16,58 % d-caniene 5,9 %

Cadinol 4,2 % B-pinéne 8,9 %

12
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I1. le stress oxydant

1. Généralité

Le stress oxydatif est un état pathologique résultant de I'incapacité de I'organisme a neutraliser
et éliminer efficacement les espéces réactives de I'oxygéne (ERO) en exces, en raison d'un
déséquilibre entre la production de ces ERO et les agents oxydants (AO). Ce désequilibre peut
endommager les cellules et les tissus, contribuant a des dégats structurels et fonctionnels
(Bensakhria., 2018).

Les espéces reactives de I'oxygéne (ERO) sont des molécules chimiques oxygénées trés
réactives, tels que les radicaux libres, les ions oxygénés et les peroxydes. Leur forte réactivité
est due a la présence d'électrons de valence non appariés dans leur orbitale externe. L'équilibre
est rétabli par oxydation (perte de cet électron libre) ou par réduction (gain d'un autre électron).
Cependant, le caractere radicalaire de la molécule ne disparait pas, et I'électron libre peut étre
transféré a d'autres molécules, provoquant ainsi un phénoméne d'oxydation en chaine
(Bensakhria., 2018).

Les espéces réactives de I'oxygene (ERO) sont présentes naturellement dans les cellules a des
doses raisonnables. Leur concentration est maintenue par un équilibre entre leur production et

leur élimination par les systéemes antioxydants (Migdal et Serres, 2011).

Lorsqu'un déséquilibre se produit, soit par surproduction de composés pro-oxydants, soit par
insuffisance de substances anti-oxydantes (figure 3), on parle alors de stress oxydatif ou de

stress oxydant (Favier., 2003).

Composés pro oxydants

["(J'JQ(? nes ou exogenes

l

STRESS OXYDANT

Figure 3: Stress oxydant : Déséquilibre de la balance oxydative (Durand., 2018).
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2. Les radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique, qu'il s'agisse d'un atome ou d'une molécule, possédant
un électron non apparié dans sa couche externe. Il est instable, ce composé cherche a stabiliser
son électron en réagissant avec des molécules habituellement stables. Il peut soit capter un

électron (jouant ainsi le réle d'oxydant), soit en donner un électron (se comportant alors comme

un réducteur) (Blandine., 2006).

2 électrons appariés
Une molécule stable

1 électron célibataire

Une molécule instable
= un radical libre

Figure 4: Représentation d’un radical libre (Durand., 2018)

Physiologiquement, des systéemes de défense antioxydants aident notre organisme a réguler les

niveaux de radicaux libres, assurant ainsi I'équilibre de notre balance oxydative.

Don d’un électron

Radicaux libres ]

Antioxydants O

Figure 5: Les antioxydants neutralisent les radicaux libres grace au don d’électron (Durand.,
2018)

Parmi toutes les espéces radicalaires pouvant se former dans les cellules, deux grands groupes

se distinguent (Favier., 2003) :
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2.1. Les radicaux primaires

lls dérivent de I'oxygéne par des réductions a un électron, comme l'anion superoxyde (02") et
le radical hydroxyle (OH"), ou de I'azote, comme le monoxyde d'azote (NO"), qui jouent un role

spécifique en physiologie.
2.2. Les radicaux secondaires

IIs se forment par la réaction de ces radicaux primaires avec les composés biochimiques de la

cellule.

D'autres espéces dérivées de l'oxygene, appelées especes réactives de I'oxygene (ERO),
comme l'oxygeéne singulet (102), le peroxyde dhydrogéne (H202) ou le nitroperoxyde
(ONOOH), ne sont pas des radicaux libres mais sont également réactives et peuvent servir de

précurseurs a des radicaux.

e Bere LW oo vclases

e AR . R — - - R
[ ey BT T drrmra fer A Superoxyds e vl ol el e
[ —— C oy le=s resaloo dismutasss e lopre roo il s e
MNADPFH ox
i tochorndrie

AR oo ydde o woole AArraarae sr e e el e

- [on7]

P PR e Frearadlieal fwalrmosye e

N 7

Mtz tiomn odes Ao v s b Ayl za e e ooy oo B oo ey aclantiomn oe

it dSiimees des cascades dles probEimes i il g um e AN
e Kinases

Figure 6: Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de 1I’oxygeéne
impliqué en biologie (Favier., 2003).
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3. Origine des radicaux libres

Tableau 5: Sources de stress oxydant endogenes et exogenes (Haleng et al., 2007).

Source exogenes Sources endogenes

Mode de vie Environnement Meécanismes biochimique
Tabagisme Pollution Inflammation
Faible consommation Altération de la fonction

_ ) Ozone .
de fruits et légumes endothéliale
Médicaments Amiante Surcharge en fer
Pilule contraceptive Radiations Oxydation de ’hémoglobine

Altérations mitochondriales
- _ Contacts avec des substances ) o
Exposition au soleil o (la chaine respiratoire
cancérogenes _ )
mitochondriale)

Exercice intense ou mal Biosynthése des

géré prostaglandines

Interventions chirurgicales

4. Types des radicaux libres

4.1. Les espéces réactives de ’oxygeéne

L'appellation espéces réactives de I'oxygéne (ERO) inclut a la fois les radicaux libres de
I'oxygéne (comme le radical superoxyde et le radical hydroxyle) et certains dérivés réactifs non
radicalaires, tels que le peroxyde dhydrogene, le peroxynitrite, I'oxygéne singulet et
I'nypochlorite (Bartosz., 2003).

Les ERO sont classés en deux groupes d’especes :

16
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4.1.1. Les especes réactives non radicalaires
4.1.1.1. Peroxyde d’hydrogéne (H202)

Le peroxyde d'hydrogéne (H202) est principalement produit par la dismutation de I'ion
superoxyde (O2"™) par la superoxyde dismutase, suivant la réaction :

20," +2HY ——— > H202+02

Le peroxyde d’hydrogene peut étre rapidement diffusé a travers les membranes cellulaires. Il
peut étre éliminé en Oz et en H2O gréce a I'action de la catalase, soit directement aprés avoir
interagi avec certaines biomolécules, soit indirectement en servant de précurseur aux radicaux
hydroxyles OH° (Bensakhria., 2018).

4.1.1.2. L’oxygene singulet (102)

Est une forme excitée de I'oxygéne moléculaire, générée en moindre quantité que les oxy-
radicaux. Sa formation intervient lors de la peroxydation lipidique et sous I'effet des rayons
ultraviolets sur le dioxygeéne. Cette forme d'oxygene est hautement instable et réactive, avec
une durée de vie tres bréve. Lorsqu'elle entre en contact avec d'autres molécules de son

environnement, notamment I'eau, elle se désactive en libérant de I'énergie (Favier., 2003)
4.1.1.3. Peroxynitrite (ONOO")

La réaction entre le monoxyde d'azote (NO) et le superoxyde (O2+-) produit I'ion peroxyde de
nitrite (ONOO-) (Bensakhria., 2018).selon I'équation :

NO+0O," — 5 ONOO

Cette espéce chimique oxydante est de courte durée de vie et joue un role significatif en

induisant la mort cellulaire (Szabd., 2007).
4.1.2. Les especes réactives radicalaires
4.1.2.1. Radical hydroperoxyle (HO2)

Dans un environnement acide, I'anion superoxyde (O2~) capture un proton pour devenir le

radical hydroperoxyle (HOO"), qui est plus réactif que le superoxyde (Bielski et al., 1983).

02" + HY ——— > HOO
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4.1.2.2. Anion superoxyde (O2")

La formation de I'anion superoxyde (O2") est un processus physiologique fondamental qui
initie la génération d'autres radicaux libres, entrainant par conséquent une cascade de

production d'autres oxydants (Thomas et al., 1988) (Sheng et al., 2014).

L'anion superoxyde, possédant la réactivité la plus faible parmi les radicaux libres du stress
oxydatif, est une ERO primaire générée a partir de diverses sources dans des conditions
physiologiques et physiopathologiques (Gardes-Albert et al., 2005). Cependant, il est
hautement réactif avec certains métaux de transition tels que le fer, le cuivre et le manganése
(Gardes-Albert et al., 2005) (Abreu et al., 2010).

4.1.2.3. Radical Hydroxyle (HO")

C’est le radical le plus réactif, interagissant avec un trés grand nombre de cibles moléculaires

in vivo (Tessier et al., 1995) (Gardes et al., 2006) (Buonocore et al., 2010).

Il est produit par la réaction entre le peroxyde d’hydrogene et lI'anion superoxyde, selon la
réaction d’Haber-Weiss, générant ainsi un ion OH" inoffensif et un radical hydroxyle HO’
(Comhair et Erzurum, 2002).

H202+ 02" — > HO+ 02+ OH"

Il s'agit d'une réaction lente et probablement inefficace dans les tissus vivants. Cependant, en
présence de métaux de transition comme le fer ou le cuivre, I'H>O2 produit in vivo un radical

hydroxyle HO® tres réactif via la réaction de Fenton (Goldstein et al., 1994).

Ozo' + Fe*s > O, + Fet?
H.O, + Fe*? — > OH +OH +Fe*

Le radical hydroxyle, doté d'une demi-vie extrémement courte et d'une capacité de diffusion
limitée, peut réagir tres rapidement avec la plupart des molécules biologiques telles que I'ADN,
les protéines, les sucres et les lipides membranaires (Demarchez., 2012) (Delattre et al., 2005).
Il transforme la molécule cible en un radical libre trés réactif, qui peut ensuite interagir avec
d'autres molécules cibles, déclenchant des réactions en chaine. Ces réactions en chaine
représentent I'un des plus grands dangers du radical OH’. En revanche, I'H20; et I'O;™ ne sont
pas suffisamment réactifs pour initier des réactions en chaine (Lau et al., 2008) (Aprioku.,
2013).
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Le radical hydroxyle est considéré comme I'oxydant le plus puissant et constitue I'élément

principal de la cytotoxicité des radicaux libres (Jamdade et al., 2022).

Tableau 6: Principales ERO radicalaires et non radicalaires (Favier., 2003).

Especes réactives de I’oxygéne
Radicalaires Non radicalaires
-Anion superoxyde (O2") -Peroxyde d’hydrogéne (H202)
-Hydroxyle (OH") - Acide hypochlorigue (HOCI)
-Hydroperoxyle (HO2") - Ozone (O3)
-Peroxyle (RO2") - Oxygene singulet (*02)
-Alkoxyle (RO") - Hydroperoxyde (ROOH)
-Dioxyde de carbone (CO;"™) - Peroxynitrite (ONOO")

5. Principales cibles biologiques des ERO

En situation de stress oxydatif, les especes réactives de I'oxygene (ERO) qui ne sont pas
neutralisées par le systéme antioxydant attaquent et endommagent par oxydation les
macromolécules des cellules, telles que les lipides, les protéines et I'ADN (Menon et Goswami,
2007). Ces especes provoquent également des lésions secondaires en raison du caractére
cytotoxique et mutagéne des métabolites libérés, notamment lors de I'oxydation des lipides
(Favier., 2003).
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des membranaire Systémes enzymatiques
génes Altération fonctionnelle des récepteurs activés/inactivés

Dommages cellulaires

Figure 7: Les différentes cibles des Especes Réactives de I'Oxygene (Monteil et al, 2004)

6. Les defenses antioxydantes

Pour se protéger des effets nocifs des especes oxygénées actives (EOA), I'organisme dispose
d'un complexe systeme de défenses antioxydantes (Fig 17). Ces antioxydants proviennent de
deux sources principales : I'alimentation, avec des fruits et Iégumes riches en vitamines C et E,
caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique, et une source endogéne

composée d'enzymes telles que la superoxyde dismutase et le glutathion (Haleng et al., 2007).
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Figure 8: Apercu des différentes especes oxygénées activées (EOA) et des antioxydants
régulateurs de leur production (Haleng et al., 2007)

On distingue généralement deux types d’antioxydants : les antioxydants enzymatiques, qui
incluent des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, et les antioxydants non

enzymatiques.
6.1. Systeme antioxydant enzymatique

Ce sont des antioxydants primaires, des enzymes essentielles naturellement produites par notre
organisme. Ces enzymes antioxydantes endogeénes représentent notre principale défense contre

les radicaux libres et les réactions inflammatoires qui en résultent (Leverve., 2009).

Il n'existe que trois antioxydants primaires enzymatiques : la Superoxyde Dismutase (SOD), la
Catalase (CAT) et la Glutathion Peroxydase (GPx) (Pincemail., 2002) (Bonnefont., 2003).

6.1.1. Catalase

La catalase (CAT) est une enzyme qui catalyse la conversion du peroxyde d'hydrogene (H202)
en eau et en oxygene moléculaire (Ighodaro et Akinloye, 2018). Elle est présente dans de
nombreux tissus, notamment en grande quantité dans le foie et les globules rouges. Les catalases
sont localisées dans les peroxysomes, ce qui les empéche de recevoir le H202 formé dans le
cytosol et les mitochondries (Awad et al., 2018).
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2H O, — S 2H 0+ O2
6.1.2. Glutathion Peroxydase (GPx)

La glutathion peroxydase (GSH-Px) est une enzyme au sélénium capable de catalyser la
réduction des hydroperoxydes. On la trouve dans les liquides extracellulaires ainsi que dans les
cellules, notamment dans le cytosol et les mitochondries. Elle est composée de quatre sous-
unités, chacune contenant un atome de sélénium. Cette enzyme existe sous cing isoformes, qui

varient en fonction de leur localisation dans I'organisme (Desmier., 2016).
6.1.3. Superoxyde dismutase (SOD)

IIs constituent I'une des premiéres lignes de défense antioxydante. Ce sont des métalloprotéines
qui catalysent la dismutation monoélectronique de O, en H.0: selon la formule suivante
(Afonso et al., 2007) :

Ozo' + Ozo' + 2H* _— H,O, + O,
6.2. Systeme de défense non enzymatique

Les systemes antioxydants non enzymatiques, certains sont hydrosolubles leur permettant d'agir
dans la fraction aqueuse de la cellule ou dans le plasma, et d'autres sont liposolubles operent au

sein des membranes (Lenaz., 2006).
6.2.1. Vitamine C

La vitamine C ou I’acide ascorbique considérée comme l'antioxydant le plus important
(Koolman et R6hm, 2004), est un excellent capteur de radicaux libres oxygénés tels que OH’
02"~ (Smirnoff., 2018), Elle empéche I'oxydation des LDL provoquée par divers systémes

générateurs de radicaux libres (Xiong et al., 2017).
6.2.2. Vitamine E ou tocophérol

La vitamine E possede une solubilité dans I'eau (Luciano et al., 2017). Elle agit comme un
antioxydant en neutralisant les radicaux libres. Elle protege les lipides présents dans les
membranes cellulaires contre les dommages oxydatifs. La vitamine E réduit les radicaux libres

a un état ou leur potentiel et leur réactivité sont diminués (Guillouty., 2016).
6.2.3. Le glutathtion GSH

Le glutathion, dans sa forme réduite, est un tripeptide constitué par la condensation de l'acide
glutamique, de la cystéine et de la glycine : -L-glutamyl-cystéinyl-glycine. 1l représente le thiol
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ubiquiste intracellulaire le plus abondant. Sous Il'action de la GPx, il agit pour détoxifier les
espéces réactives de l'oxygene (ERO) telles que le peroxyde d'hydrogene (H202), les
peroxynitrites et les peroxydes lipidiques, en formant du GSSG (glutathion oxyde) constitue de
deux molécules de GSH (Douris et al., 2009).

6.2.4. Vitamine A (les caroténoides)

Les caroténoides sont des pigments liposolubles de couleur jaune a rouge, synthétisés par les
plantes. En plus de leur fonction de provitamine A, les caroténoides agissent généralement
comme excellents piegeurs de radicaux hydroxyles et de peroxydes, sont efficaces pour inhiber

les réactions de peroxydation lipidique (Zuluaga et al., 2017).
7. Stress oxydatif et pathologies humaines

De nombreuses études, a la fois épidémiologiques et cliniques, suggérent que le stress oxydatif
peut jouer un réle dans le développement de plus d'une centaine de maladies humaines, telles
que l'athérosclérose, le cancer, les maladies inflammatoires, cardiovasculaires,
neurodégénératives et le diabéte (figure 18). De plus, le stress oxydatif est également impliqué
dans des processus physiologiques tels que le vieillissement. Les maladies liées au stress
oxydatif surviennent souvent avec I'age, car le vieillissement affaiblit les défenses anti-
oxydantes, augmente la production de radicaux libres mitochondriaux et réduit I'efficacité des
systemes de réparation et de dégradation des constituants oxydés (Poprac et al., 2017) (Liguori
et al., 2018).

Maladies Cardiovasculaires,
Dégénérescence maculaire Ischemie du myocarde Vieilissement de la peau,
Dégénérescence de la rétine Coeur Psoriasis, Mélanome

Yeux Peau
/ Reins
Insuffisance Rénale,

Néphrites

Differents organes

Vieillissement prématuré,
Diabétes, Fatigue Chronique,
Fibromialgie

Arthrite Rhumatoide,
Arthrite classique

Articulations

Sang——

Hypertension,
Athérosciérose

Systéme Poumons
Immunitaire Cerveau Asthme, Allergies,

4 Cancer
Alzheimer, Parkinson,

Réactions Auto-immune, Embolie, Cancer, Autisme
Inflammations, Lupus

Figure 9: Les maladies humaines liées au stress oxydatif (Charrad., 2016)
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Chapitre 11 : Matériel et methodes

1. Matériel biologique
1.1.Matériel végetal

Notre étude a été réalisée sur la partie aérienne de 1’espéce végétale appartenant a la famille des
Asteraceae : inula viscosa. La feuille a été sélectionnée comme organe végétal pour les

expérimentations de cette étude, car elle contient la majorité des principales substances actives.

La plante inula viscosa a été récoltée dans la région de Guelma (Jbel Halof) au mois de février
2024. Les feuilles sont séparées de la tige pour faciliter le processus de lavage et de purification
avant leur utilisation a I'état frais. Elles ont été préalablement coupées en petits morceaux pour
faciliter le processus du broyage. Finalement, nous obtenons I’intrait sans aucun ajout,

utilisables pour les tests phyto-chimique et biologiques.

Figure 10: Les feuilles d’inula viscosa

1.2. Materiel Animal

L'étude a été réalisée sur 10 rats Wistar albinos males, pesant entre 150 g et 200 g, issus de
I'institut Pasteur d'Alger (Algérie). Ces rats ont été utilisés pour évaluer I'effet pro-oxydant de
la plante inula viscosa. Ils ont été hébergés dans I'animalerie de l'université du 8 mai 1945 de

Guelma.

Les rats étaient logés dans des cages en polypropyléene, dans une salle maintenue a une
température ambiante de 22 a 25°C et un cycle de lumiére/obscurité de 12/12 h. Ils étaient

nourris par une alimentation spécifique avec acces libre a I'eau potable.
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Figure 11: Le rat de laboratoire utilise

2. Méthodes
2.1.Préparation de I’intrait
2.1.1. Le lavage

Les feuilles de la plante sont nettoyées en passant par trois bains successifs pour éliminer la

saleté et les insectes, puis égouttées dans une passoire stérile pour éliminer ’exces de I'eau.

Figure 12: le lavage

2.1.2. Broyage

Les feuilles d'inula viscosa ont été d'abord découpées en petits morceaux avec des ciseaux
stériles, puis elles ont été broyées a l'aide d'un mortier et un pilon qui sont également stériles,
pour extraire l'intrait pure.
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L.

Figure 13: Feuilles broyees Figure 14: L’intrait récupérer

2.1.3. Conservation

L'intrait obtenu a été conservé soigneusement dans des flacons opaques pour protéger les
métabolites secondaires photosensibles puis on le garde au congélateur a 4C° jusqu'a son
utilisation afin de préserver les métabolites importants.

2.1.4. Lyophilisation

Il s'agit d'une étape de déshydratation qui consiste a éliminer I'eau de I'intrait obtenu pour a la

fin nous obtenons la poudre.

Figure 15: la poudre obtenue

2.1.5. Détermination du rendement

Le rendement désigne la masse de I'extrait obtenu, il est exprimé en pourcentage par rapport a

la masse initiale de la plante soumise a I'extraction.
2.2. Extraction des organes des rats

Aprés le sacrifice des rats sous 1’anesthésie du chloroforme, le prélevement des organes a été

fait au niveau de I’animalerie de L’université 08 mai 1945 de Guelma, Apres la récupération

27



Chapitre 11 : Matériel et méthodes

des foies, poumons et des reins, ils ont été préleveés et rincés dans du tampon phosphate a base
de Kcl (pH=7,4 ;0.1M), pesés et puis stockés au niveau du congélateur pour les dosages des
différents paramétres biochimiques et enzymatiques.

Figure 16: Extraction des organes (foies, poumon, reins)

3.1. Screening phytochimiques

Le screening phytochimique est un ensemble de méthodes et de techniques de préparation et
d’analyses des substances organiques naturelles de la plante. Ces techniques permettent de
détecter la présence des produits appartenant a des classes de composés ordinairement et
physiologiquement actifs qui sont les composés phénoliques.

3.1.1. Alcaloides

10 g de poudre végétale séchée ont été introduits dans un erlenmeyer de 250 ml, il a été ajouté
50 ml de H2SO4 & 10 %. Apres agitation pendant 30 minutes, une macération fut réalisée
pendant 24 heures a la température du laboratoire, puis passage a la filtration sur papier filtre.

Ensuite, le filtrat est complété a 50 ml avec de 1’cau distillée. Il a été introduit 1 ml de filtrat
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dans un tube a essais puis on ajoute 5 gouttes de réactif de Mayer. La présence d’alcaloides est

indiquée par la formation d’un précipité blanc jaunatre (Edeoga et al., 2005).
3.1.2. Tanin

Dans un Erlenmeyer, 5 g de poudre ont été dispersé dans 100 ml d’eau bouillante. Apres
infusion pendant 15 mn, une filtration fut réalisée, puis le filtrat fut complété a 100 ml avec de
I’eau distillée. Apres 5 ml d’infusé a 5 % a été introduit dans un tube a essais, puis 1 ml de
solution aqueuse de FeCl3 a 1 % fut ajouté. En présence de tanin, il se développe une coloration
verdatre ou bleu noir (Edeoga et al., 2005).

3.1.3. Flavonoides

10g de la poudre seéche ont ét¢ macéré dans 150 ml d’HCl dilué a 1% pendant 24h, une filtration
a eté réalisée et le test suivant fut réalisé : Prélevement de 10 ml du filtrat, qui a été rendu
basique par ’ajout du NH4OH a (10%) en utilisant le pH métre. Un test positif est révelé par

I’apparition d’une couleur jaune dans la partie supéricure de tube a essai (Edeoga et al., 2005).
3.1.4. Saponosides

Il a été porte a ébullition 100 ml d’eau distillée dans un erlenmeyer de 250 ml puis 1g de la
poudre fut ajouté ensuite, une ébullition modérée fut maintenue pendant 15 mn. Apres filtration,
le filtrat a été ajusté a 100 ml. 1ml du décocté a 1 % préparé a été ajouté dans un tube a essais,
le volume fut ajusté a 10ml avec de I’eau distillée. Ensuite, une agitation du tube fut réalisée.
Pour confirmer la présence de saponosides, il faudrait qu’une mousse apparaisse aprés avoir

laissé au repos pendant 15 minutes le tube a essais (Karumi et al., 2004).
3.1.5. Composés réducteurs

5 ml de décocté aqueux a 10% a été introduit dans un bécher de 100ml, une évaporation a sec
fut réalisée au bain-marie, puis ajout de 1 ml de réactif de Fehling (0,5 ml de réactif A et 0,5 ml
de réactif B) La présence de composés réducteurs est indiquée par la formation d’un précipité

rouge brique (Karumi et al.,2004).
3.1.6. Oses et holosides

Il a été introduit 5 ml de décocté aqueux a 10% obtenu dans un bécher de 100ml, une
évaporation a sec au bain-marie fut réalisée, il fut ajouté 2 a 3 gouttes de H2SO4 (99%)
concentré et aprés 5 minutes, il fut additionné 03 a 04 gouttes d’éthanol. Le développement

d’une coloration rouge révéle la présence d’oses et holosides (Karumi et al., 2004).
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3.1.7. Mucilages

1 ml de décocté a 10 % a été introduit dans un tube a essai et il fut ajouté 5 ml d’éthanol absolu.
Apres une dizaine de minutes, I’obtention d’un précipité floconneux par mélange, indique la

présence de mucilages (Karumi et al., 2004).
3.2. Dosage calorimétrique
3.2.1. Préparation de la fraction cytosolique des cellules hépatique, pulmonaire et rénal

Quand les organes sont prélevés, on les jette rapidement dans le tampon phosphate contenant
du kel (1,15M), ils sont pesés, puis coupés en petits morceaux, avant d’étre postérisés dans 9
ml du tampon phosphate (0,1M, PH=7,4). La postérisation est faite par un homogeneiseur de
type Ultraturax. L’homogénat obtenu est ensuite centrifugé a 4000 t/mn pendant 10 minutes a
4°C, le surnageant ainsi obtenu est centrifugé a 10000 t/mn pendant 45 minutes a 4°C. Les
surnageants issus de cette derniere centrifugation est le cytosol qui est utilisé pour les différents

dosages.

Figure 17: cytosol obtenu

3.2.2. Dosage de ’activité enzymatique de la catalase
Le cytosol est récupéré afin de doser I’activité enzymatique de la Catalase.

L’activité de la catalase est déterminée par la méthode de (Clairbone., 1985). Le dosage

spectrophotométrique est basé sur la disparition de I’H202 a 240 nm pendant 2 min.
2H0, ——> 2H0+0

La quantité d’H202 décomposé est directement proportionnelle a la concentration en substrat

et la concentration en enzyme.
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Iml de tampon phosphate KH2PO4/K2HPO4 (0,1 M, pH=7,2) est additionné a 0,95 ml de
peroxyde d’hydrogene (0,019 M) et 25 ul de cytosol avec 25 ul de I’extrait, puis 1’absorbance
a été mesuree par le spectrophotomeétre. La constante de vitesse de la catalase est définie par la

relation :

K= 2.3/ At x log10 ( DOO / DOt)

DOO : absorbance a 0 min

DOt : absorbance au moment « t »

At : intervalle de temps

3.2.3. Mesure de la concentration du Glutathion réduit cytosolique (GSH)

Le test de détection du glutathion réduit (GSH) avec le DTNB (5,5'-dithio-bis(2-acide
nitrobenzoique)), est couramment utilisé pour mesurer la concentration de GSH dans le cytosol
des organes. Le DTNB réagit avec les thiols libres du GSH pour former un produit coloré de

couleur jaunatre (TNB I’acide thionitrobenzoique) qui absorbe a 412 nm (Ellman., 1959).

50 pl du cytosol sont additionnés a 10 ml de tampon phosphate (0,1 M, pH=8). Prélever 3 ml
du mélange a qui on a ajouté 20 ul d’une solution de DTNB (0,01 M) et 20 ul de I’extrait. Apres
15 mins d’incubation a la température ambiante, 1’absorbance du mélange réactionnel a été lue
contre un blanc de réactif a 412 nm dans un spectrophotometre. Les concentrations du GSH
sont exprimées en nmol/g des organes. Elles sont déduites a partir d’une gamme étalon de GSH
préparée dans les mémes conditions que le dosage.
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1. Rendement de I’extraction

L’extraction de I’intrait de la plante inula viscosa par broyage, permet de déterminer le

rendement qui est calculé par la formule suivante :

R (%) = Mint/Méch x 100

Mint : masse en gramme de I’extrait sec résultant
Méch : masse en gramme du matériel végétal a traiter

L’intrait d'inula viscosa nous a permis d’obtenir une poudre vert foncé apres lyophilisation

avec un rendement de 1’ordre de 1,1 %

m extrair brut la poudre

Figure 18: Rendement de I’extraction d’inula viscosa

Le rendement que nous avons obtenu est faible en comparaison avec ceux de (Harrar et al.,
2020) , (Derradji et Marzen, 2016) et (Amr et Domiati, 2010) et qui ont enregistré des
rendements de (16,4%0,9,6%0), (23,96%06,39,56%) et 14% respectivement.

Les rendements varient en raison des méthodes utilisées, des conditions d'extraction (solvant,
séchage), de la composition chimique de chaque extrait, du lieu et de la période de la collecte,
et de la partie de la plante sélectionnée pour I'extraction. Tous ces facteurs ont un impact direct

sur le rendement de I’extraction. (Zbadi et al.,2018).
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Alors, il est difficile de faire une comparaison directe avec d'autres études, car le rendement est
relativement variable et semble dépendre des caractéristiques génétiques de la plante. (Lee et
al., 2003).

2. Analyse qualitative

2.1. Screening phyto-chimique

La méthode de screening phyto-chimique est utilisée pour détecter les métabolites présents
dans le tissu végétal d'inula viscosa, fournissant une évaluation qualitative de leur présence et
de leur concentration. En utilisant des réactifs spécifiques, les composés chimiques réagissent
avec les métabolites, ce qui peut étre observé par un changement de couleur caractéristique, une

précipitation ou par d'autres méthodes d'analyse.

Les résultats des tests phyto-chimiques effectués sur la poudre d'inula viscosa sont répertoriés
dans le tableau ci-dessous.

Tableau 7: Résultats de 1’étude phyto-chimique

Meétabolites Observation

_ Resultats
secondaires

+++
Alcaloides
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Tanins F++
Flavonoides +

+++
Saponosides
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Composés
réducteurs

Oses et holosides

+++
Mucilages

e (+++) = Reaction fortement positive
e (+) = Réaction trés faiblement positive
e (-) = Réaction négative

D’aprés les résultats indiqués dans le (tableau 7) on a noté que les feuilles d’inula viscosa de
la région de Guelma est riche en composés phénoliques.
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En comparant nos résultats avec ceux obtenus par (Khalil et al., 2007) et (Benyahia., 2014)
sur des feuilles de la méme espéce recoltées dans la région de Tlemcen en novembre, il apparait
que les composants de cette plante présentent des similitudes pour certains composés et des

dissimilitudes pour d'autres.

Ces variations trouve probablement son explication dans la diversité biomoléculaire induite
par des changements environnementaux et potentiellement a I'dge des plantes, comme
(Ghestman et al., 2001) confirme I’accumulation des tanins dans les organes plus agés. La
saison de récolte et le climat pourraient également influencer la teneur en substances bioactives

des plantes.
2.2. Dosage de P’activité enzymatique de la catalase

La catalase est une enzyme responsable de la dégradation du peroxyde d’hydrogéne (H202) en

eau (H20) et en oxygene (O2) suivant I’équation :
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Figure 19: Variation de ’activité de la catalase dans le cytosol hépatique apres I’ajout des
différentes concentrations de I’extrait

Les résultats sont exprimés en moyenne *écart type (n= 6).test de dunnett’s:(ns) désigne un
effet non significatif (p>0,005). *désigne un effet significatif (p<0,001), (**) désigne un effet
tres significatif (p<0,001), (***) désigne un effet hautement significatif (p<0,001).

Les doses de 200, 300 et 400 mg/g sont suivies d’une diminution non significative de I’activité

de la catalase par rapport au blanc.

37



Chapitre 111 :Résultats et Discussion

La dose 500 mg/g est suivi d’une diminution hautement significative de ’activité de la catalase

par rapport au blanc ce qui traduit I’effet pro-oxyant de 1’extrait.
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Figure 20: Variation de ’activité de la catalase dans le cytosol rénal aprés I’ajout des
différentes concentrations de 1’extrait

La dose 200 mg/g est suivi d’une augmentation de 1’activité de la catalase ce qui traduit 1’effet

antioxydant de I’extrait.

La dose 300 mg/g est suivi d’une augmentation non significative de I’activité de la catalase par

rapport au blanc.

Les doses 400 et 500 mg/g sont suivies d’une diminution significative par rapport au blanc ce

qui traduit I’effet pro-oxydant de 1’extrait.
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Figure 21: Variation de ’activité de la catalase dans le cytosol pulmonaire aprés I’ajout des
différentes concentrations de 1’extrait
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La dose 200 mg/g est suivi d’une augmentation non significative de 1’activité de la catalase par

rapport au blanc.

Les doses 300,400 et 500 mg/g sont suivies d’une diminution significative de I’activité de la

catalase par rapport au blanc ce qui traduit I’effet pro-oxydant de 1’extrait.

La catalase, une enzyme héminique présente principalement dans les globules rouges et les
peroxysomes, elle élimine le peroxyde d'hydrogene par dismutation, réduisant ainsi le stress
oxydatif (Bonnefont-Rousselot et al., 2003) ( Bensakhria et al., 2018).

Les études effectuées sur I’activité pro-oxydante d’inula viscosa sont rares ainsi que les

parametres que nous avons étudiés comme la catalase et le GSH.

Nos résultats, illustrés dans les histogrammes, montrent une diminution progressive de I'activité
de la catalase en fonction des différentes concentrations de l'extrait brut d'inula viscosa dans

plusieurs types des tissus (hépatique, rénal et pulmonaire).

La richesse des plantes en certains composés tel que les flavonoides peuvent inhibés I'activité
des enzymes, diminuant par la suite la capacité a neutraliser les radicaux libres (Giuseppe et
Peter, 2004).

2.3. Dosage du GSH
La mesure de la concentration du GSH a été réalisée a partir d’une gamme étalon de GSH

préparée dans les mémes conditions que le dosage de GSH dans le cytosol.
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Figure 22: Courbe d’étalonnage de la GSH

39



Chapitre 111 :Résultats et Discussion

1.0 .
2 % . 1 Témoin
5% 0.8 'T'ij*_ [J 200
S 5 . = [ 300
S 206 .. =Tl 3 400
¢ ol =3 500
i E 02
[}

0.0 :

Figure 23: Variation des taux de GSH dans le cytosol hépatique, pulmonaire et rénal apres
I’ajout de différentes concentrations de 1’extrait

Les résultats sont exprimés en moyenne +¢écart type (n= 6).test de dunnett’s:(ns) désigne un
effet non significatif (p>0,005). *désigne un effet significatif (p<0,001), (**) désigne un effet
tres significatif (p<0,001), (***) désigne un effet hautement significatif (p<0,001).

Apreés I’ajout de différentes concentrations de I’extrait d’inula viscosa a savoir : (200, 300, 400,
500) mg/g, paradoxalement Le GSH augmenté par rapport au blanc ce qui traduit 1’effet anti-

oxydant de I’extrait.

Les concentrations 200, 300, 400 et 500 mg/g sont suivies d’une augmentation hautement

significative de la concentration en GSH par rapport au blanc.

Puis les concentrations commencent a diminuer et nous avons noté que I’ajout de la dose
500mg/g a enregistré la concentration de GSH la plus basse ce qui traduit I’effet pro-oxydant

de I’extrait.

Les concentrations 200, 300, 400 et 500 mg/g sont suivies d’une augmentation hautement
significative de la concentration en GSH par rapport au blanc. Aprés nous remarguons une

diminution des concentrations.

D'aprés (Haleng et al., 2007), une réduction du taux de GSH dans une cellule est un indicateur
d'augmentation du stress oxydatif. En tenant compte de nos résultats, la concentration de 500
mg/g de l'extrait brut d’inula viscosa dans les cellules pulmonaires est celle qui engendre le

plus haut niveau de stress oxydatif.
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Le rapport entre le glutathion réduit (GSH) et le glutathion oxydé (GSSG) constitue un excellent
indicateur du stress oxydatif et de son intensité. Le GSH réagit rapidement avec les especes
réactives de I'oxygene (ERO) pour former du GSSG ; ainsi, une diminution de ce rapport

indique une augmentation du stress oxydatif (Haleng et al., 2007).

Certaines substances peuvent agir a la fois comme antioxydants et pro-oxydants, en fonction de
diverses conditions. Parmi les plus importantes figurent la concentration de la substance

chimique et la présence d'oxygene ou de métaux de transition (Herbert., 1996).

A la fin de notre discussion, il est difficile de comparer nos résultats avec d'autres études, car il

n'existe aucune étude similaire concernant notre plante inula viscosa.
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Conclusion

En conclusion, cette étude sur l'effet pro-oxydant d’inula viscosa in vitro a apporté des

informations précieuses sur les propriétés de cette plante médicinale.

Nos résultats suggerent que la plante inula viscosa peut potentiellement exercer des effets

bénéfiques en induisant un stress oxydant controle.
A la lumiére des résultats obtenus, nous avons conclu :

v' La préparation de I’intrait brut des feuilles d’inula viscosa nous a permis d’obtenir un

rendement de 1,1 % et c’est un faible rendement.

v' Le screening Phytochimique a révélé plusieurs métabolites secondaires tels que les
tanins, les flavonoides, les alcaloides, mucilage et les saponosides. C’est une plante

riche en différents métabolites secondaires.
v’ L’effet prooxydant de notre extrait est prouvé par :
e Diminution de I’activité catalytique de la catalase,
e Variation du taux de la GSH molécule antioxydant

Nos résultats sont prometteurs, mais des études complémentaires, notamment des essais
précliniques et des études cliniques, sont nécessaires pour évaluer les effets de cette plante sur

la santé humaine et déterminer ses applications thérapeutiques potentielles.

Ainsi, une utilisation approprieée d’inula viscosa dans le domaine médical nécessiterait une
compréhension approfondie de ses mécanismes d'action et de ses effets sur le stress oxydatif in
vivo. En résumé, cette recherche a élargi les connaissances sur l'effet pro-oxydant d’inula
viscosa in vitro, fournissant une base solide pour de futures investigations visant a exploiter son
potentiel médicinal dans le contexte du stress oxydatif. Ces decouvertes pourraient
éventuellement conduire au développement de nouvelles approches thérapeutiques ou de

compléments alimentaires a base d’inula viscosa.
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