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RESUME

L’objectif de la présente étude consistait a 1’identification des composés phytochimiques et
I’évaluation des activités antioxydantes et biologiques in vitro présents dans I’extrait aqueux
et éthanolique de Matricaria pubescens, et de mettre en évidence ’effet protecteur de la
supplémentation de la poudre de M. pubescens sur 1’obésité et ses complications chez des rats

recevant un régime hypergras (HFD).

L’analyse phytochimique des extraits de M. pubescens a révélé sa richesse en produits de
métabolisme secondaire tels que les polyphénols et les flavonoides et possédait de

nombreuses activités biologiques a savoir antioxydante, anti-inflammatoire et antidiabétique.

Ainsi, dans le premier volet de cette thése a été consacré a 1’¢tude de la composition chimique
et les propriétés antioxydante, anticholinestérases, anti-tyrosinase et antidiabétique des
extraits de M. pubescens in vitro. La composition chimique de 1’extrait éthanolique et aqueux
a eté determinée par LC-MS/MS. Cette analyse a mis en évidence la présence de 30 composés
phytochimiques dans 1’extrait éthanolique de M. pubescens et 17 composés phytochimiques
dans I’extrait aqueux. Ces extraits étaient dotés d’activités antioxydantes chélatantes et
neutralisantes trés importantes. De plus, les deux extraits présentaient une activité
anticholinestérases et anti-tyrosinase et I’extrait ¢éthanolique présentait une activité

antidiabétique.

Le deuxiéme volet de cette thése a été consacré a 1’étude in vivo de I’effet protecteur de la
supplémentation de la poudre de M. pubescens sur 1’obésité et ses complications chez des rats
recevant un régime hypergras. Les résultats ont montré que le régime hypergras induisait une
augmentation du poids corporel, de l'indice de masse corporelle, de la circonférence
thoracique et abdominale, associée a une hypertrophie du foie et du tissu adipeux, ainsi qu'a
une atrophie des reins et du cceur. Ce régime hypergras conduisait également a une
augmentation des biomarqueurs hépatiques (ASAT, ALAT, ALP, bilirubines totales et
directes) et rénaux (créatinine et acide urique) avec une hypertriglycéridémie et une
hyperglycémie associée a une résistance a I’insuline. La lipotoxicité¢ induite par le régime
HFD a été associée a une perturbation du statut oxydant/antioxydant avec une augmentation
des teneurs en MDA et en AOPP et une diminution de 1’activité des enzymes antioxydantes
(GSH-Px, GST, SOD et catalase) ainsi que des niveaux de GSH réduits observés au niveau
des organes étudiés. De plus, le régime HFD a conduit a une augmentation du niveau de TNF-

o hépatique comparativement au groupe témoin. Ces modifications biochimiques et



oxydatives ont été confirmées par les données histologiques ou I'on observait la présence de
gouttelettes lipidiques, un gonflement et un ballonnement cellulaire avec une migration du
noyau vers les périphéries et des hémorragies tissulaires au niveau hépatique. L’étude
histologique rénale révélait la présence de dépéts lipidiques, une dilatation tubulaire et une
atrophie glomérulaire avec dilatation de I’espace de Bowman. Tandis que I’histologie du tissu
adipeux révélait une augmentation de la surface des adipocytes avec une diminution du
nombre d'adipocytes par rapport au groupe témoin. Cependant, la supplémentation de la
poudre de M. pubescens dans le groupe HFD a montré une amélioration considérable de tous
les parametres mentionnés précédemment.

En conclusion, cette étude a indiqué que la poudre de M. pubescens avait un effet bénéfique
contre 1’obésité et ses complications grace a sa richesse en composés phytochimiques qui lui

conféraient un pouvoir hypolipidémiant, antioxydant et anti-inflammatoire.

Mot clés: Matricaria pubescens, LC-MS/MS, Régime hypergras, Antioxydant, Anti-

inflammatoire.



ABSTRACT

This study aimed to identify phytochemical compounds and evaluate the antioxidant and
biological activities in vitro present in the agqueous and ethanolic extracts of Matricaria
pubescens, and to investigate the protective effects of supplementing M. pubescens powder on

obesity and its complications in rats receiving a high-fat diet (HFD).

Phytochemical analysis of M. pubescens extracts revealed that it was rich in secondary
metabolites such as polyphenols and flavonoids, and possessed numerous biological activities,

including antioxidant, anti-inflammatory, and anti-diabetic Activities.

Thus, the first part of this thesis focused on studying the chemical composition and
antioxidant, anticholinesterase, anti-tyrosinase, and anti-diabetic properties of M. pubescens
extracts in vitro. The chemical composition of the ethanolic and aqueous extracts was
determined by LC-MS/MS. This analysis revealed the presence of 30 phytochemical
compounds in the ethanolic extract of M. pubescens and 17 phytochemical compounds in the
aqueous extract. These extracts had very significant chelating and neutralizing antioxidant
activities. In addition, both extracts have capacity anticholinesterase and anti-tyrosinase
activities, while the ethanolic extract showed anti-diabetic activity.

The second part of this thesis was devoted to the in vivo study of the protective effect of M.
pubescens powder supplementation on obesity and its complications in rats fed a high-fat diet.
The results showed that the high-fat diet increased body weight, body mass index, thoracic
and abdominal circumference, associated with liver and adipose tissue hypertrophy, as well as
kidney and heart atrophy. HFD led to increased hepatic (AST, ALT, ALP, total and direct
bilirubin) and renal (creatinine and uric acid) biomarkers, along with hypertriglyceridemia
and hyperglycemia associated with insulin resistance. HFD-induced lipotoxicity was
associated with a disruption of the oxidant/antioxidant status, with increased levels of MDA
and AOPP and decreased activities of antioxidant enzymes (GSH-Px, GST, SOD, and
catalase), as well as reduced GSH levels observed in the studied organs. Additionally, the
HFD led to an increase in hepatic TNF-a levels compared to controls. These biochemical and
oxidative modifications were confirmed by histological data showing the presence of lipid
droplets, cellular swelling, and ballooning with nuclear migration towards the peripheries, and
tissue hemorrhages in the liver. Renal histological examination revealed lipid deposits, tubular
dilation, and glomerular atrophy with Bowman's space dilation. Adipose tissue histology

showed increased adipocyte surface area with a decrease in the number of adipocytes



compared to controls. However, supplementation with M. pubescens powder in the HFD

group showed a significant improvement in all previously mentioned parameters.

In conclusion, this study indicated that M. pubescens powder had beneficial effects against
obesity and its complications due to its richness in phytochemical compounds, which

conferred hypolipidemic, antioxidant, and anti-inflammatory properties.

Keywords: Matricaria pubescens, LC-MS/MS, high-fat diet, Antioxidant, Anti-
inflammatory.
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Introduction

L'obésité est une maladie chronique et complexe caractérisée par un excés anormal ou
excessif de graisse corporelle, représentant I'un des plus grands défis mondiaux en matiére de
santé publique (Papamargaritis et al., 2023). Selon I'Organisation mondiale de la santé
(OMS), en 2022, plus de 2,5 milliards de personnes agées de 18 ans et plus étaient en
surpoids, parmi lesquelles 890 millions étaient obéses. De plus, plus de 390 millions de
personnes agées de 5 a 19 ans étaient en surpoids, parmi lesquelles 160 millions étaient
obéses. En outre, 37 millions d'enfants de moins de 5 ans sont en surpoids. Cela représente 43
% des personnes en surpoids et 16 % des personnes obeses dans le monde. Cette proportion a
augmenté par rapport a 1990, ou elle était de 25 % (OMS, 2024).

L'obésité peut avoir une influence sur la qualité de vie, affectant plusieurs aspects tels que le
sommeil ou la mobilité, et contribuant & la pathogenese de multiples complications
métaboliques et mécaniques. Parmi celles-ci figurent le diabete de type 2 (DT2),
I'nypertension, la dyslipidemie, la néphropathie chronique, les maladies cardiovasculaires
(MCV), la stéatose hépatique non alcoolique (NASH), l'infertilité, I'ostéoarthrite et certains
cancers (Rahman et al., 2017 ; Bai et al., 2019 ; Wang et al., 2022). Le développement de
ces pathologies est désormais associé au stress oxydatif, qui constitue une perturbation des
tissus incapables de gérer les dommages causés aux cellules par les radicaux libres en raison
d'un manque de défense antioxydante (Kurutas, 2015). Plusieurs mécanismes, tels que le
systeme de la xanthine oxydase, le systéme du nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
oxydase (NADPH), et le systeme de la myéloperoxydase, sont impliqués dans la génération
d'especes réactives de I'oxygene (ERO) dans les tissus (Chowdhury et al., 2022). De plus, la
lipotoxicité provoquée par I'accumulation de graisses dans l'organisme altére la membrane
mitochondriale et perturbe la fonction de la chaine de transport d'électrons, entrainant une
augmentation du niveau des ERO. Ces derniers réagissent de maniére excessive avec les
macromolécules, ce qui augmente la peroxydation lipidique et protéique, et diminue I’activité
des enzymes antioxydantes telles que la glutathion peroxydase (GSH-Px), la superoxyde
dismutase (SOD) et la catalase (Ulla et al., 2017 ; Nassir, 2022).

L'obésité peut étre contr6lée par des changements de mode de vie, notamment par
l'augmentation des activités physiques et la consommation d'aliments sains et équilibrés.
Cependant, ces approches ne fournissent pas de resultats rapides, c'est pourquoi de

nombreuses personnes choisissent 1’utilisation de médicaments pour obtenir des résultats
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efficaces et rapides, bien que ceux-ci aient tous des effets secondaires (Urbatzka et al.,
2018). Ce probleme a conduit les personnes obeses a remplacer les médicaments par des
plantes médicinales pour prévenir et traiter l'obésité (Molina-Tijeras et al., 2023). Les
composés phytochimiques tels que les polyphénols, les flavonoides, les terpénoides et les
phytostérols présents dans les plantes ont montré un potentiel en tant qu'agents anti-obésite.
Ils peuvent moduler les processus inflammatoires, oxydatifs et prolifératifs cellulaires, qui
sont responsables de I'initiation de plusieurs troubles métaboliques associés a I'obésité (Singh
et al., 2020).

Matricaria pubescens est une plante de la famille des Asteraceae, connue sous le nom de
camomille du Sahara. Il sagit d'une espéce endémique d'Afrique du Nord (Cherif et al.,
2017). Dans le sud-est algérien, cette plante est utilisee en médecine traditionnelle pour traiter
de nombreuses maladies, telles que les douleurs rhumatismales et musculaires, les piqdres de
scorpion, la dysménorrhée, la déshydratation, la toux, les allergies, les affections oculaires et
les maux de dents. La partie aérienne de cette plante est préparée sous forme d'infusion ou de
poudre dans les aliments et utilisée en interne (Laouini et al., 2016). Des études
phytochimiques antérieures ont mis en évidence la présence de polyphénols, de flavonoides et
de tanins dans M. pubescens. Ignatiadou et al. (2022) ont identifié 25 composés
phytochimiques dans I'extrait méthanolique de M. pubescens. Des recherches antérieures ont
montré que I'extrait aqueux de M. pubescens (EAMP) présente un effet hypoglycémique et
antidyslipidémique chez les rats diabétiques (Amssayef et al., 2020 ; Amssayef et al., 2021),
tandis que l'extrait méthanolique de M. pubescens peut prévenir les lésions hépatiques

induites par le tétrachlorure de carbone chez les rats Wistar (Boubellouta et al., 2021).

Malgré la richesse de cette plante en composés phytochimiques, peu d'études ont été
rapportées sur ses activités biologiques. C'est pourquoi l'objectif de cette étude est, tout
d'abord, d'identifier les composés phytochimiques présents dans M. pubescens et d'évaluer les
activités antioxydantes et biologiques in vitro de cette plante. Ensuite, il s'agit de mettre en
évidence les effets protecteurs de M. pubescens sur certains paramétres physiologiques,
biochimiques, inflammatoires, de stress oxydatif et histologiques dans différents organes chez

des rats obéses recevant un régime hypergras.
Pour ce faire, un plan de recherche a été élaboré, subdivisé en deux parties :

La premiere partie présente une synthese bibliographique des données actuelles concernant

I’obésité et M. pubescens.
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La deuxieme partie, expérimentale qui consiste d’une :

%+ Etudes in vitro, consacré a I’identification des composés phytochimiques présents dans M.

pubescens et a évaluer les activités antioxydantes et biologiques de cette plante.

>

Etudes in vivo, réservée a explorer les effets protecteurs de M. pubescens chez des rats

o
25

obéses recevant un régime hypergras, au niveau des fonctions vitales étudiées (foie, rein,

ceeur et tissu adipeux (TA)) en évaluant :

> Les parametres physiologiques (poids corporel, IMC, circonférences thoracique et

abdominale, consommation d’aliments et poids relatifs des organes étudiés) ;

» L’analyse de quelques paramétres biochimiques (fonction hépatique, fonction rénal,

bilan lipidique et glycémie) ;

» L’évaluation du systéme pro/anti-oxydant par la détermination de quelques éléments
non enzymatiques comme le malondialdéhyde (MDA), les produits protéiques
d'oxydation avancés (AOPP) et le glutathion réduit (GSH) ;

» L’exploration du statut des antioxydants enzymatiques : la glutathion peroxydase
(GSH-Px), la glutathion-S-transférase (GST), la superoxyde dismutase (SOD) et la

catalase ;
> La détermination du niveau hépatique du marqueur inflammatoire TNF-a. ;
» L’¢étude histologique des organes cibles (foie, rein et tissu adipeux).

% Enfin, nous discutons I'ensemble des résultats obtenus dans ce manuscrit et proposons

quelques perspectives sur ce travail de recherche.
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Partie bibliographique Chapitre I. Obésité

Chapitre | : Obésité
1.1 Obesité

L'obésité et le surpoids sont devenus des probléemes de santé majeurs dans le monde entier.
L’obésité est actuellement classée comme la cinquiéme cause de décés dans le monde (Safaei
et al., 2021). C’est une véritable épidémie, qui frappe aussi bien les pays a revenu élevé que
les pays a faible revenu. Elle est devenue la premiere maladie « inflammatoire » non
infectieuse de I’histoire de I’humanité (Mabele et al., 2018). Bien que multifactorielle, la
cause fondamentale de I'obésité et du surpoids est le déséquilibre énergétique entre les

calories consommeées et dépensées (Sadaf et al., 2021).

L’indice de masse corporelle (IMC) est un marqueur de substitution de 1’adiposité défini
comme le poids d'une personne en kilogrammes divisé par le carré de sa taille en métres
(kg/m?2). C'est une référence internationale pour classer les adultes en situation de surpoids et
d'obésité. Un IMC compris entre 25 et 29,9 kg/m2 est considéré comme un surpoids, et un
IMC de 30 kg/m? ou plus est considéré comme une obésité. En plus de I'IMC, il y a d'autres
mesures supplémentaires comme la circonférence thoracique et abdominale qui peuvent aider
a diagnostiquer 1’obésité (OMS, 2024).

Les personnes qui souffrent de I’obésité sont classées dans une situation d’obésité qui peut

étre répartie en 3 sous-catégories :

> Classe | ou modérée (30 kg/m2 < IMC < 35 kg/m2) ;
» Classe II ou sévere (35 kg/m2 < IMC <40 kg/m2) ;
» Classe III ou morbide (IMC > 40 kg/m2) (OMS, 2024).

1.2 Aspects physiopathologiques de I'obésité

1.2.1 Exces d’apports énergétiques

La prise alimentaire est un comportement régulé par des mécanismes biologiques complexes
et redondants permettant un apport adapté en nutriments nécessaires a la vie. Des
modifications de la prise alimentaire, en termes de structure ou de composition, peuvent
aboutir a une prise de poids. Parmi ces modifications, on retrouve des modifications
quantitatives, telles que l'augmentation de la densité¢ calorique de 1’alimentation, et des

modifications qualitatives, comme la diminution de la consommation de glucides complexes,
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I’augmentation de ’apport lipidique et la déstructuration des rythmes alimentaires (Faucher

et Poitou 2016).

1.2.2 Facteurs génétiques et environnementaux

La prise de poids differe d’une personne a I’autre, méme si elles ont le méme mode de vie.
L'hérédité d'un phénotype quantitatif est régulée et modifiée par un ensemble d'alléles au
niveau des différents locus genétiques appelés variants polygéniques, qui modifient également
I'expression d'un caractéere qualitatif. Ces variantes varient d'un individu a l'autre et jouent un
r6le dans la régulation du poids corporel (Antlnez-Ortiz et al., 2017). L'obésité se développe
lorsque de nombreux variants polygéniques chez un individu augmentent son poids corporel.
Il convient de noter ici que chaque polygéne ne contribue qu'en partie a lI'apparition de
I'obésite. Quelques-uns de ces variants se retrouvent chez les personnes obeses, ainsi que chez
les personnes de poids normal et les personnes maigres a un faible niveau (Suleiman et al.,
2020). De plus, I’environnement nutritionnel et familial (conditionnements et habitudes
alimentaires, etc.) et social s’associent aux modes de vie pour développer 1’obésité chez les

individus prédisposes (Drummond et Gibney, 2013).

1.2.3 Facteurs psychologiques

Ces facteurs influencent le comportement alimentaire, qui est trés sensible aux émotions et au
stress. Par exemple, la dépression peut entrainer des problémes alimentaires, tels gu'une
augmentation ou une diminution de la consommation d'aliments. De méme, le stress peut
provoquer des consequences néfastes au niveau du métabolisme adipocytaire (Wharton et al.,
2020).

1.2.4 Meédicaments

Plusieurs médicaments, tels que les corticoides (qui favorisent 1’adipogenése), couramment
utilises, peuvent provoquer une prise de poids. Par conséquent, cela est considéré comme un
effet secondaire de ces traitements, ce qui nécessite d'étre pris en compte afin de I'éviter ou de
le gérer au mieux en limitant la consommation de sel, de sucres et de graisses (Bonhomme,
2013).

1.2.5 Adipokines

La fonction endocrine du tissu adipeux est capable d'influer sur I'noméostasie energétique,
I'hnémodynamique et la réponse inflammatoire grace a la synthése et a la sécrétion
d'adipokines et de peptides bioactifs par ce tissu (da Silva et al., 2019). Le déséquilibre

exacerbé de la production d'adipokines est associé aux maladies liées au mode de vie, telles
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que I'hyperlipidémie, le diabéte et I'hypertension. Parmi les adipokines, les principales sont la
leptine, l'adiponectine, la résistine, le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a),
I'interleukine-6 (IL-6) et I'lL-10 (Francisco et al., 2019).

1.2.6 Inflammation

L'obésité est décrite comme un état d'inflammation chronique fortement associé a un exces de
graisse corporelle. Elle se caractérise par l'infiltration et I'activation de macrophages pro-
inflammatoires et d'autres cellules immunitaires dans le tissu adipeux. Ces cellules produisent
et sécrétent des cytokines et des chimiokines pro-inflammatoires, qui jouent un réle essentiel
dans le développement de I'insulinorésistance (IR) et des maladies métaboliques associées a
I'obésité. Le déclenchement initial de I'inflammation dans I'obésité reste incertain. Cependant,
I'expansion et le dysfonctionnement du tissu adipeux fournissent une variété de stimuli directs
capables d'initier une réponse inflammatoire, tels que I'hypoxie et I'altération du profil des
macrophages (Zatterale et al., 2020).

1.3 Complication liée a ’obésité

La liste des complications cliniques associées a l'obésité est assez longue. Cependant, la
gravité de ces complications semble dépendre de la présence excessive de graisse, connue
sous le nom de dépdt ectopique de graisse, autour de tissus lisses tels que le ceeur, le foie, les
reins et les poumons (Gonzéalez-Muniesa et al., 2017). Cet état survient lorsque la capacité
des dépots de graisse est surchargée, ce qui ralentit la conversion des lipoprotéines de tres
faible densité, provoquant une hypertriglycéridémie, une accumulation de lipides dans
d'autres tissus et un processus inflammatoire dans I'environnement cellulaire, entrainant une
déficience fonctionnelle de I'organe affecté (Monteiro et Azevedo, 2010, Gonzalez-Muniesa
etal., 2017).

1.3.1 Diabéte de type 2

L'obésité présente une relation complexe avec le diabéte, en particulier avec le DT2 (Osman
et al., 2018). L'obésité peut &tre un précurseur ou un facteur de risque du DT2, aprés I’'IR
(Abubakar et al., 2017). De nos jours, le DT2 chez les enfants et les adolescents représente
un probléme de santé publique dans le monde entier. Les taux alarmants de DT2 chez les
jeunes correspondent aux taux croissants d'obésité, qui est un facteur de risque affectant la
sensibilité a l'insuline. Quelques études ont établi un lien entre I’'IR et I'accumulation de
graisse intra-abdominale (obésité viscérale). L'adiposité viscérale est suggérée comme un

facteur de risque de DT2 chez les adultes également (Yamamoto et al., 2016). Les adipokines

Page 6



Partie bibliographique Chapitre I. Obésité

et les hormones libérées par les adipocytes viscéraux induisent un état de IR et un état
inflammatoire chronique qui va souvent de pair avec l'obésité viscérale ou l'adiposité
viscérale. L'adiposité viscérale est également un facteur de risque de IR chez les enfants. En
raison de I’IR, les enfants adipeux peuvent souffrir de troubles métaboliques et
d'hypertension. La graisse viscérale présente une activité lipolytique favorisée avec une forte
libération d'acide gras libre (AGL), ce qui peut nuire a l'action de l'insuline. Chez la plupart
des personnes obeses, les taux plasmatiques d'’AGL sont élevés, ce qui contribue de maniére

significative et essentielle a la pathogenese de I’IR (Fig. 1) (Yaturu, 2011).

v t3 5 :
L i “Insuling-ré¥istanch

. A <) ‘;~

% x Y AL A
-y 3 v
*/ Excursion prandiale/postprandiale
A v Glucose
Acides gras libres Acides gras

Adipokines
TNFa

Lipopolysacharides
‘ Cytokines ‘

Glucose
VLDL/LDL (cholesterol...)

Microbiote
Facteur de croissance , \

Glucose, IL6, TNFa

Insulino-résistance Insulino-résistance

Figure 1. Mécanisme impliqué dans I’apparition du DT2 chez les personnes obese
(Tenenbaum et al., 2018).

1.3.2 Complication hépatique

L'accumulation des graisses dans le foie, communément appelée maladie du foie gras ou
stéatose hépatique non alcoolique. Elle est associée a I'obésité et aux composants du
syndrome métabolique tels que I’IR, du DT 2 et la dyslipidémie (Dietrich et Hellerbrand,
2014). Parmi les principaux processus impliqués dans la pathogenése de NASH, le scénario
obésogene entraine un dysfonctionnement du métabolisme énergétique. La disponibilité
élevée des substrats énergétiques tels que le glucose et les AGL provenant de I'alimentation,
ainsi que l'inflammation et le stress oxydatif dus a I'expansion excessive du TA, favorisent le

stress pancréatique endocrinien, altérant la production et la libération d'hormones régulatrices
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telles que l'insuline et le glucagon, et peuvent déclencher I’IR et I'nypertriglycéridémie
(Divella et al., 2019). L’¢état d’IR induit la lipogenése de novo dans le foie et contribue a
l'inflammation, entrainant une augmentation du flux d’AGL hépatiques, la libération des
lipoprotéines de trés faible densité et de la dyslipidémie athérogéne (Lambertucci et al.,
2018). De plus, la réduction de la libération d'insuline par le pancréas et d'adiponectine par le
TA dysfonctionnel diminue la capture du glucose et I'oxydation des acides gras par le foie,
intensifiant le scénario de dysfonctionnement métabolique, ce qui peut précéder les maladies

chroniques telles que le diabéte et les dyslipidémies (Godoy-Matos et al., 2020).

1.3.3 Complication rénale

Parmi les facteurs contribuant au développement des maladies rénales, on trouve l'obésité et
ses complications associées telles que le diabéte sucré, I'nypertension et les modifications du
profil adipokinique. Une adiposité accrue peut avoir un impact direct sur les reins, en
modifiant I'némodynamique rénale, en augmentant la protéinurie et en réduisant le débit de
filtration glomérulaire (DFG) (Foster et al., 2008). L'hypertension et I'hyperfiltration dues a
une demande métabolique plus élevée jouent un réle important dans la physiopathologie de la
dysfonction rénale. Initialement, il y a une augmentation du DFG, de [I'hypertrophie
glomérulaire et de la microalbuminurie, qui évolue ensuite vers la protéinurie, les lésions
tubulointerstitielles et la réduction du DFG (D'Agati et al., 2016). De plus, la surstimulation
du systéme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA) contribue a la vasoconstriction en raison
de la rétention accrue de sodium et de I'nypertension. La surproduction d'aldostérone due au
SRAA contribue a la dysfonction endothéliale par différents mécanismes tels que
I'nyperleptinémie et I’IR (Stasi et al., 2022).

1.3.4 Complication cardiovasculaire

Dans une condition d'obésité, I’accumulation de TA nécessite des demandes métaboliques
plus importantes, entrainant une circulation hyperdynamique, caractérisée principalement par
une augmentation du volume sanguin proportionnel au poids corporel excessif et au débit
cardiaque, en raison d'une surcharge hémodynamique dans le cceur (Vasan, 2003). Les
maladies cardiovasculaires liées a I'obésité sont associées a un déséquilibre entre I'expression
de cytokines pro et anti-inflammatoires, le profil des adipokines, les facteurs pro et
antioxydants, IR et par conséquent la fibrose cardiaque, I'nypertrophie et la dysfonction

cardiaque (Gutiérrez-Cuevas et al., 2021).
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La circulation excessive des lipides entraine une lipotoxicité pouvant induire une dysfonction
des cardiomyocytes et altérer I'intégrité des tissus vasculaires, provoquant une dysfonction
endothéliale chez les individus obéses et une inflammation conséquente sur le site des lésions,
un composant athérogene important, favorisant un état pro thrombotique et pro-inflammatoire
(Symons et Abel 2013). De plus, les AGL activent la réponse inflammatoire dans les
macrophages situés dans le TA épicardique, contribuant a I’IR. En conséquence d'une
utilisation réduite du glucose, il y a une augmentation de I'oxydation des acides gras et de la
consommation d'oxygéne myocardique ce qui provoque la génération des ERO (Sacks et
Fain, 2011). L'activitt du NADPH oxydase contribue au remodelage et a la dysfonction
myocardique par génération des ERO par les cardiomyocytes, les cellules endothéliales et les
neutrophiles dans le cceur en raison d'un manque d'adaptation. De plus, la génération des
produits finaux de glycation avancée (AGE) contribue au remodelage et a la dysfonction
cardiaque systolique et diastolique en modifiant la fonction des canaux calciques (Turer et
al., 2012). De plus, I'exces d'aldostérone di a une régulation excessive du SRAA est associé a
une inflammation systémique, une dysfonction endothéliale, une rigidité arterielle, une

hypertension et une hypertrophie cardiaque (Fig. 2) (Sowers et al., 2009).
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Figure 2. Dépots ectopiques de tissu adipeux et liens avec les comorbidités
(Faucher et Poitou, 2016).
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1.3.5 Complication respiratoire

La masse adipeuse excessive, en particulier la graisse viscérale dans le thorax et I'abdomen,
peut altérer la fonction pulmonaire telle qu'une demande accrue en ventilation et une
exposition accrue aux maladies respiratoires (Palma et al., 2022). Chez les personnes obéses,
la surcharge mécanique due au TA entraine une réduction du débit expiratoire et des volumes
pulmonaires, contribuant a un stress dans le systéme respiratoire en raison de la constriction
des voies respiratoires (Grassi et al., 2020). En conséquence de I'expansion du TA, le facteur
de transcription induit par I'nypoxie est activé et induit la production de ERO qui sont
associés a une défense antioxydante réduite, jouent un rdle important dans la dysfonction
endothéliale dans différents types de tissus, conduisant a des maladies pulmonaires et

athérosclérotiques (Fig. 3) (Peters et al., 2018).
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Figure 3. Processus physiopathologiques impliqués dans complication pulmonaires liées a
I'obésité (Siqueira et al., 2023).

1.4 Stress oxydatif et obésité

Le déséquilibre entre les oxydants et antioxydants est appelé déséquilibre de I'état Redox ou
stress oxydatif, un pilier physiopathologique important dans le développement des
comorbidités associées a I'obésité. Les facteurs oxydants sont principalement représentés par
les ERO. Chez les personnes obeses, la production d’ERO augmente en raison de
l'augmentation du métabolisme et du dysfonctionnement des adipocytes, de I'hyperleptinémie,

de I'inflammation chronique et de la diminution de la défense antioxydante (Francisqueti et
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al., 2017). Les adipocytes peuvent directement déclencher un stress oxydatif chez les
personnes obéses, car l'irrigation de TA devient insuffisante en raison de la forte
augmentation du nombre d'adipocytes, ce qui peut entrainer la mort cellulaire par nécrose.
Afin d'éliminer les cellules nécrosées, la phagocytose se produit, entrainant une infiltration
inflammatoire et un stress oxydatif avec libération de radicaux libres tels que le monoxyde
d'azote (NO) et le peroxyde d'hydrogene (H202) (Bhattacharya et al., 2015). En outre, la
surcharge en AGL augmente la f-oxydation et l'activité de la chaine de transport d'électrons
dans la membrane interne des mitochondries, ce qui peut générer une hypoxie relative,
entrainant une augmentation des ERO en tant que sous-produits du métabolisme (Schofield et
Schafer, 2021).

Les ERO sont également capables de stimuler la voie du facteur nucléaire kappa B (NF-«xB)
pour produire des cytokines pro-inflammatoires, générant un cercle vicieux de rétroaction
entre le stress oxydatif et I'inflammation, déclenchant une inflammation chronique de bas
niveau et I'oxydation de biomolécules telles que les lipides (peroxydation lipidique) et le
glucose (glycation) (Hurrle et Hsu, 2017). Les produits de la peroxydation lipidique
comprennent le MDA, le glyoxal, I'acroléine et le 4-hydroxy-nonénal, tandis que les produits
générés par la glycation comprennent le glyoxal et le méthylglyoxal. La liaison de ces
composés avec le groupe amine donne lieu a des AGEs et a des produits finaux de
peroxydation lipidique, qui sont trés réactifs et qui, lorsqu'ils réagissent avec les protéines
provoquent une perte de fonction, ce qui entraine un dysfonctionnement des organes et
I'apparition de maladies. Les ERO peuvent directement oxyder les protéines, y compris les
molécules d'ADN, ce qui entraine une perte de fonction biologique, un dysfonctionnement

cellulaire et une défaillance des systémes et des organes (Vistoli et al., 2013).

D'autre part, afin d'atténuer le stress oxydatif, l'activation de différents mécanismes qui régule
le stress oxydatif, augmente la production d'antioxydants endogenes, composés
principalement d'enzymes antioxydantes, notamment la SOD, la GSH-Px et la catalase qui
empéchent et contrdlent la production de radicaux libres et les dommages qu'ils causent
(Francisqueti-Ferron et al., 2019). Il a été observé que la consommation excessive de
régimes riches en sucres et en graisses est associée a une défense antioxydante inadéquate,
étant donné que ces régimes sont deficients en vitamines et en minéraux (Monteiro et
Azevedo, 2010). Les taux sériques d'antioxydants alimentaires et d'oligo-éléments, tels que le

zinc et le sélénium, qui sont des cofacteurs des enzymes antioxydantes, ont été réduits chez
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les personnes obéses. En outre, il existe un lien entre des niveaux insuffisants de caroténoides

plasmatiques, de vitamine C et de vitamine E et I'MC (Fig. 4) (Kaidar-Person et al., 2008).
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Figure 4. Obésité et stress oxydant (Bonnefont-Rousselot 2014).

1.5 Obésité expérimentale

Les modeles animaux d'obésité induite par I'alimentation sont utiles pour étudier les causes
polygéniques de I'obésité, car ils permettent de reproduire la cause la plus fréquente de cette
maladie chez I'nomme : les déséquilibres alimentaires (Kleinert et al., 2018). Les animaux,
généralement des rongeurs de laboratoire (rats et souris), sont exposes a des régimes
alimentaires spécifiquement congus pour induire I'obésité. En outre, différents régimes
peuvent étre utilisés, tels qu'un régime riche en graisses (HFD), un régime riche en sucres
(HSD) et la combinaison des deux derniers, appelés régimes occidentaux ou cafétéria (RC)
(Preguica et al., 2020).
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1.5.1 Régime hyper gras

Aprés avoir consomme une alimentation riche en graisses, les animaux développent une
obésité, une forte accumulation d'adiposité, une RI, une hyperglycémie, une hyperlipidémie et
une hypertension. lls sont également susceptibles de développer une stéatose hépatique non
alcoolique et des lésions de I'endothélium, généralement associées aux maladies
cardiovasculaires. Toutes les caractéristiques décrites ci-dessus se retrouvent chez les humains

atteints du syndrome métabolique complexe (Ibeh 2018, Kleinert et al., 2018).

1.5.2 Régime riche en sucre

Chez les rongeurs, ce régime induit un syndrome métabolique. La source de graisse peut étre
animale ou végétale, et le fructose et le saccharose sont les glucides les plus courants présents
dans ces régimes, dont les quantités varient également (Panchal et Brown, 2011). Lorsqu'ils
sont nourris avec des régimes riches en graisses et en saccharose, les rongeurs ont tendance a
augmenter leur poids corporel et a déposer de la graisse abdominale, ainsi qu'a développer
une hyperglycémie, une hyperinsulinémie, une hyperleptinémie, une stéatose hépatique et une
augmentation des enzymes lipogéniques du foie (Lai et al., 2014, Eng et Estall, 2021).
L'ingestion de fructose chez les animaux induit une augmentation du poids corporel et un
dép6t de graisse abdominale, augmente les taux plasmatiques de triglycérides, de cholestérol,
d'acides gras libres et de leptine, induit une RI, une hyperglycémie et est associée a une

stéatose hépatique et a une inflammation (Wong et al., 2016).

1.5.3 Regime cafetéria (RC)

Le régime cafétéria est un régime varié et savoureux (Lutz et Woods, 2012). Dans ce régime,
I'animal choisit lui-méme sa nourriture. Il se compose principalement d'aliments a forte teneur
en sodium, en graisse et en sucre (biscuits, sucreries, fromages et saucisses). L'un de ses
principaux inconvénients est que sa composition n'est pas définie et que les animaux peuvent
faire des choix alimentaires différents, ce qui en fait un régime imprécis et peu fiable pour les
études sur l'obésité (Bastias-Pérez et al., 2020). Chez les rats nourris au RC, le poids corporel
augmente considérablement et reste trés élevé, ce qui rend ces animaux obeses.
L'hyperphagie, I'hyperinsulinémie, [l'intolérance au glucose et [I'hyperglycémie sont
exagérément élevées par rapport a d'autres modéles de HFD. Ce modéle montre une
augmentation de I'adiposité et de stéatose hépatique, de la graisse blanche et de I'inflammation
dans le tissu adipeux (lbeh, 2018).
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Chapitre Il : Matricaria pubescens

1.1 Famille des Asteraceae (Composeae)

La famille des astéracées est I'une des plus grandes familles de plantes a fleurs, avec plus de
1600 genres et 2500 espéces dans le monde (Rolnik et Olas, 2021). En Algérie, on en recense
109 genres et 408 espéces (Quezel et Santa, 1963). Les membres de cette famille sont
largement répandus dans le monde entier, dans des habitats écologiques variés, a I'exception
de I'Antarctique. La morphologie des astéracées est également variée. Certaines especes sont
des arbres atteignant plus de 30 m, d'autres sont des arbustes, et la plupart sont des herbes

vivaces ou annuelles (Bohm et Stuessy, 2001).

Malgré leur grande diversité, la plupart des membres de cette famille partagent une
composition chimique similaire. Par exemple, toutes les especes sont de bonnes sources
d'inuline, un polysaccharide naturel aux fortes propriétés prébiotiques. Elles sont utilisées
dans l'alimentation et la médecine depuis des siecles. Elles présentent également une forte
activité antioxydante, anti-inflammatoire et antimicrobienne, ainsi que des propriétés
diurétiques et cicatrisantes. Leurs effets pharmacologiques peuvent étre attribués a leur
gamme de composés phytochimiques, notamment les polyphénols, les acides phénoliques, les

flavonoides, les acétylénes et les triterpenes (Rolnik et Olas, 2021).

1.2 Genre Matricaria

Matricaria est un genre de plantes a fleurs appartenant a la famille des Asteraceae. La plupart
des especes de ce genre sont couramment présentes dans les régions tempérées d'Europe,
d'Asie et d'/Amérique, ainsi qu'en Afrique du Nord et du Sud (Miraj et Alesaeidi, 2016). Il
s'agit d'herbes aromatiques annuelles qui poussent sur des terres riches en nutriments ainsi que
sur les bords des routes. Ces plantes sont tres ramifiées, avec de nombreuses tiges prostrées a
érigées, glabres et feuillues (Singh et al., 2011). Les fleurs sont radialement symétriques, les
tétes solitaires, soit hétérogames avec des fleurs femelles a rayons blancs, soit homogames et
dépourvues de fleurs a rayons. Les feuilles sont 2 a 3 fois pennées et divisées a plusieurs
reprises en segments étroitement linéaires. Le réceptacle est conique, creux et dépourvu
d'écailles réceptaculaires. Les akénes sont obovoides et quelque peu aplatis latéralement,
obliguement tronqués sur le dessus, avec discretement 3 a 5 nervures sur la face postérieure et
sans glandes a huile sur la face antérieure. Le pappus peut étre en forme de couronne et court
ou absent (Sharifi-Rad et al., 2018).
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1.3 Espece Matricaria pubescens

M. pubescens est une espéce appartenant a la famille des Asteraceae, bien connue dans la
région sud-ouest de I'Algérie (Fig. 5, Tableau 1). Appelée localement Guertoufa ou
Ouazouaza, elle se rencontre particulierement dans tout le Sahara septentrional et central.

C’est une plante endémique trés connue en Afrique du Nord (Quezel et Santa, 1963).

Figure 5. Photo de la plante M. pubescens (Atlas-Sahara, 2008).

Tableau 1. Classification botanique de M. pubescens (Quezel et Santa, 1963).

Embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Gamopétales
Ordre Astérales
Famille Asteraceae
Genre Matricaria
Espece Matricaria pubescence

Page 15



Partie bibliographique Chapitre II. Matricaria pubescens

1.4 Description botanique

M. pubescens est une petite plante annuelle mesurant de 7 a 15 cm de hauteur (plus longue
lorsque la plante s'aplatit sur le sol), pouvant atteindre 40 cm dans le cas des plantes cultivées,
avec de nombreuses tiges fines, ramifiées et de couleur vert foncé. C'est une plante a
nombreuses tiges en forme de touffes, couchées puis redressées. Les feuilles sont légerement
charnues, jaunatres, de 1 a 3 cm de long, profondément découpées, avec des lobes. Les fleurs
sont tubulaires jaunes, groupées en tétes discoides hémisphériques. Le capitule mesure de 4 a
8 mm de diametre, attaché aux extrémités des tiges, surmonté d'une chaine d'écailles longues,
membraneuses, rejetées d'un c6té, ayant l'aspect d'une ligule. Cette plante présente des
variations dans ses caractéristiques morphologiques, telles que la longueur, le nombre et la
position des tiges. Dans les variétés sauvages, les tiges sont ramifiées et prostrées, se
terminant par un certain nombre de fleurs composées. En revanche, dans les cultivars, les
tiges sont ramifiées et érigées des le début, se terminant par un grand nombre de fleurs
complexes. Dans les régions ou les conditions climatiques sont tres difficiles, en particulier
dans les déserts et sur les sols sablonneux, la longueur des tiges est tres courte et le nombre de
branches est réduit. Le manque d'eau entraine une réduction de la surface des feuilles, une
diminution de la taille de la plante et un raccourcissement de son cycle de vie (Metrouh-
Amir et al., 2015, Kherraz et al., 2019).

1.5 Utilisations traditionnelles de la plante

Elle est fréqguemment utilisée dans la médecine traditionnelle contre les douleurs
rhumatismales et musculaires, les douleurs osseuses et articulaires, la toux, les allergies, les
affections oculaires, la dysménorrhée, les pigQres de scorpion, la déshydratation et les maux
de dents. Elle est utilisée pour les troubles gastro-intestinaux et le calcul, et c'est une plante
médicinale tres appréciée. Les tiges et les feuilles broyées sont utilisées comme filtre pour le
beurre de chévre, ce qui donne un arébme agréable au beurre et contribue a sa conservation. La
plante entiere est récoltée fraiche au printemps dans le sud et le sud-est de I'Algérie (EI Oued,
Béchar, Djanet, El Golea) (Laouini et al., 2016)

1.6 Propriétés pharmacologiques et activités biologiques

L'OMS estime que 80 % de la population mondiale dépend de la médecine traditionnelle et,
depuis des milliers d'années, les plantes médicinales constituent une source importante de
médicaments, prés de 40 % des médicaments étant d'origine végétale. Le rble des plantes
médicinales dans la prévention et la gestion des maladies a été associé aux propriétés

pharmacologiques de ces métabolites bioactifs (OMS, 2022). Malgré ca riches en composé
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phytochimique mais peu d’étude ont rapporté les activités biologiques de M. pubescens. Des
recherches antérieures ont montré que l'extrait aqueux de M. pubescens présente un effet
hypoglycémique et anti dyslipidémique chez les rats diabétiques (Amssayef et al., 2020,
Amssayef et al., 2021), tandis que I'extrait méthanolique de M. pubescens peut prévenir les
Iésions hépatiques induites par le tétrachlorure de carbone chez les rats Wistars (Boubellouta
et al., 2021). Kherraz et al., (2019) ont trouvé que I’extrait méthanolique de M. pubescens

présente une activité antibactérienne puissante contre Bacillus subtilis et Candida albicans.
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Chapitre 111 : Matériel Et Méthodes

1. Etude phytochimique

1.1 Matériel végétal

La présente étude a été réalisée sur une plante aromatique de la famille des Asteraceae, tres
abondante dans le Sahara algérienne. La partie aérienne (feuilles, tige et fleur) de M.
pubescens a été collectée pendant la phase de floraison en avril 2022 dans la région
Elhamraya, wilaya d’El-Oued (Fig. 6). Apres leur identification par Monsieur HAMEL Tarek,
Professeur en biologie végétale (Département de Biologie, Faculté des Sciences, Université
Badji Mokhtar-Annaba). La plante a été nettoyée, séchée dans I'obscurité a température
ambiante, et broyée avec un broyeur mécanique pour obtenir une poudre fine et conservés
dans un récipient hermétique.
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Figure 6. Carte géographique de la région d’Elhamraya montrant la station de Récolte (Web).
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1.2 Préparation des extraits bruts

L’extraction des principes actifs est effectuée par la macération, qui est une opération consiste
a laisser la poudre du matériel végétal en contact prolongé avec un solvant pour extraire les
principes actifs, est une extraction qui se fait & température ambiante. Une quantité de 10g du
matériel végétal broyé est macérée dans 100ml de chaque solvant (eau distillée, éthanol
absolue) pendant 24h. Apres filtration, Les solutions de chaque extrait de la partie aérienne
(Fig. 7) ont été évaporées a sec sous pression réduite a l'aide d'un évaporateur rotatif (IKA®
RV10), relié a une pompe a vide Buchi VV-700, & 40°C. Les résidus secs peses sont stockes a
4°C dans l'obscurité jusqu’au moment de 1’analyse phytochimique (Metrouh-Amir et al.,
2015).

Les rendements de 1’extraction ont été calculés selon I’équation suivante :

Masse de la poudre aprés 'extraction

Rendement (%) = X 100

Masse de la poudre initiale

Partie aérienne du M.
pubescens
(Tige, feuille et fleur)

Evaporation du solvant par
ROTAVAPOR

| Conservation a 4°C l Récupération de
I"extrait sec

Figure 7. Protocole d’extraction des composés phénoliques de M. pubescens

1.3 Dosages colorimétriques des composes phénolique

1.3.1 Dosage des polyphénols totaux

La concentration des polyphénols totaux des extraits, a été déterminée selon la méthode
décrite par Slinkard et Singleton (1977). L’absorbance de 1'échantillon a été lue a 760nm
apres une incubation de 2h a température ambiante. La teneur en polyphénols totaux a été
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exprimée en milligrammes d'équivalents d'acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g

d'extrait) (Annexe 1).

1.3.2 Dosage des flavonoides totaux

La concentration des flavonoides totaux des extraits, a été determinée selon la méthode
décrite par Ak et al., (2020). L’absorbance de 1'échantillon a été lue a 415nm aprés 10 min a
température ambiante. La teneur en flavonoides totaux a été exprimee en milligrammes

d'équivalents de rutine par gramme d’extrait (mg ER/g d’extrait) (Annexe 2).

1.4 Identification des composés phytochimique par LC-MS/MS

L’identification des composés phytochimique de l'extrait éthanolique et aqueux de M.
pubescens a été effectuée par une chromatographie liquide a haute performance (HPLC)
couplée a un double spectromeétre de masse selon la méthode développée et validée par
Yilmaz (2020) en utilisant 53 standards phytochimiques comme références. L'UHPLC en
phase inversée était équipée d'un échantillonneur automatique (SIL-30AC), d'un four a
colonne (CTO-10ASvp), de pompes binaires (LC-30AD) et d'un dégazeur (DGU-20A3R).
Les conditions chromatographiques ont été optimisées afin d'obtenir une séparation optimale
pour 53 substances phytochimiques et de surmonter les effets de suppression. Par conséquent,
la séparation chromatographique a été effectuée sur une colonne analytique Agilent Poroshell
120 EC-C18 (150mmx2,1 mm, 2,7um) en phase inversée. La température de la colonne a été
réglée a 40°C. Le gradient d'élution était composé de I'éluant A (eau+ formiate d'ammonium
(5mM) + acide formique (0,1%)) et de I'éluant B (méthanol + formiate d'ammonium (5mM) +
acide formique (0,1%)). Le profil d'élution en gradient suivant a été utilisé : 20-100% B (0-25
min), 100% B (25-35 min), 20% B (35-45 min). En outre, le débit du solvant et le volume
d'injection ont été fixés a 0,5ml/min et 5ul, respectivement. La détection par spectrométrie de
masse a été réalisée a l'aide d'un double spectrometre de masse Shimadzu LCMS-8040 équipé
d'une source d'ionisation par électrospray (ESI) fonctionnant en modes d'ionisation négative et
positive. Les données LC-ESI-MS/MS ont été acquises et traitées par le logiciel Lab Solutions
(Shimadzu). La méthode multiple réaction monitoring (MRM) a été utilisée pour la
quantification des substances phytochimiques. La méthode MRM a été optimisée pour
détecter et quantifier sélectivement les composés phytochimiques sur la base du criblage de

transitions ioniques précurseurs phytochimiques-fragment spécifiées.
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1.5 Evaluation de ’activités antioxydante

15.1 Meéthode de DPPH (2,2’-diphényl-1-picrylhydrazyl)

1ml de la solution de I'échantillon (Img/ml) a été ajouté a 4ml d'une solution de 2.2-diphényl-
1-picryl-hydrazyl (DPPH) (0,004%) dans le méthanol. L'absorbance de I'échantillon a été lue
a 517nm apres une incubation de 30 min a température ambiante dans I'obscurité. L'activité de
piégeage des radicaux DPPH a été exprimée en millimoles d'équivalents trolox par gramme
d’extrait (mg ET/g d'extrait) (Mahomoodally et al., 2021).

1.5.2 Méthode ABTS*

L'ABTS+ a ¢été produit en faisant réagir une solution d'acide 2,2'-azino-bis (3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS) (7mM) avec du persulfate de potassium
(2,45mM). Le mélange a été laissé reposer pendant 12 a 16 heures dans I'obscurité a
température ambiante. Avant de commencer I'essai, la solution d'ABTS a été diluée avec du
méthanol jusqu'a obtenir une absorbance de 0,700+0,02 a 734nm. Ensuite, 1ml de la solution
de I'échantillon (Img/ml) a été ajouté a 2ml de la solution d'ABTS et mélangé. L'absorbance
de I'échantillon a été mesurée a 734nm apres une incubation de 30 min a température
ambiante. L'activité de piégeage du radical ABTS a été exprimée en millimoles d'équivalents
Trolox par gramme d'extrait (mmol ET/g d'extrait). (AL-Hmadi et al., 2023).

1.5.3 Meéthode du pouvoir réducteur (FRAP)

0,1ml de la solution de I'echantillon (1mg/ml) a été ajouté a 2ml du réactif FRAP, qui contient
un tampon acétate (0,3M, pH 3,6), du 2,4,6-tris(2-pyridyl) -S-triazine (10mM) dans HCI
(40mM) et du chlorure ferriqgue (20mM) dans un rapport de 10:1:1 (v/v/v). L'absorbance de
I'échantillon a ensuite été mesurée a 593nm aprés une incubation de 30 min a température
ambiante. L'activité FRAP a été exprimée en milligrammes d'équivalents Trolox par gramme
d'extrait (mg ET/g d'extrait) (Ak et al., 2020).

1.5.4 Meéthode de CUPRAC

0,5ml de la solution de I'¢chantillon (Img/ml) a été ajouté au mélange réactionnel contenant
Iml du CuCl; (10mM), 1ml de la néocuproine (7,5mM) et 1ml du tampon acetate
d’ammonium (1M, pH 7,0). De méme, un blanc a été preparé en ajoutant 0,5ml de la solution
de I'échantillon au 3ml du mélange réactionnel sans CuCl,. Ensuite, les absorbances de
I'échantillon et du blanc ont été lues a 450nm aprés une incubation de 30minutes a

température ambiante. L'absorbance du blanc a été soustraite de celle de I'échantillon.
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L'activitt CUPRAC a été exprimée en milligrammes d'équivalents trolox par gramme
d’extrait (mg ET/g d'extrait) (Ak et al., 2020).

15,5 Capacité antioxydante totale (CAT)

0,3ml de la solution de I'échantillon (Img/ml) a été combiné avec 3ml du mélange réactionnel
contenant de l'acide sulfurique (0,6M), du phosphate de sodium (28mM) et du molybdate
d'ammonium (4mM). L'absorbance de I'échantillon a été mesurée a 695nm apres une
incubation de 90minutes a 95°C. La capacité antioxydante totale a été exprimée en millimoles

d'équivalents trolox par gramme d’extrait (mmol TE/g d'extrait) (Uysal et al., 2017).

1.5.6 Activité de chélation des métaux (ACM)

2ml de la solution de I'échantillon (1mg/ml) a été ajouté a 0,05ml de FeCl, (2mM). La
réaction a été initiee par l'ajout de 0,2ml de ferrozine (5mM). Un blanc a également été
préparé en ajoutant 2ml de la solution de I'échantillon & 0,05ml de FeCl, (2mM) et 0,2ml
d'eau sans ferrozine. Ensuite, les absorbances de I'échantillon et du blanc ont été mesurées a
562nm apres 10minutes d'incubation a température ambiante. L'absorbance du blanc a été
soustraite de celle de I'échantillon. L'activité chélatrice des métaux a été exprimée en
milligrammes d'équivalents EDTA par gramme d’extrait (mg EEDTA/g d'extrait) (Mocan et
al., 2015).

1.6 Evaluation des activités biologiques in vitro

1.6.1 Activité inhibitrice des cholinestérases

50ul de la solution de I'échantillon (1mg/ml) a été mélangée avec 125ul du DTNB (acide 5,5-
dithio-bis 2-nitrobenzoique), et 25ul d’une solution d'acétylcholinestérase (AChE) ou
butyrylthiocholine estérase (BChE) dans un tampon Tris-HCI (pH 8,0) dans une microplaque
a 96 puits et incubée pendant 15min a 25°C. La réaction a été ensuite initiée par l'ajout de
25ul d'iodure d'acétylthiocholine ou de chlorure de butyrylthiocholine. De méme, un blanc a
été préparé en ajoutant la solution d'échantillon a tous les réactifs de réaction sans solution
d'enzyme (AChE ou BChE). Les absorbances de I'échantillon et du blanc ont été lues a 405nm
aprés 10min d'incubation a 25°C. L'absorbance du blanc a été soustraite de celle de
I'échantillon et l'activité inhibitrice des cholinestérases a été exprimée en équivalents

galanthamine par gramme d’extrait (mg EGALA/g d'extrait) (Zengin et al., 2014).

Page 22



Partie expérimentale Chapitre III. Matériel et méthodes

1.6.2 Activité inhibitrice de la tyrosinase

25ul de la solution de I'échantillon (Img/ml) a été mélangée a 40ul de tyrosinase et au 100ul
du tampon phosphate (pH 6,8) dans une microplaque a 96 puits et incubée pendant 15min a
25°C. La réaction a été ensuite initiée par l'ajout de 40ul de L-DOPA. De méme, un blanc a
été préparé en ajoutant la solution d'échantillon a tous les réactifs de réaction sans solution
d'enzyme (tyrosinase). Les absorbances de I'échantillon et du blanc ont été lues a 492nm apres
une incubation de 10min a 25°C. L'absorbance du blanc a été soustraite de celle de
I'échantillon et I'activité inhibitrice de la tyrosinase a été exprimée en équivalents d'acide
kojique par gramme d’extrait (mg EAK/g d'extrait) (Zengin et al., 2014).

1.6.3 Activité inhibitrice de I'a-amylase

25ul de la solution de I'échantillon (Img/ml) a été mélangé a 50ul d'a-amylase dans un
tampon phosphate (pH 6,9 avec 6mM de NaCl) dans une microplaque a 96 puits, puis incubé
pendant 10minutes a 37°C. Apres la préincubation, la réaction a été initiée par I'ajout de 50ul
d'amidon (0,05%). Un blanc a été préparé en ajoutant la solution de I'échantillon a tous les
réactifs de réaction, a I'exception de la solution d'enzyme. Le mélange réactionnel a été incubé
pendant 10minutes a 37°C. La réaction a ensuite été arrétée par I'ajout de 25ul de HCI (1M).
100pl de la solution d'iode et d'iodure de potassium a ensuite été ajouté. Les absorbances de
I'échantillon et du blanc ont été mesurées & 630nm. L'absorbance du blanc a été soustraite de
celle de 1'échantillon et l'activité inhibitrice de l'a-amylase a été exprimee en équivalents
d'acarbose (mmol EAC/g d'extrait) (Lobine et al., 2021).

1.6.4 Activité inhibitrice de 1'a-glucosidase

50l de la solution de I'échantillon (1mg/ml) a été mélangée avec 50ul du glutathion, 50ul
d'a-glucosidase (de Saccharomyces cerevisiae, EC 3.2.1.20, Sigma) dans un tampon
phosphate (pH 6.8) et 50ul du 4-N-trophényl-a-D-glucopyranoside dans une microplaque a 96
puits et incubée pendant 15min a 37°C. De méme, un blanc a été préparé en ajoutant la
solution d'échantillon a tous les réactifs de réaction sans solution d'enzyme (a-glucosidase).
La réaction a ensuite été arrétée par I'ajout de 50ul de carbonate de sodium (0,2M). Les
absorbances de I'échantillon et du blanc ont été lues a 400nm. L'absorbance du blanc a été
soustraite de celle de I'échantillon et 'activité inhibitrice de 1'a-glucosidase a été exprimée en

équivalents d'acarbose (mmol EAC/g d'extrait) (Lobine et al., 2021).
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2. Etude biologique

2.1 Animaux et conditions d’élevage

Vingt-quatre rats males de la souche Wistar pesant entre 120 et 150g ont été utilisés dans cette
étude. Les animaux ont été obtenus aupres de I'Institut Pasteur (Alger, Algérie). Ces rats ont
¢été soumis a une période d’adaptation d’un mois environ, aux conditions de 1’animalerie ; a

une température de 25°C + 2° et une photopériode naturelle.

2.2 Traitement des rats

2.2.1 Protocole expérimental

Apres un mois d’adaptation, les rats ont été répartis en quatre groupes de six chacun.

Groupe 1 (Témoin) : Rats ayant recu une nourriture normale : concentré équilibré

énergétiquement provenant de 1’Office national des aliments du bétail (ONAB).

Groupe 2 (HFD) : Rats ayant recu un régime riche en graisses (régime standard complété par
30% de graisse de mouton). La durée de traitement et la composition du regime ont été

choisies selon la littérature (Affane et al., 2016).

Groupe 3 (MP) : Rats ayant recu un régime standard enrichi en poudre de M. pubescens
(5%). La dose a été choisie selon la littérature (Ben Moussa et al., 2020).
Groupe 4 (HFD+MP) : Rats ayant recu un régime riche en graisses enrichi en poudre de M.

pubescens (5%). Le traitement de tous les groupes a duré 16 semaines consécutives

Le poids corporel a été enregistré chaque semaine et I'lMC, La circonférence thoracique et la
circonférence abdominale ont été calculées a I'aide de la formule décrite par Novelli et al.,
(2007) :

IMC = poids corporel (g) / longueur (cm?)

La circonférence abdominale : est déterminée a I’aide d’un ruban a mesurer autour de taille

(entre la derniere des cOtes et le dessus).

La circonférence thoracique : est mesurée a 1’aide d’un ruban a mesurer autour de la cage

thoracique (en dessous de pattes antérieures)

Le poids corporel et la longueur utilisés pour calculer I'lMC ont été enregistrés a la fin de
I'expérience. Les mesures de l'apport alimentaire et hydriqgue ont été enregistrées

quotidiennement.
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2.2.2 Sacrifice des rats et prélevement des échantillons
A la fin de l'expérience (16 semaines), aprés 16h de jeun les rats ont été sacrifiés par

décapitation sans anesthésie pour éviter le stress des animaux (Fig. 8).

2.2.3 Récupération du sang
Le sang a été prélevé dans des tubes sec et centrifugés a 3000xg pendant 15minutes. Pour

séparer le sérum qui a été conservé a -20°C pour les analyses biochimiques.

2.2.4 Prélevement des organes et préparation des homogénats de tissus

Le foie, les reins, le cceur et le tissu adipeux épididymaire ont été prélevés avec soin, pesés, et
1 g de ces tissus a été homogénéisé dans 2 ml de tampon Tris (1:2 p/v ; 1 g de tissu avec 2 ml
de TBS : 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,4), puis centrifugé a 9000 x g a 4 °C pendant 15
min. Le surnageant obtenu a été conservé dans un congélateur a -20 °C pour l'analyse des
parametres du stress oxydatif et du TNF-a hépatique. Une partie du foie, des reins, et du tissu

adipeux epididymaire a été fixée dans du formol afin de réaliser des coupes histologiques.
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Figure 8. Schéma récapitulatif du protocole expérimental.

Page 26



Partie expérimentale Chapitre III. Matériel et méthodes

2.3 Dosages biochimiques
Les taux plasmatiques de triglycérides, de cholestérol total, de glucose, bilirubine directe,
bilirubine totale et les activités de I'alanine aminotransférase, de l'aspartate aminotransférase,

de la phosphatase alcaline, de la créatinine et 1’acide urique ont été estimés a l'aide d'un

analyseur biochimique automatique (COBAS INTEGRA 400).

L’indice triglycérides-glucose (TyG) est un biomarqueur simple de dépistage
d’insulinorésistance (IR). Cette derniere a été déterminée a l'aide de l'indice TyG, qui est basé
sur I’évaluation du taux de glucose et de TG sériques a jeun, en utilisant la formule décrite par
Simental-Mendia et al., (2008) :

Indice TyG= Ln (triglycérides (mg/dl) x glycémie (mg/dl) /2).

2.4 Etude des parameétres du stress oxydatif

2.4.1 Dosage des protéines

La concentration des protéines tissulaire a été déterminée selon la méthode décrite par
Bradford (1976). L’absorbance de 1'échantillon a été lue a 595nm aprés une incubation de

5min a température ambiante (voir annexe 3 et 4).

2.4.2 Détermination du taux de peroxydation lipidique
La peroxydation lipidique a été estimée en mesurant le niveau du MDA dans le tissu selon la
méthode de Buege et Aust (1978). L’absorbance de I'échantillon a été lue a 530nm (voir

annexe 5).

2.4.3 Détermination du taux des produits d'oxydation avancée des protéines (AOPP)
Le niveau du produit protéique d'oxydation avancée a été déterminé selon la méthode de

Kayali et al., (2006). L’absorbance de 1'échantillon a été lue a 340nm (voir annexe 6).

2.4.4 Dosage du glutathion réduit (GSH)
Le dosage du glutathion réduit a été mesuré selon la méthode de Weckbecker et Cory
(1988). L’absorbance de 1'échantillon a été lue a 412nm aprés une incubation de 5min a

température ambiante (voir annexe 7).

2.4.5 Détermination de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GSH-PX)
L’activité enzymatique de la GSH-Px a été estimée selon la méthode de Flohé et Ginzler
(1984). L’absorbance de 1'échantillon a été lue a 412nm aprés une incubation de 5min a

température ambiante (voir annexe 8).

Page 27



Partie expérimentale Chapitre III. Matériel et méthodes

2.4.6 Détermination de I’activité enzymatique de la glutathion-S-transférase (GST)
L’activité enzymatique de la GST a été estimée selon la méthode de Habig et al., (1974).
L'absorbance de I'échantillon a été enregistrée a 340nm chaque minute pendant 5minutes (voir

annexe 9).

2.4.7 Détermination de ’activité enzymatique de la superoxyde dismutase (SOD)
L’activité enzymatique de la SOD a ¢été estimee selon la méthode de Beyer Jr et Fridovich

(1987). L’absorbance de I'échantillon a été mesurée a 560nm (voir annexe 10).

2.4.8 Détermination de I’activité enzymatique de la catalase
L’activit¢ enzymatique de la catalase été estimé selon la méthode de Aebi (1984).
L'absorbance de I'échantillon a été enregistrée a 240nm chaque 15seconde pendant 1minute

(voir annexe 11).

2.4.9 Dosage du facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a)
Le taux du facteur de nécrose tumorale-alpha (TNF-a) a été mesuré conformément au
protocole du fabricant a l'aide de kits ELISA pour rats (Cat. No 186640000 ; BMS622 ;

Invitrogen) (voir annexe 12 et 13).

2.5 Examen histologique

Apres sacrifice des animaux et prélevement du sang, quelques organes : foie, rein et Tissu
adipeux épididymaire ont été prélevés. La fixation des organes prélevés se fait dans une
solution du formol a 10%. Puis, les morceaux d’organes sont mis dans des cassettes et placés
dans un automate afin d’assurer la déshydratation par des bains d’alcool éthylique 70°, 90° et
100°C suivies par des bains de toluene pour une bonne imprégnation des organes dans de la
paraffine. Une étape d’inclusion des fragments dans la paraffine a été effectuée. Par la suite,
des coupes seriées étaient réalisées a une épaisseur de 5um. Le colorant utilise est
I’hématoxyline-éosine (Hould, 1984). Les lames ont été examinées au microscope optique.
Elles sont ensuite observées au microscope optique (Leica DM 1000LED) puis

photographiées a l'aide d'un appareil photo monté sur le microscope.

2.6 Analyse statistique

Toutes les données ont été exprimées en tant que moyennes + erreur standard de la moyenne
(SEM) des 3 répétitions pour la partie in vitro et six rats dans chaque groupe pour la partie in
vivo. La comparaison statistique dans tous les groupes a été effectuée avec une analyse de la

variance (ANOVA) suivie d'un test post hoc de Tukey avec le logiciel Graph Pad Prisme 8
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(Graph Pad Software, San Diego, CA, USA). p<0,05 a été considéré comme statistiquement

significatif.
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V.1 Résultats

1. Etude phytochimique et évaluation des activités antioxydante et biologique in vitro
de M. pubescens

1.1 Dosage des composes phénoliques

Le rendement d'extraction et la teneur en polyphénols et en flavonoides totaux des extraits
aqueux et éthanoliques de M. pubescens sont présentés dans le tableau 2. En effet, I'extrait
aqueux présente le meilleur rendement d'extraction (17,54%) par rapport a [l'extrait
éthanolique (7,37%). Les résultats de la teneur en polyphénols et en flavonoides totaux sont
exprimés en milligrammes équivalents d'acide gallique et de rutine par gramme d'extrait sec
de plante, respectivement. L’extrait éthanolique présente une richesse en composés
phytochimiques par rapport a I'extrait aqueux en termes de polyphénols totaux (17,67+0,29 ;
12,01+0,20mg EAG/g pour l'extrait éthanolique et aqueux respectivement) et de flavonoides
totaux (21,79+0,02 ; 0,16+0,04mg ER/g pour I'extrait éthanolique et aqueux respectivement).

Tableau 2. Rendement d’extraction et teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux de
I'EEMP et TEAMP

. Teneur en polyphénols Teneur en flavonoides
Extraits Rendement (mg EAG/g ES) (mg ER/g ES)
EEMP 7.37% 17,67+0,29 21,79+0,02
EAMP 17.54 % 12,01+0,20 0,16+0,04

1.2 Activité antioxydante in-vitro

Le pouvoir antioxydant de '’EEMP et de ’EAMP a été effectué par six méthodes DPPH,
ABTS, FRAP, CUPRAC, activité de chélation des métaux et la capacité antioxydante totale
(Tableau 3). Les deux extraits présentent une activité anti radicalaire importante estimée par
les tests DPPH et ABTS. On observe que ’EAMP présente une activité anti radicalaire
supérieur a celle de ’EEMP (DPPH : 21+0,77 ; 14,19+0,70mg ET/g et ABTS : 76,15+1,10 ;
64,88+1,41mg ET/g, respectivement). En outre, les tests CUPRAC et FRAP ont été utilisés
pour évaluer la capacité des extraits a fonctionner comme agents réducteurs. On remarque que
I’EEMP présente un pouvoir réducteur plus important que 'EAMP (FRAP : 21+0,77;
14,19+0,70mg ET/g et CUPRAC : 76,15+1,10 ; 64,88+1,41mg ET/g, respectivement). Aussi,
I’EEMP présent une capacité antioxydante totale (1,82+0,02mmol ET/g) supérieur par rapport
a celle de L’EAMP (0,6+0,01mmol ET/qg).
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Concernant I’activité de chélation des métaux, on note que 'EAMP présente une activité

(24,88+0,28mg EEDTA/g) supérieur a ce de L’EEMP (18,44+0,27mg EEDTA/Q).

Tableau 3. Activité antioxydante des extraits de M. pubescens.

CUPRAC CAT ACM (m
DPPH(mg ABTS(mg FRAP(mg (MET/g (mmol EEDTEA/g
ET/gES) ET/QES)  ET/gES) ES) ET/g ES) ES)

EEMP 14,19+0,70 64,88+1,41 44,78+0,12 7437+1,01 1,82+002 18,44+027
EAMP 21+0,77  76,15+1,10 3523+0,60 42,08+0,23  0,6+0,01  24,88+0,28

1.3 Activités biologiques in vitro
Les résultats de I’évaluation in vitro des activités inhibitrices des cholinestérases,

antidiabétique et anti tyrosinase des extraits de M. pubescens sont présentés dans le tableau 4.

L’activité inhibitrices des cholinestérases a été évaluée par la capacité des extraits de M.
pubescens d’inhiber les activités de I’AChE et de la BChE. On observe que I’EEMP présente
I'activite d'inhibition la plus élevé pour I’AChE et la BChE (2,5+0,30; 2,85+0,34mg
EGALA/g, respectivement) par rapport a 'EAMP (0,03+0,01 ; 2,14+0,17mg EGALA/g,

respectivement).

En outre, I’activité antidiabétique a été évaluée par la capacité d’inhiber a-Amylase et a-
Glucosidase. On remarque que I’EEMP est active contre 1’a-Amylase et 1’a-Glucosidase avec
une activité inhibitrice puissante (0,38+0,005 ; 2,09+0,1mg EACA/g, respectivement). Tandis
que ’EAMP présente une faible activité inhibitrice contre 1’a-Amylase (0,04+0,001mg

EACA/g) et aucune activité sur I’a-Glucosidase.

Concernant I’évaluation in vitro des activités anti tyrosinase des extraits de M. pubescens. On
observe que I’EEMP présente une activité inhibitrice de la tyrosinase (41,99+1,74mg EAK/Q)
supérieur a celle enregistrée par ’TEAMP (31,66+0,50mg EAK/Q).

Tableau 4. Activités biologiques in vitro des extraits de M. pubescens.

Tyrosinase a-Amylase a-Glucosidase

AChE BChE (mg (mmol EACA/g
(mg EAK /g (mmol
(mg EGALA/g ES) EGALA/gES) ES) EACA/g ES) ES)
EEMP 2,510,30 2,85+0,34 41,99+1,74 0.38+0,005 2,0940,1
AEMP 0,03+0,01 2,14+0,17 31,66+0,50 0,04+0,001 N. A

N.A. : Non active
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1.4 Identifications qualitative et quantitative des composés phénoliques de PEEMP et
I’EAMP par LC-MS/MS

Vue les intéressante activités antioxydantes, anticholinestérases, antidiabétique et anti-
tyrosinase décelées au niveau des fractions aqueuse et éthanolique de la partie aérienne du M.,
pubescens, cette derniére a fait I’objet d’une analyse qualitative et quantitative par LC-
MS/MS en utilisant 53 composés phytochimiques comme standards afin d'identifier leur

composition chimique.

Nos résultats ont montré que les extraits étaient riches en acides phénoliques bioactifs,
flavonoides et leurs dérivés. Trente (30) et dix-sept (17) composés phytochimiques ont été
identifiés dans I'EEMP et I'AEMP respectivement (Fig. 8), et le Tableau 5 montre la
concentration de chaque composé identifié. Les principaux composés détectés dans I'EEMP
étaient lutéoline 7-O-glucoside (11,623mg/g), la cosmosiin (5,214mg/g), l'apigénine
(3,336mg/g), l'acide quinique (2,659mg/g), la lutéoline (2,467mg/g), l'acide férulique
(2,444mg/g), l'acide protocatéchique (0,669mg/g), l'acacétine (0,562mg/g), I'acide
chlorogénique (0,504mg/qg), I'acide p-coumarique (0,264mg/g), lI'acide caféique (0,262mg/qg),
I'acide 4-oh benzoique (0,24mg/g), l'isoquercitrine (0,2mg/g), l'astragaline (0,162mg/g),
I'acide gallique (0,132mg/g) ainsi que la vanilline, la quercétine, I'acide rosmarinique, l'acide
o-coumarique, l'aldéhyde protocatéchique, la coumarine, la rutine, la kaempférol, la
naringenine, la nicotiflorine, I'acide salicylique, I'nespéridine, l'acide tannique, la chrysine et
la génistéine ont été détectés avec une concentration plus faible. Quinze composés identifiés
dans I'EEMP ont été détectés dans I'EAMP, mais les concentrations étaient différentes, et seul
I'acide quinique (20,849mg/g) a été détecté a des concentrations élevées. De plus, l'acide
aconitique (0,584mg/g) et l'acide fumarique (0,437mg/g) ont été détectés uniquement dans
I'EAMP.

En revanche, l'acide p-coumarique, l'acide caféique, l'isoquercitrine, l'astragaline, la
quercétine, I'acide rosmarinique, I'acide o-coumarique, la coumarine, la rutine, le kaempférol,
la naringénine, la nicotiflorine, I'nespéridine, I'acide tannique et la génistéine trouvés dans
I'EEMP n'ont pas pu étre identifiés dans 'EAMP.
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Tableau 5. Composeés phénoliques identifiés par LC-MS/MS de ’EEMP et de ’EAMP

No

N

© 00 N o O b~ W

11
12

13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

25

26
27
28

Analytes

Acid Quinique
Acid Fumarique

Acid Aconitique
Acid Gallique

Epigallocatechin
acid
Protocatechuique
Catechin
acid Gentisique
Acid Chlorogénique

aldehyde
Protocatechuique

Acid Tannique
Epigallocatechin
gallate
acid 1,5-
dicaffeoylquinique
acid 4-OH Benzoic
Epicatechin
Acid Vanillique
Acid Caféique
Acid Syringique
Vanilline
Syringic aldehyde
Daidzin
Epicatechin gallate
Piceid
acid p-Coumarique
acid Ferulique -D3-
st
Acid Férulique
Acid Sinapique
Coumarine

TR®

3
39
4
44
6,7
6,8
74
83
8,4
8,5
9,2
9,4
9.8
105
11,6
11,8
121
12,6
139
14,6
15,2
155
17,2
178
188
188
189
209

M.1.
(m/z)°®

190,8
1152
1728
168,8
304,8
152,8
288,8
152,8
353

137,2
182,8
457

515
137,2
289
166,8
179
196,8
153,1
181
2171
441
391
163

196,2

192,8
2228
146,9

F.l. (m/z)°

93
40,9
129
79
219
108
203,1
109
85
92
78
3051

191
65
203
108
134
166,9
125
1511
199
289
135/106,9
93

152,1

149
193
103,1

EEMP
(mg/g)

2,659
N.D.
N.D.
0,132
N.D.
0,669
N.D.
N.D.
0,504
0,051
0,017
N.D.

N.D.
0,24
N.D.
N.D.

0,262
N.D.

0,099
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.

0,264
N.D.

2,444
N.D.

0,045

EAMP
(mg/g)

20,849
0,437
0,584
0,385
N.D.
0,865
N.D.
N.D.
0,012
0,029
N.D.
N.D.

N.D.
0,194
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
0,105
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.

N.D.

1,563
N.D.
N.D.

No

29
30
31
32
33
34
35
36
37

38
39
40

41

42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

53

54
55
56

Analytes

Acid Salicylique
luteolin 7-O-
glucoside

Miquelianin
Rutin-D3-SI"
Rutine
Iso-quercitrin
Hespéridine
Acid o-Coumarique

Genistin
Acid Rosmarinique
Acid Ellagiques

Cosmosiin

Quercitrin
Astragalin
Nicotiflorin
Fisétine
Daidzein
Quercetin-D3-1S"
Quercétine
Naringenin
Hesperetin
Luteolin
Genistein
Kaempferol
Apigenin
Amentoflavone
Chrysine
Acacétine

RT®

218
23,7
24,1
255
25,6
25,6
258
26,1
26,3
26,6
27,6
28,2
29,8
30,4
30,6
30,6
34
356
35,7
359
36,7
36,7
36,9
37,9
38,2
39,7
40,5
40,7

M.1.
(m/z)°

137,2
447
477

612,2

608,9
463

611,2

162,8
431
359
301
431

447

447
592,9
285
253
304
301
270,9
301
284,8
269
285

268,8
537

252,8
283

F.l. (m/z)°

65
284
150,9
304,1
301
271

449
93
239

197
284
269

301

255
255,0/284,0
163
223
2759
2729
119
136,0/286,0
151,0/175,0
135
239

151,0/149,0

417
145,0/119,0
239

EEMP
(mg/g)

0,024
11,623
N.D.
N.A.
0,037
0,2
0,018
0,061
N.D.
0,089
N.D.
5,214
N.D.
0,162
0,026
N.D.
N.D.
N.A.
0,093
0,027
N.D.
2,467
0,013
0,028
3,336
N.D.
0,015
0,562

EAMP
(mg/g)

0,024
0,018
N.D.
N.A.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
0,027
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
0,027
N.D.
N.D.
0,179
N.D.
0,012
0,024

T.R2: Temp de retention, 1.MP (m/z) : lons moléculaire des analytes standards (m/z rapport), IF¢ (m/z) :
lons de fragment, SI": Standard interne, N.A.: Non applicable, N.D.: Non détecté, EAMP : extrait

aqueux de M. pubescens, EEMP : extrait éthanolique de M. pubescens.
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Figure 9. Chromatogrammes des standards phytochimiques et des extraits de M. pubescens
identifiés par LC-MS/MS : (A) chromatogramme des standards phytochimiques, (B)
chromatogramme de I'extrait aqueux et (C) chromatogramme de I'extrait éthanolique de M.
pubescens.
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2. Impact du régime hyper gras sur la variation des paramétres physiologiques,
biochimiques, stress oxydatif et histologique : Effets protecteurs de la
supplémentation en M. pubescens

2.1 Etude pondérale

2.1.1 Variation du poids corporel

Durant les 16 semaines d’expérimentation, les rats ont été pesés chaque semaine pour suivre
I’évolution du poids corporel dans chaque groupe (tableau 6). Nos résultats montrent une
augmentation trés hautement significative (p<0,001) du poids dans le groupe HFD par rapport
au groupe témoin. Le traitement préventif des rats avec M. pubescens du HFD+MP a entrainé
une diminution hautement significative (p<0,01) par rapport au groupe HFD.

Aucune différence significative du poids corporel n’a été observée chez les rats traités

uniquement avec M. pubescens par rapport aux valeurs des rats de groupe témoin.

2.1.2 Variation de ’'IMC, Circonférence thoracique et abdominale

L’IMC et la circonférence thoracique et abdominale des rats de chaque groupe ont été
mesurés a la fin d’expérimentation (tableau 6). Nos résultats montrent que le régime HFD a
induit une augmentation tres hautement significative (p<0,001) de I’'IMC, Circonférence
thoracique et abdominale dans le groupe HFD par rapport au groupe témoin. Par contre, la
supplémentation de M. pubescens chez les rats du groupe HFD+MP a provoqué une
diminution hautement significative (p<0,01) de ces paramétres par rapport au groupe HFD.

Tableau 6. Variation du poids corporel, circonférence thoracique, abdominal et de I'IMC
chez les rats témoins et rats traités.

Parameétres et Traitement Groupes expérimentaux

Témoin HFD MP HFD+MP
Poids initial (g) 138,6+9,12 13446,71 148,8+3,17 145,8+4,45
Poids finale (g) 301,3+7,56 458425, 7*** 298,5+10,2  359,8+21,15%
IMC (cm/kg?) 0,633+0,02 0,794+0,02*** 0.643+0,01  0.665+0,01%

Circonférence thoracique (cm) 14,92+0,68 18+0,41*** 15,25+0,17 15,33+0,3%
Circonférence abdominale cm)  16,8+0,73 20,00+0,1*** 18,00+0,18 17,64+0,26"

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne = SEM (n = 6 rats) ;
(***p<0,001) : vs groupe Témoin ;
(**p<0,01) : vs groupe HFD.
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2.2 Effet du traitement sur la consommation quotidienne d’eau de boisson et d’aliment
La variation de la consommation quotidienne d’eau de boisson et d’alimentent durant les 16
semaines d’expérimentation est représenté dans le tableau 7. En effet, la consommation
d’aliment est identique dans les 4 groupes étudiés par contre on note une diminution tres
hautement significative (p<0,001) de 1’eau de boisson chez le groupe HFD et HFD+MP par
rapport au groupe témoin.

Tableau 7. Consommation quotidienne d’aliments et d’eau de boisson chez les rats témoins
et rats traités.

Paramétres et Groupes expérimentaux
Traitement Témoin HFD MP HFD+MP

Consommation
23,34+0,61 25,22+0,34 23,89+0,49 23,66+0,43
d’aliments (g/J/rat)
Consommation d’eau

(ml/J/rat)

33,69+1,05 21,18+0,92*** 33,57+1,51 20,39+0,37***

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne + SEM (n = 6 rats) ;
(***p<0,001) : vs groupe Témoin.

2.3 Poids absolu et relatif des organes

La variation du poids absolu et relatif dans le foie, reins, cceur et le TA est présentée dans le
tableau 8. En effet, on note une augmentation tres hautement significative (p<0,001) du poids
relatif du foie et TA dans groupe HFD par rapport au groupe témoin. Cependant, la
supplémentation de M. pubescens dans le groupe HFD+MP induit une diminution hautement
significative (p<0,01) par rapport au groupe HFD. Concernant le poids relatif des reins et
cceur. L’analyse des résultats obtenus montre une diminution trés hautement significative

(p<0,001) dans le groupe HFD par rapport au groupe témoin.

Par contre la supplémentation en M. pubescens, a provoqué chez les rats du groupe HFD+MP
une amelioration hautement significative (p<0,01) du poids relatif des reins et cceur par
rapport au groupe HFD. Tandis qu’on observe aucune différence du poids relatif des organes

étudiés entre le groupe témoin et le groupe MP.
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Tableau 8. Variation du poids absolu (PA) (g) et du poids relatif (PR) des organes étudiés
chez les rats témoins et rats traites.

R Groupes expérimentaux
Parametres et P P

Traitement Témoin HFD MP HFD+MP
PA du foie (g) 6,92+1,2 14,7840,02*** 7,28+0,08 9,2740,14 #=*
PR du fois (g/ 100 g p.c.) 2,3+0,4 3,048+0,11*** 2,44+0.03 2,58+0,04%#*
PA reins (g) 1,68+0,06 2,037+0,02*** 1,7+0,05 1,79+0,03 #
PR rein (g/ 100 g p.c.) 0,56 +0,02 0,42+0,006*** 0,57+0,02 0,50+0,01#
PA ceeur (g) 1,02+0,02 1,26+0,006*** 0,9540,02 1,11+0,02%
PR cceur (g/ 100 g p.c.) 0,34+0,008 0,26+0,006*** 0,320,009 0,31+0,006%
PA tissue adipeux (Q) 4,21+0,3 16,53+1,01*** 4,62+0,53 8,26+0,14%#**
PR tissue adipeux (g/ 100
0pe) 1,4+0,1 3,24+0,21%** 1,55+0,18 2,3+0,04%#**

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne + SEM (n = 6 rats) ;
(*p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001) : vs groupe Témoin ;
(*p<0,05 ; #p<0,01) : vs groupe HFD.

2.4 Etudes des parameétres biochimiques sanguines
Le tableau 9 présente quelques parametres biochimiques des rats témoins et HFD aprés 16

semaines de traitement.

2.4.1 Bilan hépatique

2.4.1.1 Aminotransférases

Dans nos conditions expérimentales, les rats traités par un régime HFD pendant 16 semaines,
présentent une élévation tres hautement significative (p<0,001) des taux sériques en ASAT et

en ALAT, respectivement de 158+5,58U/ml et 54,23+1,64U/ml par rapport aux témoins.

Le traitement des rats HFD par la poudre de la partie aérienne de M. pubescens (5%) permet
de diminuer de fagon trés hautement significative les dommages hépatiques. En effet, la
diminution de ces deux parametres ASAT et ALAT par rapport a ceux des rats traités par le
régime HFD est respectivement de 111,7+5,65U/ml et 38,62+1,32U/ml (Tableau 9).

2.4.1.2 Phosphatases alcalines
On a observé une augmentation hautement significative (p<0,01) du taux sérique du PAL

dans groupe HFD par rapport au groupe témoin.

Par contre supplémentation de M. pubescens dans le groupe HFD+MP induit une diminution

hautement significative (p<0,01) par rapport au groupe HFD (Tableau 9).
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2.4.1.3 Bilirubine

Nos résultats montrent une augmentation tres hautement significative (p<0,001) du taux
sérique en bilirubine direct et totale dans le groupe HFD par rapport au groupe témoin mais la
supplémentation de M. pubescens dans le groupe HFD+MP a induit une diminution
hautement significative (p<0,01) du taux sérique en bilirubine direct et totale par rapport au
groupe HFD (Tableau 9).

2.4.2 Bilan lipidique

Une augmentation trés hautement significative (p<0,001) a été observé du taux du TG
sérique dans le groupe HFD par rapport au groupe témoin. En revanche, on note un
rétablissement par une diminution hautement significative du TG sérique chez les rats
supplémentées par M. pubescens comparativement aux rats recevant le régime HFD. Aucune
différence significative n’est enregistrée concernant le taux du cholestérol sérique dans les

groupes traités comparativement au groupe témoin (Tableau 9).

2.4.3 Glycémie et insulino-résistance

On observe une augmentation tres hautement significative (p<0,001) de la glycémie a jeun et
de I'IR estimée par 'indice TyG dans le groupe HFD par rapport au groupe témoin.
Cependant, on observe une diminution hautement significative (p<0,01) de la glycémie a jeun
et une diminution trés hautement significative (p<0,001) de I’IR dans le groupe HFD+MP par

rapport au groupe HFD (Tableau 9).

2.4.4 Bilan renal

Nos résultats indiquent une augmentation tres hautement significative (p<0,01) des taux
sériques de créatinine et de 1’acide urique dans le groupe HFD par rapport au groupe témoin.
Tandis que chez les rats supplémentés par M. pubescens, on enregistre une amélioration
significative (p<0,05) et hautement significative (p<0,01) des taux sériques de créatinine et de

I’acide urique respectivement comparativement aux rats du groupe HFD (Tableau 9).
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Tableau 9. Variation des paramétres biochimiques sérique chez les rats témoins et rats traites.

Paramétres et Groupes expérimentaux
Traitement Témoin HFD MP HFD+MP
AST (U/l) 100,3+3,85 158+5,58*** 102,6+4,95 111,7+5,65%#
ALT (U) 34,75+1,49 54,23+1,64*** 33+1,47 38,62+1,32%##
PAL (U/l) 161,749,82 230,4+14,13** 155,8+4,07 161,2+11,42%
BD (mg/l) 0,44+0,06 0,93+0,05*** 0,46+0,06 0,48+0,08%
BT (mg/l) 0,86+0,13 1,98+0,06*** 0,92+0,07 1,07+0,1%
CH-T (g/l) 0,71+0,05 0,78+0,02 0,74+0,01 0,7540,04
TG (g/1) 0,9240,08 1,82+0,10*** 0,97+0,02 0,92+0,05%#
Glucose (g/l) 0,95+0,04 1,45+0,03*** 0,97+0,02 1,28+0,03#
Indice TyG 8,37+0,11 9,49+0,03*** 8,46+0,03 8,66+0,07##
Créatinine (mg/l) 3,66 £0,04 4,2+0,03** 3,68+0,08 3,75+0,12%
Acide urique (mg/dl)  17,90+1,34 32,75+3,68** 13,84+1,72 15,82+1,10%

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne + SEM (n = 6 rats) ;
(**p<0,01 ; ***p<0,001) : vs groupe Témoin ;
(*p<0,05 ; #p<0,01 ; ##p<0,001) : vs groupe HFD.

2.5 Etude des paramétres du stress oxydatif

2.5.1 Malondialdéhyde

La variation du taux du MDA dans le foie, reins, cceur et TA est représentée dans le tableau
10. En effet, on observe une augmentation trés hautement significative (p<0,001) du taux du
MDA au niveau du foie, rein et TA et hautement significative (p<0,01) au niveau du cceur
dans le groupe HFD par rapport au groupe témoin. Par contre, apres la supplémentation de M.
pubescens on observe une amélioration par diminution significative du taux du MDA au
niveau du foie, du cceur, des reins et de TA chez les rats HFD+MP par rapport aux rats du
groupe HFD.

Tableau 10. Variation du taux du MDA (umol/mg de protéine) dans le foie, les reins, le ceeur
et le TA chez les rats témoins et rats traités.

Parameétres et Groupes expérimentaux
Traitement Témoin HFD MP HFD+MP
Foie 1,02+0,09 1,76+0,08*** 0,79+0,13 1,22+0,06%
Rein 1,65+0,06 2,67+0,08*** 1,71+0,09 1,91+0,08%
Ceeur 2,1940,14 3,083+0,07** 2,161+0,12 2,362+0,15%
TA 3,11+0,16 7,2010,44*** 3,084+0,45 4,165+0,23%

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne £ SEM (n = 6 rats) ;
(**p<0,01 ; ***p<0,001) : vs groupe Témoin ;
(*p<0,05 ; #p<0,01) : vs groupe HFD.
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2.5.2 Taux des produits d'oxydation avancée des protéines

La consommation du régime HFD pendant 16 semaines a provoqué une augmentation tres
hautement significative (p<0,001) du teneur cellulaire en AOPP au niveau du foie, reins et
ceeur dans le groupe HFD par rapport au groupe témoin. Par ailleurs, la supplémentation de
M. pubescens dans le groupe HFD+MP provoque une diminution hautement significative du
taux des produits d'oxydation avancée des protéines (p<0,01) par rapport au groupe HFD
(tableau 11).

Tableau 11. Variation du taux d’AOPP (nmol/mg de protéine) dans le foie, les reins et le
cceur chez les rats témoins et rats traités.

Parametre et traitement Groupes expérimentaux
Témoin HFD MP HFD+MP
Foie 2,52+0,15 4,75+0,21*** 3,19+0,2 3,41+0,16*#
Rein 2,72+0,17 4,45+0,16*** 3,08+0,24 3,19+0,15%
Ceceur 0,74+0,04 1,77+0,04*** 0,64+0,06 1,09+0,03*##

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne £ SEM (n = 6 rats) ;
(*p<0,05 ; ***p<0,001) : vs groupe Témoin ;
(**p<0,01) : vs groupe HFD.

2.5.3 Glutathion réduit

Le taux du GSH hépatique, rénal, cardiaque et adipocytaire est présenté dans le tableau 12.
On observe une diminution trés hautement significative (p<0,001) au niveau du foie, rein et
TA et hautement significative (p<0,01) au niveau du cceur dans le groupe HFD par rapport au
groupe témoin. Cette diminution est améliorée d’une fagon hautement significative (p<0,01)
par la supplémentation de M. pubescens dans le groupe HFD+MP au niveau du foie, reins,
coeur et TA par rapport au groupe HFD.

Tableau 12. Variation du taux du GSH (nmol/mg de protéine) dans le foie, les reins, le coeur
et le TA chez les rats témoins et rats traités.

Parameétre et traitement Groupes expérimentaux
Témoin HFD MP HFD+MP
Foie 82,07+4,09 48,95+3,64*** 78,68+2,31 76,19+4,44%
Rein 62,40+2,88 40,70+£1,53***  51,26+1,51* 57,09+1,92*#
Ceeur 143,9+5,77 100,145,32** 12645,67 129,1+4,46%
TA 276+14,4 81,93+10,93*** 219+11,65*  195,9+9,03**#

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne £ SEM (n = 6 rats) ;
(*p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001) : vs au groupe Témoin ;
(*p<0,01) : vs groupe HFD.
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Partie expérimentale

2.5.4 Glutathion peroxydase

Chapitre VI. Résultats et Discussion

D’apreés les résultats obtenus (Fig. 10), on observe une diminution tres hautement significative

(p<0,001) de I’activité enzymatique de la GSH-Px dans le foie et le rein et une diminution

hautement significative (p<0,01) dans le cceur chez le groupe HFD par rapport au groupe

témoin. En revanche, on enregistre une augmentation hautement significative (p<0,01) de

I’activité de la GSH-Px dans les organes étudiés chez les rats du groupe HFD+MP par rapport

aux rats du groupe HFD seule.
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Figure 10. Variation de I’activité enzymatique de la GSH-Px (nmol de GSH/min/mg de
protéine) dans le foie (A), les reins (B) et le ceeur (C) chez les rats témoins et rats traités.

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne £ SEM (n = 6 rats) ;

(**p<0,01 ; ***p<0,001) : vs groupe Témoin ;
(*p<0,01) : vs groupe HFD.
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2.5.5 Glutathion S transférase

Nos résultats montrent une diminution tres hautement significative (p<0,001) de 1’activité
enzymatique de la GSH-Px dans le foie et le rein et une diminution significative (p<0,05)
dans le cceur du groupe HFD par rapport au groupe témoin. De plus, la supplémentation de M.
pubescens provoque une amélioration tres hautement significative (p<0,001) dans le rein,
hautement significative (p<0,01) dans le foie et significative (p<0,05) dans le cceur chez les

rats du groupe HFD+MP par rapport aux rats du groupe HFD seule (Fig. 11).
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Figure 11. Variation de I’activité enzymatique de la GST (nmol de CDNB/min/mg de
protéine) dans le foie (A), les reins (B) et le caeur (C) chez les rats témoins et rats traités.

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne + SEM (n = 6 rats) ;
(*p<0,05 ; ***p<0,001) : vs groupe Témoin ;
(*p<0,05 ; #p<0,01 ; ##p<0,001) : vs groupe HFD.
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2.5.6 Superoxyde dismutase

Les résultats présentés dans la figure 12 montrent une diminution trés hautement significative
(p<0,001) de I’activité enzymatique de la SOD au niveau du foie, rein, ceeur et le TA dans le
groupe HFD par rapport au groupe témoin. Cette diminution est améliorée d’une maniére
significative au niveau du foie, des reins, du cceur et du TA par la supplémentation en M.

pubescens chez les rats du groupe HFD+MP par rapport aux rats du groupe HFD seule.
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Figure 12. Variation de I’activité enzymatique de la SOD (U/min/mg de protéine) dans le foie
(A), les reins (B), le cceur (C) et le TA (D) chez les rats témoins et rats traités.

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne £ SEM (n = 6 rats) ;
(*p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001) : vs groupe Témoin ;
(*p<0,01 ; ¥ p<0,001) : vs groupe HFD.
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2.5.7 Catalase

La figure 13, montre que la consommation du régime HFD pendant 16 semaines HFD a induit
une diminution trés hautement significative (p<0,001) de I’activité catalasique au niveau du
foie, reins et TA et hautement significative (p<0,01) au niveau du et cceur dans le groupe HFD
par rapport au groupe témoin. Cependant, la supplémentation en M. pubescens a provoqué
une amélioration tres hautement significative (p<0,001) dans le rein, hautement significative
(p<0,01) dans le foie, cceur et TA dans le groupe HFD+MP par rapport au groupe HFD
(Fig.13).
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Figure 13. Variation de I’activité enzymatique de la catalase (umol H2O2/min/mg de
protéine) dans le foie (A), les reins (B), le cceur (C) et le TA (D) chez les rats témoins et rats
traités.

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne + SEM (n = 6 rats) ;
(**p<0,01 ; ***p<0,001) : vs groupe Témoin ;
(*p<0,01 ; ¥ p<0,001) : vs groupe HFD.
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2.6 Taux du TNF-a hépatique

La consommation du régime HFD a induit une augmentation trés hautement significative
(p<0,001) du taux du TNF-a hépatique dans le groupe HFD par rapport au groupe témoin.
Cependant, la supplémentation de M. pubescens provoque une amélioration hautement
significative (p<0,01) du taux du TNF-o hépatique dans le groupe HFD+MP par rapport au
groupe HFD (Fig. 14).
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Figure 14. Variation du taux du TNF-o hépatique chez les rats témoins et rats traités.

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne £ SEM (n = 6 rats) ;
(***p<0,001) : vs groupe Témoin ;
(**p<0,01) : vs groupe HFD.
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2.7 Etude histologique

2.7.1 Etude histologique du foie

L’observation microscopique du foie chez le groupe témoin et chez le groupe MP a montré
une architecture cellulaire normale avec des cellules hépatiques distinctes, des espaces
sinusoidaux et une veine centrale sans aucun signe de depot lipidique ou d’hémorragie (Fig.
15 A&C). En revanche, I’observation microscopique du foie chez le groupe HFD a montré de
nombreuses caractéristiques dégénérées telles que des hémorragies, des gouttelettes
lipidiques, un gonflement et un ballonnement des hépatocytes avec une augmentation
volumétrique, un espace clair avec de nombreuses vacuoles, une migration du noyau vers les
périphéries et un cytoplasme pale (Fig. 15 B). Cependant, On observe une amélioration de
I'architecture des hépatocytes avec diminution des dépdts lipidique chez les rats traités par la

poudre de M. pubescens comparativement aux rats recevant le régime HFD (Fig. 15 D).

Figure 15. Coupes histologiques du foie colorées a H & E (x 100). (A) : Témoin ; (B) : HFD ;
(C) : MP; (D) : HFD+MP apres 16 semaines de traitement. Ballonnement des hépatocyte
(fleche rouge), gouttelette lipidique (fleche noire), et hémorragé (cercle rouge).
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2.7.2 Etude histologique du rein

L'examen histopathologique des reins a montré une histologie rénale normale avec une
architecture glomérulaire et tubulaire normale dans le groupe témoin et le groupe MP (Fig. 16
A&C). En revanche, I’observation des reins du groupe HFD révele la présence de dépots
lipidiques, une dilatation tubulaire et une atrophie glomérulaire avec dilatation de I’espace de
Bowman (Fig. 16 B). En revanche, ces altérations tissulaires sont rétablies par la

supplémentation de M. pubescens avec une régénération du glomérule et une réduction de

I’espace de Bowman par rapport au groupe HFD (Fig. 16 D).

Figure 16. Coupes histologiques du rein colorées a H & E (x 100). (A) : Témoin ; (B) : HFD ;
(C) : MP; (D) : HFD+MP apres 16 semaines de traitement. Dépots lipidique (fleche rouge),
dilatation tubulaire (fleche noire), atrophie glomérulaire (fleche jaune), dilatation de 1’espace

de Bowman (étoile rouge).
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2.7.3 Etude histologique du tissu adipeux

L'étude histologique du tissu adipeux epididymaire du groupe témoin et du groupe MP a
montré une taille normale des adipocytes (Fig. 17 A&C). En revanche, le groupe HFD a
révélé une augmentation de la surface des adipocytes (hypertrophie) avec une diminution du
nombre d'adipocytes par rapport au groupe témoin (Fig. 17 B). En outre, I'nypertrophie des
adipocytes est améliorée par la supplémentation en M. pubescens chez les rats du groupe
HFD+MP comparativement au groupe HFD. (Fig. 17 D).
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Figure 17. Coupes histologiques du TA colorées a H & E (x 100). (A) : Témoin ; (B) : HFD ;
(C) : MP; (D) : HFD+MP apres 16 semaines de traitement. Hypertrophie des adipocytes
(double fleche)
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V.2 Discussion

L’obésité est devenue une épidémie croissante associée a diverses maladies non
transmissibles, notamment les maladies cardiovasculaires, le diabete, la stéatose hépatique, le
syndrome métabolique, ainsi que d'autres affections comorbides et cancers. Elle résulte d'un
déséquilibre entre I'apport énergétique et la dépense énergétique, (Liu et al., 2023). Ces
derniéres années, plusieurs médicaments contre I'obésité sont apparus sur le marché, mais ils
présentent tous des effets secondaires. Ce probléme a conduit les personnes obéses a se
tourner vers les plantes médicinales pour prévenir et traiter I'obésité (Molina-Tijeras et al.,
2023). Les plantes médicinales jouent un réle majeur dans la découverte de nouveaux agents
thérapeutiques et ont attiré beaucoup dattention en tant que sources de cOmposés
phytochimiques, en particulier les polyphénols, les flavonoides et les coumarines, qui
pourraient étre utiles contre I'hyperlipidémie et réduire le risque de maladies dégénératives
(Hajinezhad et al., 2023).

Les objectives de cette étude sont :

+¢ L’identification des composés phytochimique présentent dans M. pubescens et évaluer
les activités anti oxydantes et biologique in vitro de cette plante.

¢ Mettre en évidence les effets protecteurs de M. pubescens sur certains parameétres
physiologiques, biochimiques, inflammatoire, stress oxydatif et histologique au
niveau de quelques organes notamment le foie, les reins, le coeur et le tissu adipeux

chez des rats obéses recevant un régime hyper gras.

Etude phytochimique et évaluation des activités antioxydante et biologique in vitro de M.

pubescens

L’extraction des composés phytochimiques présentent dans les extraits aqueux et éthanolique
de M. pubescens a eté effectué par maceration a froid pendant 24h. En effet, il a été observé
que l’extrait aqueux présente un rendement supéricur a celui de D’extrait éthanolique
(17,54% ; 7,37%, respectivement). Ces résultats sont différents par rapport a ceux obtenus par
Metrouh-Amir et al., (2015) qui ont trouvé que 1’extrait éthanolique présente un rendement
supérieur a celui de 1’extrait aqueux. De plus, les résultats du dosage des polyphénols et des
flavonoides totaux révélent que I’extrait éthanolique présente la concentration la plus élevée
en polyphénols et flavonoides totaux (17,67+0,29mg EAG/g; 21,79+0,02mg ER/g,
respectivement) par rapport a I’extrait aqueux (12,01+0,20mg EAG/g ; 0,16+0,04mg ER/g,

respectivement). Nos résultats sont en accord avec les études menées par Metrouh-Amir et
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al., (2015). Ces auteurs ont rapporté que 1’extrait éthanolique est riche en polyphénols et en

flavonoides par rapport a I’extrait aqueux.

La différence du rendement d’extraction dépend de nombreux paramétres, tels que le temps
d’extraction, l'espéce végétale, 1'organe utilis¢é pour l'isolement et la composition des
métabolites secondaires, la zone et la période de récolte de la plante (Pinelo et al., 2005). En
plus de ces paramétres, la méthode et le solvant d’extraction appliquée influence la qualité et
la quantité de I’extrait obtenu. Dans la présente étude, la méthode de macération sous
agitation a température ambiante et pression réduite permet d’accélérer le processus
d’extraction et de minimiser le temps de contact du solvant avec ’extrait tout en préservant la
bio-activité de ses constituants afin d’obtenir le maximum des composés phytochimiques
(Hellal et al., 2020). Les solvants de différentes polarités ont la capacité de solubiliser et de
récupérer différents composes, et le ratio du solvant utilisé a un impact sur la quantité des
composés phénoliques extraits ce qui pourrait expliquer la différence dans le rendement
d’extraction et les teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux présents dans nos extraits
(Dai et Mumper, 2010).

LC-MS/MS a été largement utilisée dans les analyses qualitative et quantitative pour
I’identification des composés phytochimiques, offrant une sélectivité et une sensibilité élevées
par rapport a dautres méthodes chromatographiques (Yilmaz, 2020). Dans cette étude,
I'analyse des extraits éthanolique et aqueux de M. pubescens a été réalisee par LC-MS/MS,
conduisant a l'identification de 32 composés phytochimiques. Il est a noter que l'extrait
éthanolique contient 30 composés phytochimiques, tandis que I'extrait aqueux en contient 17,
confirmant ainsi les résultats précédents concernant la teneur totale en polyphénols et en
flavonoides dans les deux extraits. Parmi ces composés, on note la présence des Benzopyrone
(Coumarine), des acides non phénoliques (acide quinique, acide fumarique et 1’acide
aconitique), des aldéhydes phénoliques (aldéhyde protocatéchique et vanilline), des acides
phénoliques (acide gallique, acide protocatéchique, acide chlorogénique, acide tannique, acide
4-oh benzoique, acide caféique, acide p-coumarique, acide o-coumarique, acide férulique,
acide salicylique et I’acide rosmarinique) et des flavonoides (lutéoline 7-O-glucoside, rutine,
isoquercitrine, hespéridine, génistéine, cosmosiin, astragaline, nicotiflorine, quercétine,

naringénine, lutéoléine, kaempférol, apigénine, chrysine et I’acacétine) (Yilmaz, 2020).
D’autre part, Ignatiadou et al., (2022) révelent la présence de 25 composés phytochimiques

dans l'extrait méthanolique de M. pubescens, parmi lesquels I'acide chlorogénique, la

cosmosiin, la quercetine, la lutéoline et I'apigénine ont éte identifies.
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Cette richesse en composés phytochimiques entraine nécessairement une activité antioxydante
puissante, car ces composés sont capables de neutraliser les radicaux libres en fournissant un
électron ou un atome d'hydrogéne a un certain nombre d'espéces réactives de I'oxygene, de
I'azote ou du chlore. Cela réduit les dommages moléculaires causés par le stress oxydatif et
préserve la santé humaine (Altay et al., 2022 ; Karatas et al., 2022). Pour cela, 1’activité
antioxydante des extraits de M. pubescens a été évalué in-vitro par six méthodes, y compris
DPPH, ABTS, FRAP, CUPRAC, activité de chélation des métaux et la capacité antioxydante

totale, qui nous permet de mieux apprécier le potentiel antioxydant de ces composés.

Le DPPH et I'ABTS sont parmi les radicaux libres stables les plus utilisés pour Tester
I'activité antiradicalaire des antioxydants en raison de leur rapidité et de leur simplicité. Le
principe de cette technique repose sur la réeduction du radical DPPH, de couleur violette, et de
I'ABTS, de couleur bleue, en composés non radicalaires. La décoloration du mélange est
proportionnelle a la concentration de l'antioxydant (Karagecili et al., 2023). Nos résultats
montrent que les extraits aqueux et éthanolique de M. pubescens présentent une activité
antiradicalaire puissante (DPPH : 21+0,77 ; 14,19+0,70mg ET/g et ABTS : 76,15+1,10 ;
64,88+1,41mg ET/g, respectivement), avec une forte activité antiradicalaire dans l'extrait

aqueux.

Le pouvoir réducteur des extraits aqueux et éthanolique de M. pubescens a été évalué par la
méthode FRAP et CUPRAC. Ces méthodes sont basées sur la capacité des antioxydants de
réduire le fer ferrique (Fe**) en ferreux (Fe?*) et le et les ions cuivriques (Cu?*) en cation
cuivrique (Cu*) (AL-Hmadi et al., 2023). Les résultats obtenus montrent que I’extrait
éthanolique et aqueux de M. pubescens présentent un pouvoir réducteur puissant (FRAP :
44,78+0,12 ; 35,23+0,60mg ET/g et CUPRAC : 74,37+1,01lmg ET/g ; 42,08+0,23mg ET/g,

respectivement), avec un pouvoir réducteur puissant dans I'extrait éthanolique.

La chélation des ions métalliques est également une méthode courante pour empécher la
libération d'especes réactives de I'oxygéne pendant la catalyse des métaux redox-actifs. Cette
activité est considérée comme un meécanisme antioxydant intéressant puisqu'elle diminue la
production des radicaux hydroxyles a partir des ions métalliques lors de la peroxydation des
lipides. En raison de leur capacité a déplacer des électrons simples, le fer et d'autres métaux
de transition sont des pro-oxydants cruciaux dans le processus d'oxydation, facilitant ainsi
I'initiation et la propagation d'une grande variété de réactions radicalaires (Yener et al., 2020 ;

Izol et al., 2021). L’évaluation de D’activité de chélation des métaux des extraits de M.
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pubescens montre que I’extrait aqueux présente une activité (14,88+0,28mg EEDTA/Q)

supérieur a ce de 1’extrait éthanolique (18,44+0,27mg EEDTA/Q).

La mise en évidence de la capacité antioxydante totale de nous extraits a été estimée en
utilisant le phosphomolybdéne. L’activité antioxydante totale est exprimée en équivalent
mmol de trolox /g d’extrait sec. On note que 1’extrait éthanolique de M. pubescens présent une
capacité antioxydante totale (1,82+0,02mmol ET/g) supérieur a ce de I'extrait aqueux de M.

pubescens (0,6+0,01mmol ET/g).

D’aprés ces tests, on peut dire que 1’extrait aqueux et éthanolique de M. pubescens sont dotés
de forte activité antioxydante qui lui permette de neutraliser les radicaux libres grace a leur
richesse en composés phytochimiques, ce qui concorde avec les résultats de 1’activité
antioxydante de M. pubescens obtenu par des études antérieures (Metrouh-Amir et al.,
2015 ; Laouini etal., 2016 ; Kherraz et al., 2019 ; Metrouh-Amir et Amir 2023).

De plus, dans la recherche de nouveaux agents thérapeutiques, les chercheurs se tournent de
plus en plus vers l'utilisation des substances naturelles dotées d'activités biologiques,
principalement en raison de leur grande efficacité, mais aussi de leur faible nombre d'effets
secondaires (Yilmaz et al., 2023). Pour cela, Jusqu'a présent, il n'y a pas d'étude sur l'activité
inhibitrice enzymatique de M. pubescens dans la littérature. Par conséquent, nous rapportons
ici les propriétés d'inhibition enzymatique des d’extraits aqueux et éthanolique de M.

pubescens sur I’AChE et BChE, la tyrosinase, 1'a-glucosidase et 1'a-amylase.

L’Alzheimer est une maladie neurodégénérative la plus répandue et la principale cause de
démence chez les personnes agées. Cette maladie neurologique résulte d'un manque
d'acétylcholine et se caractérise par une dégénérescence accrue du tissu cérébral. Les
cholinestérases (AChE et BChE) sont identifiés comme les acteurs clés de I'hydrolyse
d'acétylcholine dans le corps humain. (Anil et al., 2022). De ce fait, on note que I’extrait
éthanolique et aqueux de M. pubescens présentent une activité inhibitrice de I’AChE et BChE
(AChE : 2,5+0,30; 0,03+0,01mg EGALA/g, BChE : 2,85+0,34 ; 2,14+0,17mg EGALA/g,

respectivement) avec une forte activité inhibitrice dans I'extrait éthanolique.

La tyrosinase joue un réle essentiel dans la biosynthése de la mélanine, entrainant ainsi le
phénomeéne de brunissement observé dans les fruits, les légumes et les champignons en cas de
meurtrissure ou de stockage prolongé. Chez les mammiféres, la tyrosinase contribue non
seulement a la pigmentation des cheveux et de la peau, mais elle influence également les

conditions cutanées, donnant lieu a une hypopigmentation (comme le vitiligo) ou a une
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hyperpigmentation (se manifestant par des taches ou des taches de rousseur). Cela a conduit a
un intérét accru pour la recherche d'inhibiteurs puissants de la tyrosinase, en faisant ainsi une
priorité dans les domaines de I'agriculture, de l'alimentation, de la médecine et de la
cosmétique (Del Marmol et Beermann, 1996 ; Cohen et al., 2020 ; Mermer et Demirci,
2023). Notre résultat montre que 1’extrait éthanolique et aqueux de M. pubescens présentent
une activité inhibitrice de la tyrosinase (41,99+1,74 ; 31,66+0,50mg EAK/g) avec une forte
activité inhibitrice dans I'extrait éthanolique.

Le diabete est un probleme de santé courant qui s'accompagne d'une élévation de la glycémie
pouvant entrainer des complications graves, notamment une néphropathie, une neuropathie et
des maladies cardiovasculaires. Dans la prise en charge du DT2, l'inhibition du a-amylase
pancréatiques et a-glucosidase intestinale qui sont responsables de la dégradation des glucides
alimentaires, peut retarder l'absorption du glucose, réduire la digestion des glucides et
diminuer le taux de sucre dans le sang (Amalfitano et al., 2001 ; Ademiluyi et Oboh, 2013).
Les résultats de la recherche actuelle révelent que I’extrait éthanolique de M. pubescens est
active contre 1’0-Amylase et 1’a-Glucosidase avec une activité inhibitrice puissante
(0,38+0,005 ; 2,09+0,1mg EACA/g, respectivement) par contre 1’extrait aqueux de M.
pubescens présente une faible activité inhibitrice contre 1’a-Amylase (0,04+0,001mg

EACA/g) et aucune activité sur 1I’a-Glucosidase.

Cette variabilité quantitative et qualitative en composeés phytochimique est a l'origine des
activités antioxydantes et inhibitrices exercées par I’extrait éthanolique et aqueux de M.
pubescens. De plus, plusieurs études ont signalé que la majorité de ces composés
phytochimiques ont des activités antioxydantes, anti-inflammatoires, hypoglycémiques,
hypolipidémiants,  antivirale, antibactérienne,  antifongique, antiproliférative et
neuroprotecteur (Asgari-Kafrani et al., 2020 ; Miah et al., 2021 ; Siddiqua et al., 2021 ;
Alyahya et al., 2023 ; Lekmine et al., 2023).
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Impact du régime hyper gras sur la variation des parametres physiologiques,
biochimiques, stress oxydatif et histologiques : Effets protecteurs de la supplémentation

en M. pubescens

Nos résultats montrent que le régime HFD provoque une augmentation significative du poids
corporel, poids du TA épididymaire, I'MC, circonférence thoracique et abdominale dans le
groupe HFD par rapport au groupe témoin apres 16 semaines de traitement. Cette prise de
poids pourrait étre attribuée au niveau élevé des acides gras saturés et la densité d'énergie
dans le régime HFD qui ont été¢ impliqués dans I’accumulation de graisse et I'augmentation du

poids aussi bien chez ’homme que chez le rat (Sampey et al., 2011 ; Shang et al., 2017).

L'augmentation du poids du TA est une caractéristique essentielle de l'obésité et décrit son
niveau de gravité. Cette augmentation résulte du deséquilibre énergétique provoqué par le
régime HFD qui favorisant le stockage des acides gras dans les cellules adipeuses. Ce
stockage se produit d'abord par I'augmentation de la taille des cellules (hypertrophie), puis par
leur multiplication (hyperplasie) (Li et al., 2015). Les observations histologiques du TA
épididymaire dans le groupe HFD ont révélé une augmentation de la surface des adipocytes

(hypertrophie), confirmant ainsi cette hypertrophie.

De plus, l'augmentation du poids corporel et du TA est associée avec 1’augmentation de
I’IMC, une méthode pratique et standard pour évaluer la quantité¢ des graisses corporelle et
offre une mesure plus précise que le poids corporel seul (Novelli et al., 2007). Par conséquent,
il existe une corrélation entre la circonférence thoracique et abdominale et le risque de
développer des maladies cardiovasculaires liées a I'obésité. Des recherches ont montré qu'une
diminution de 1 cm de la circonférence thoracique et abdominale correspond a une réduction
de 1 kg de graisse viscérale. De plus, chague augmentation de 1 cm de la circonférence
thoracique et abdominale multiplie le risque de développer une hypertension (Michishita et
al., 2010).

Cependant, le traitement par M. pubescens a entrainé une diminution du poids corporel, de
I''IMC, de la circonférence thoracique et abdominale. Elle a également réduit le poids du TA
épididymaire et la surface des adipocytes dans le groupe HFD+MP par rapport au groupe
HFD, sans modifier la quantité de nourriture consommée. Cette diminution peut étre attribuée
a la présence d'acide chlorogénique et d'acide caféique. Ces composés inhibent I'expression
des genes impliqués dans la synthese des acides gras, ainsi que l'adipogénese et la
prolifération des adipocytes (Liu et al., 2021 ; Liang et al., 2022).
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D'autre part, le groupe HFD a développé une hyperglycémie et une RI, ce qui est observé par
les niveaux élevés du glucose sérique et l'indice TyG par rapport au groupe témoin. Ces
résultats sont similaires aux résultats rapportés par FKki et al., (2020) et Miah et al., (2021).
L’IR désigne la capacité réduite de l'insuline a favoriser I'absorption du glucose. Elle peut
également étre définie comme une situation dans laquelle les cellules sont incapables de

s'adapter aux niveaux d'insuline circulant dans le sang (Kahn et al., 2006).

L’alimentation riche en acides gras saturés est un facteur important dans la pathogenése de
I’IR (Sampey et al., 2011). De plus, des études récentes menées sur des humains et des souris
suggerent que le responsable du développement de I’'IR est I'hypertrophie cellulaire des
adipocytes (Johnson et Olefsky, 2013). Ces dernieres contiennent des macrophages, qui
sécretent un exces de cytokines pro-inflammatoires, en particulier le TNF-a. Ces cytokines
agissent sur les cellules cibles de l'insuline par un mécanisme paracrine, conduisant
directement a I’IR (Orliaguet et al., 2020). Le TNF-a active des kinases intracellulaires telles
que la c-Jun N-terminal kinase et I'l-kB kinase. Ces kinases inhibent la signalisation du
récepteur a l'insuline en phosphorylant le substrat du récepteur a l'insuline 1 au niveau de la
sérine. De plus, l'activation des facteurs de transcription AP-1 et NF-xB entraine un
mécanisme d'auto-alimentation par lequel la production des cytokines pro-inflammatoires est
exacerbée. Si I'ampleur de la sécrétion de cytokines est suffisamment grande, elles peuvent
s'échapper du tissu, elevant les niveaux circulants, pour produire des effets endocriniens sur
les systemes d'organes distants, tels que les muscles et le foie, provoquant ainsi la résistance
systémique a l'insuline (Johnson et Olefsky, 2013 ; Behl et al., 2021).

Le régime HFD augmente également I'accumulation des lipides et I'inflammation hépatique,
inhibant ainsi la néoglucogenése en réduisant la sensibilité a I'insuline et en augmentant la
libération de glucose, provoquant 1I’hyperglycémie (Samuel et Shulman, 2012). Cependant,
I’administration de M. pubescens a réduit I'nyperglycémie et I’'IR dans le groupe HFD+MP
par rapport au groupe HFD. Ces effets bénéfiques peuvent étre dus a l'acide quinique, a la
lutéoline et a la cosmosiin, dont I'effet hypoglycémiant a été signalé (Bakag et al., 2023). Ce
résultat est confirmé par Amssayef et al., (2020) qui a examiné I'effet hypoglycémiant de M.

pubescens chez des rats diabétiques.

En outre, le régime HFD a augmenté les niveaux de triglycérides dans le groupe HFD par
rapport au groupe témoin. Cependant, le taux de cholestérol total est resté inchangé dans tous

les groupes expérimentaux. Nos données sont cohérentes avec les résultats obtenus par
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Gasparini et al., (2021) et Huang et al., (2017) qui ont trouvé que le régime HFD ne
modifiait pas le taux de cholestérol chez les rats nourris avec un régime riche en graisses. Les
niveaux élevés de triglycérides peuvent étre directement attribués a la composition de la
graisse de mouton, qui est principalement composée d'acides gras saturés et monoinsaturés ou
d'AGL libérés par le TNF-a a partir des adipocytes suite a l'activation de lI'enzyme lipase
hormono-sensible (Ventura et al., 2017; Garcia et al., 2019). Néanmoins, Ila
supplémentation de M. pubescens dans le groupe HFD+MP a amélioré I'nypertriglycéridémie
par rapport au groupe HFD. Nos résultats sont également en accord avec I'étude menée par
Amssayef et al., (2021) qui ont rapporté que M. pubescens peut réduire les niveaux élevés de
triglycérides et présenter un effet hypolipidémiant chez les rats diabétiques. Cet effet
hypolipidémiant peut étre da a la présence des flavonoides tels que la quercétine et des acides
phénoliques tels que l'acide gallique et l'acide caféique, qui modifient I'expression du
récepteur actif de prolifération peroxysomale y et réduisent les niveaux de TG et d’AGL non

estérifiés (Asgari-Kafrani et al., 2020 ; Liang et al., 2022).

Dans notre étude expérimentale, la concentration en TNF-o hépatique a été significativement
augmentée dans le groupe HFD par rapport au groupe témoin. Ces résultats sont en accord
avec Felemban et al., (2023) et Sena et al., (2018) qui ont rapporté que le regime HFD induit
I’augmentation de la concentration des marqueurs de I’inflammation chez les rats. En effet,
I'inflammation chronique est considérée comme une caractéristique fréquente de I'obésité et
du syndrome métabolique, marquée par des niveaux éleves de cytokines pro-inflammatoires,
principalement le TNF-o (Andersen et al., 2016). Ce dernier pourrait étre produit dans le foie
par les cellules de Kupffer qui répondent & deux principaux types de stimuli : les motifs
moléculaires associés au danger intra-hépatigue (MMADS), qui sont libérés par les
infiltrations lipidiques et les hépatocytes endommagés, et les antigenes bactériens d'origine
intestinale, également connus sous le nom de motifs moléculaires associés aux pathogenes
(MMAPSs), qui se transloquent de l'intestin vers le foie en raison d'une barriére épithéliale
intestinale altérée (Alisi et al., 2011). A la fois les MMADs et les MMAPs se lient aux
récepteurs de type Toll a la surface des cellules de Kupffer et activent la voie intracellulaire
du NF-kB, qui est la voie de signalisation clé pour la transcription du TNF-a, ainsi que
d'autres cytokines et chimiokines (Liu et al.,, 2017). Il est important de noter que la
lipotoxicité causée par l'accumulation des graisses dans les hépatocytes contribuent également
a la production de TNF-a via l'interaction entre les MMADs /MMAPs et les TLR, bien que

dans une moindre mesure (Alisi et al., 2011).
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De plus, le TNF-a d'origine extra-hépatique, provenant des tissus adipeux dysfonctionnels, est
transporté vers le foie via la circulation systémique, accompagné d'autres cytokines et
adipokines (Polyzos et al., 2009 ; Johnson et Olefsky, 2013). Par contre, le niveau de TNF-a
hépatique a été réduit apres traitement par M. pubescens dans le groupe HFD+MP par rapport
au groupe HFD. L'effet anti-inflammatoire de M. pubescens peut étre dd a la présence de
lutéoline 7-O-glucoside et d'apigénine, qui inhibe I'expression de I'ARNm du TNF-a et
diminue I'expression d'autres cytokines pro-inflammatoires telles que l'interleukine 6 et 1B
(De Stefano et al., 2021 ; Al-Khayri et al., 2022). En outre, la réduction du niveau de TNF-a
pourrait étre responsable de la perte du poids corporel, de lI'amélioration de I’IR, de

I'hyperglycémie et de I’hypertriglycéridémie (Ventura et al., 2017).

Nous résultats montrent également une augmentation hautement significative du taux sérique
en créatinine et en acide urique associé avec des dépdts lipidique, dilatation tubulaire et d’une
atrophie glomérulaire avec dilatation de 1’espace de Bowman dans le groupe HFD par rapport
au groupe témoin. Ce qui est similaire aux résultats trouvés par Ben Salem et al., (2022) et
Chowdhury et al., (2022). La néphropathie est I’une des complications majeures associe a
I’obésité dans le dernier siecle. Une étude a grande échelle portant sur 320 000 personnes a
montré que le risque d’apparition d’une néphropathie augmentait de manic€re progressive a
mesure que I'MC augmentait, apres ajustement pour la présence d'hypertension, de diabéte,
d'antécédents de tabagisme et de maladies cardiovasculaires chez le patient (Hsu et al., 2006).
Une autre étude expérimentale récente sur des sujets humains a montré que les individus
obéses présentaient un risque plus élevé de néphropathie par rapport aux sujets de poids
normal (Alizadeh et al., 2019).

Le mécanisme par lequel I'obésité contribue aux Iésions rénales est le suivant : chez les
individus obeses, le TA sécrete du TNF-a, de I'L-6 et de l'adiponectine. Parmi eux,
l'augmentation des facteurs pro-inflammatoires TNF-a et IL-6, ainsi que la diminution du
facteur anti-inflammatoire adiponectine, favorisent la réponse inflammatoire et I'IR, et
provoquent des lésions rénales (Reilly et Saltiel, 2017). Les taux élevés de triglycérides et
d’AGL, ainsi que les métabolites toxiques tels que les céramides, induisent une lipotoxicité
qui conduit a des dommages glomérulaires et tubulaires (Adeosun et al., 2018). De méme, le
SRAA peut également étre activé par l'obésité et favoriser l'infiltration des macrophages,
I'inflammation, la vasodilatation rénale et l'ultrafiltration glomérulaire par une réaction en

cascade (Farias Lelis et al., 2019 ; Du et al., 2019). Le mécanisme physiopathologique décrit
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ci-dessus conduit au développement d'une glomérulopathie liée a I'obésité et se caractérise par
une glomérulomegalie (Wang et al., 2022). Lorsque la taille du glomérule augmente, les
podocytes sont contraints d'augmenter de taille et d'étendre leurs processus pour compenser
les zones dénudées, maintenant ainsi l'intégrité de la barriere de filtration. Cependant, étant
donné que ces cellules ne peuvent pas se diviser et se différencier, et que leur capacité a se
dilater ne correspond pas a l'augmentation de la taille du glomérule, cet effort n'est pas
suffisant pour maintenir la barriere de filtration. Elles sont donc soumises & des forces de
tension et de stress. Cette situation atteindra un point critique pour les podocytes, qui finiront
par se détacher et tomber dans I'urine, conduisant ainsi a une atrophie glomérulaire (D'Agati

et al., 2016 ; Corrales Corddn et Garcia Carrasco, 2024).

Il est intéressant de noter que I’administration de M. pubescens dans le groupe HFD+MP a
amélioré les niveaux sériques de creatinine et d’acide urique et amélioré I’architecture
tissulaire rénale avec régénération du glomérule et réduction de I’espace de Bowman et des
tubules par rapport au groupe HFD. Cette amélioration peut étre due aux flavonoides et

polyphénols présentent dans M. pubescens.

Nos resultats ont montré une augmentation significative du poids relatif du foie et des taux
sériques d'AST, ALT, PAL, de bilirubine directe et totale associe a une perte 1’architecture
tissulaire du foie (hémorragies, des gouttelettes lipidiques, un gonflement et un ballonnement
des hépatocytes et une migration du noyau vers les périphéries) dans le groupe HFD par
rapport au groupe témoin. Des études similaires ont suggére que l'accumulation des
triglycérides et d’AGL provenant du TA dans le foie induisent une lipotoxicité qui conduit a
des lésions hépatiques, des fuites cellulaires et une perte d'intégrité fonctionnelle des
hépatocytes, ce qui explique les taux élevés d'AST, ALT et PAL sérique (Goorani et al.,
2018 ; Fki et al., 2020).

Plusieurs facteurs conduisent a I’accumulation des lipides dans le foie, parmi eux le mode de
vie sédentaire, le régime riche en matieres grasses, I'obésité et I’IR. Ces facteurs stimulent des
cascades inflammatoires, des changements moléculaires et métaboliques se produisent de
maniere synergique dans le développement et la progression de NASH (Peverill et al., 2014,
Buzzetti et al., 2016). La lipotoxicité hépatique se produit lorsque la capacité du foie a
utiliser, stocker et exporter les AGL sous forme de triglycerides est submergée par un flux
massif d’AGL provenant de la périphérie, principalement des tissus adipeux, ou par une

lipogenése hépatique de novo accrue, tous les deux étant des caractéristiques de I’IR et de
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NASH (Rada et al., 2020). En effet, Les hépatocytes endommagés pendant la lipotoxicité
libérent des cytokines, des chimiokines, des vésicules extracellulaires et d'autres molécules
intracellulaires qui peuvent activer les cellules hépatiques non parenchymateuses, y compris
les cellules de Kupffer, les cellules étoilées hépatiques et les cellules endothéliales
sinusoidales hépatiques, ainsi que le recrutement dautres populations de cellules
immunitaires. Durant la NASH, les cellules Kupffer acquiérent un phénotype pro-
inflammatoire et sécrétent plusieurs cytokines et chimiokines, ce qui déclenche a son tour le
recrutement d'autres cellules immunitaires, y compris les monocytes, amplifiant
I'inflammation hépatique (Hirsova et al., 2016 ; Koyama et Brenner 2017 ; Kazankov et
al., 2019).

Par ailleurs, la supplémentation de M. pubescens dans le groupe HFD+MP a améliore les
changements histologiques et les marqueurs hépatiques sériques avec une réduction
significative du poids relatif du foie par rapport au groupe HFD. L’effet hepatoprotecteur de
M. pubescens est probablement dd a la présence d'acide férulique. Une étude de Luo et al.,
(2022) a revélé que l'acide férulique diminuait l'accumulation des lipides dans le foie et

prévenait NASH chez les souris C57BL/6 ayant recu un régime riche en gras.

Ce résultat est confirmé par Boubellouta et al., (2021) qui ont examiné I'effet
hepatoprotecteur de M. pubescens sur les lésions hépatiques induites par le tétrachlorure de

carbone chez les rats chez des rats Wistars.

Le stress oxydatif est une voie commune qui relie I'obésité et ses complications. Il est défini
comme un déséquilibre entre les systemes de défenses antioxydantes et la production des
radicaux libres. Cet environnement oxydatif pourrait étre I'un des principaux déterminants qui
déclenchent d'autres mécanismes impliqués dans les dommages tissulaires, tels que
I'inflammation, la surproduction de la matrice extracellulaire, l'activation du stress du
réticulum endoplasmique et la perturbation du flux autophagique (Martinez-Martinez et
Cachofeiro, 2022).

Les AOPP sont des marqueurs protéiques du stress oxydatif, qui jouent un réle dans I'obésité.
Ils représentent I'état global des protéines dans les cellules. Ils sont connus comme des
substances pro-inflammatoires et pro-oxydantes qui s'accumulent chez les patients obéses
avec I’IR. lls augmentent également la prévalence accrue de la dysfonction endothéliale ou
des maladies cardiovasculaires chez les patients obéses atteints du syndrome métabolique

(Uribarri et al., 2015, Sanchez et al., 2017). De plus, I'obésité entraine augmentation du taux
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des lipides dans I'organisme, ce qui rend les cellules plus susceptibles a la peroxydation
lipidique. L’augmentation de la peroxydation lipidique peut étre survenue en raison d'une
glycation accrue des protéines dans I'état d’IR, car les protéines glyquées peuvent également

servir comme une source de radicaux libres (Pérez-Matute et al., 2009).

Nos résultats ont montré une augmentation significative du niveau d’AOPP et de la
peroxydation lipidique estimé par le taux du MDA au niveau des organes étudiés dans le
groupe HFD par rapport au groupe témoin. Ce qui est en accord avec les résultats de Nayan et
al., (2021) et Francisqueti-Ferron et al., (2022). En effet, le degré de peroxydation lipidique
dépend de la composition lipidique du régime HFD. Cela s'explique par le fait que la
composition membranaire est modifiée en fonction de la nature des acides gras consommeés.
Ainsi, un régime riche en acides gras polyinsaturés augmente le degré d'insaturation des
membranes mitochondriales, les rendant plus sensibles aux attaques radicalaires (Garait,
2006).

De plus, I'obésité peut provoquer une augmentation de la peroxydation lipidique par des
Iésions cellulaires progressives et cumulatives résultant de la pression de la grande masse
corporelle. Ces lésions cellulaires entrainent la libération de cytokines, notamment le TNF-a,
qui génerent des ERO a partir des tissus, ce qui provoque a son tour la peroxydation lipidique.
L'hypertriglycéridémie observée chez les rats obéses peut également contribuer a I'altération
de I'équilibre oxydant-antioxydant, suggérant qu'une augmentation de la biodisponibilité des

acides gras libres peut accroitre la peroxydation lipidique (Noeman et al., 2011).

L'oxydation des protéines est le résultat de l'interaction des produits de la peroxydation
lipidique, comprenant le MDA, le glyoxal, lI'acroléine et le 4-hydroxy-nonénal, tandis que les
produits générés par la glycation incluent le glyoxal et le méthylglyoxal. La liaison de ces
composés avec les groupes amine donne lieu a des AGEs et a des produits finaux de
peroxydation lipidique, qui sont trés réactifs et provoquent une perte de fonction des
protéines, entrainant un dysfonctionnement des organes et l'apparition de maladies. Les ERO
peuvent directement oxyder les protéines, y compris les molécules d’ADN, ce qui entraine une
perte de fonction biologique, un dysfonctionnement cellulaire et une défaillance des systéemes
et des organes (Vistoli et al., 2013)

Le GSH est un puissant antioxydant non enzymatique présent dans le cytoplasme des cellules.

Il protege I'intégrité des cellules en piégeant les radicaux libres et agit comme cofacteur de la
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GSH-Px et de la GST, qui sont des enzymes importantes dans la protection des organes contre
la peroxydation des lipides (Slama et al., 2020). Dans cette étude, le niveau de GSH, l'activité
de la GSH-PX et la GST ont été significativement réduits au niveau des organes étudiés dans
le groupe HFD par rapport au groupe témoin, ce qui est en accord avec les résultats de
Siddiqua et al., (2021). L’hyperglycémie induite par le régime HFD active la voie des
polyols et inhibe la glucose-6-phosphate déshydrogénase, qui est la premiere étape de la voie
des pentoses phosphates. Comme la voie des polyols nécessite du NADPH pour la synthéese
du sorbitol, une activation de cette voie entraine la déplétion de ce coenzyme. L'inhibition de
la voie des pentoses phosphates entraine également une réduction de la production de
NADPH. Ainsi, la quantité de NADPH disponible pour régénérer le GSSG en GSH est
largement diminuée, réduisant considerablement le systeme de défense antioxydant non
enzymatique (GSH) et enzymatique (GSH-Px et GST) (Garait, 2006). De plus,
I’augmentation de la peroxydation lipidique et les ERO entrainent I'inactivation des deux

enzymes (Slama et al., 2020).

De plus, la SOD et la catalase sont des enzymes importants impliquées dans la défense contre
le radical superoxyde généré lors d'un stress oxydatif. Tout dabord, la SOD convertit le
radical superoxyde par dismutation catalytique en peroxyde d'hydrogéne (H202), qui est
rapidement converti en eau (H20) et en oxygene (O) par la catalase (Djaber et al., 2020).
Dans notre étude, l'activité de la SOD et de la catalase est significativement diminuée au
niveau des organes étudiés dans le groupe HFD par rapport au groupe témoin. Ce qui est

similaire aux données obtenues par Siddiqua et al., (2021) et Kolsi et al., (2017).

En effet, cette réduction pourrait étre due a l'augmentation de la peroxydation lipidique et a la
génération de ERO. Une consommation excessive d'aliments riches en graisses augmente la
B-oxydation mitochondriale des AGL. Cela entraine un flux excessif d'électrons par le biais de
la cytochrome-c oxydase et augmente ainsi la production de ERO. De plus, les mitochondries
sont la source cellulaire la plus importante de ERO, qui oxydent les lipides insaturés des
dép6ts de graisse pour provoquer une peroxydation lipidique. Ces intermédiaires réagissent
avec l'oxygeéne pour former de plus en plus d'anions superoxydes (Kesh et al., 2016). Ces
derniers interagissent directement avec la SOD et indirectement avec la catalase, selon le

mécanisme décrit ci-dessus, ce qui provoque leur diminution.

En revanche, la supplémentation en M. pubescens chez le groupe des rats HFD+MP a montré
une diminution significative des niveaux de MDA et AOPP et elle a augmenté I'activité des
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enzymes antioxydantes (GSH-Px, GST, SOD et catalase) et restaurer I'épuisement des
niveaux de GSH par rapport au groupe HFD. Cette amélioration pourrait étre attribuée a

I'effet antioxydant des polyphénols et des flavonoides présents dans M. pubescens (Yilmaz et

al., 2023).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La connaissance et 1’usage des plantes médicinales constituent un vrai patrimoine de 1’€tre

humain. Leur importance dans le domaine de la santé publique est trés accentuée dans ces

dernicres années grace aux thérapeutiques qu’elles procurent. Ce travail s’inscrit dans le cadre

de la valorisation de la flore du Sahara algérienne, il est réalisé sur une plante appartenant a la

famille des Asteraceae : M. pubescens reconnue par ses vertus thérapeutiques en Algérie.

Dans la premiére partie de notre travail, nous sommes intéressés a 1’étude et 1’identification

des composés phytochimique ainsi que 1’évaluation des activités antioxydantes et biologique

in vitro des extraits de M. pubescens.

L’extraction des composés phytochimique a été réalisée par deux solvants (eau,
éthanol) qui ont donné des rendements difféerents, dont le rendement le plus élevé est
celui de I’extrait aqueux (17.54 %).

Le dosage des teneurs en polyphénols et flavonoides totaux dans les deux extraits par
des méthodes spectrophotométriques révéle de la richesse de ces derniers en composé
phytochimiques, dont la teneur la plus élevé est celui de 1’extrait éthanolique.
L’analyse par LC-MS/MS des deux extraits révéle la présence de 30 et 17 composes
phytochimique dans 1’extrait éthanolique et aqueux, respectivement.

L’évaluation de D’activité antioxydante in vitro par six méthodes (DPPH, ABTS,
FRAP, CUPRAC, activité de chelation des métaux et la capacité antioxydante totale)
révele que les deux extraits testés possédent une activité antioxydante importante.
L’évaluation des activités biologique in vitro des deux extraits révéle que 1’extrait
éthanolique présente une activité anticholinestérases, antidiabétique et anti tyrosinase

par contre I’extrait aqueux présente une activité anticholinestérases et anti tyrosinase.

Dans la deuxieme partie de notre travail, nos résultats ont montré dans un premier lieu que la

consommation du régime hyper gras par les rats males de la souche Wistar pendant 16

semaines, a provoqueé :

e Une augmentation du poids corporel, I’IMC, la circonférence thoracique et abdominal

durant la période du traitement ;
Une hypertrophie du foie et TA et une atrophie des reins et du cceur ;
Une hyperglycémie et une hypertriglycéridémie associées avec une

insulinorésistance ;
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e Une perturbation au niveau de la fonction hépatique et rénale, se traduisant par une

augmentation des marqueurs biochimiques liés a la fonction hépatique et rénale ;

e Une augmentation du marqueur pro-inflammatoire TNF-o hépatique ;

e Une perturbation du systeme de défense antioxydant objectivée par une augmentation

de la peroxydation lipidique et I’oxydation des protéines d’une part et par une

diminution du systéme de défense enzymatique d’autre part ;

e Altération de I’architecture tissulaire du foie, rein et TA.

Dans un deuxieme lieu, nos résultats montrent que la supplémentation de la partie aérienne de

M. pubescens dans le régime hypergras consommé par les rats pendant 16 semaines a

amélioré la plupart des parametres étudiés et provoque :

Une diminution du poids corporelle, I’'IMC, la circonférence thoracique et abdominal ;
Une diminution du poids relatif d’organe étudiés ;

Une diminution de la glycémie, la triglycéridémie et I’insulinorésistance ;

Une amélioration de la fonction hépatique par diminution du taux sériques des
transaminases (AST, ALT), la phosphatase alcaline, la biturbine total et direct ;

Une amélioration de la fonction rénale par diminution du taux sériques de la créatinine
et de I’acide urique ;

Une diminution du marqueur pro-inflammatoire TNF-a dans le foie ;

Une diminution de la peroxydation lipidique et 1’oxydation des protéines dans les
organes etudiés ;

Une augmentation du taux du GSH réduit accompagnée par amelioration des activités
enzymatique de la GSH-Px, de la GST, de la SOD et de la catalase dans les organes
étudiés ;

Amélioration de I’architecture tissulaire des organes étudiés.

En conclusion et en se basant sur les résultats obtenus, nous pouvons conclure que

supplémentation de la partie aérienne de M. pubescens peut jouer un role préventif empéchant

le développement de I’obésité et ses complications. Ceci est grace a sa richesse en composés

phytochimique qui agissent en synergie sur plusieurs sites d’actions et posseéde un effet

bénéfique sur la régulation de la glycémie, profil lipidique, fonction hépatique, rénal et la

réparation des dommages oxydatifs et inflammatoire.
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En perspective aux travaux présentés dans les différentes parties de cette these, nous
envisageons de :
e Evaluation d’autres activités biologiques telles que les activités anticancéreuse et
antibactérienne ;
e Réaliser une étude in silico pour voir quelle est parmi les composés phytochimiques
présent dans M. pubescens responsable des effet bénéfique cité ci-dessus ;
e Doser par la méthode ELISA de quelques interleukines pro-inflammatoires telles que
IL-1, IL-6 et le facteur nucléaire kappa B ;
e Enfin, ’exploration des voies de signalisation telle que le récepteur actif de
prolifération peroxysomale y et les protéines de liaison aux éléments régulateurs du

cholestérol qui rentre dans la régulation du meétabolisme
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ANNEXE

Annexe 1 : Dosage des polyphénols totaux

Réactif Blanc Echantillon
Extraits 0 0,25ml
Eau / Ethanol 0,25ml 0
Folin—Ciocalteu (1/10) 1ml 1ml
Na2COs3 (1%0) 0,75ml 0,75ml

Agitation au vortex, incubation 2h et lecture a 760nm
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Annexe 1. Gamme d’étalonnage de I’acide gallique (Suite)
Annexe 3 : Dosage des flavonoides totaux
Réactif Blanc Echantillon
Extraits 0 1ml
Eau / Ethanol Iml 0
AICls (2%) iml iml

Agitation au vortex, incubation 10min et lecture a 415nm
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CONCENTRATION RUTINE
Annexe 2. Gamme d’étalonnage de la rutine (suite)
Annexe 3 : Dosage des protéines par la méthode de Bradford
Réactif Blanc Echantillon
Surnageant 0 50ul
TBS 50pl 0
Réactif de Bradford 2.5ml 2.5ml
Agitation au vortex, incubation 5min et lecture a 595nm
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Annexe 4 : Gamme d’étalonnage BSA (1mg/ml)




Annexe 5 : Dosage du MDA

Réactif Blanc Echantillon
Surnageant 0 375ul
TBS 200pl 150
TCA-BHT 375ul 375ul
Agiter au vortex puis centrifuger a 1000 trs/min pendant 10 minutes
Surnageant 400ul 400ul
HCI (0,6M) 80pul 80ul
Tris-TBA 320ul 320ul

Agitation au vortex et incubation a 80°c pendant 10 minutes et lecture a 530nm

Annexe 6 : Dosage des taux des AOPP

Réactif Blanc Echantillon
Surnageant 0 200pl
PBS (0,1M, pH 7,4) 700pl 500pl
Incubation 2min
Kl (1,16M) 100ul 100pl
Acide glaciale 200ul 200ul

Agitation au vortex et lecture a 340nm

Annexe 7 : Dosage du glutathion

Réactif Blanc Echantillon
Surnageant 0 800ul
TBS 1000pl 200pl
Acide Sulfosalicylique 200ul 200ul
Incubation 15min dans un bain de glace et centrifugation 1500 trs/min pendant
5minutes
Surnageant 500ul 500ul
Tris-EDTA (pH 9,6) Iml Iml
DTNB (0,01M) 25ul 25pl

Agitation au vortex et incubation 5 minutes et lecture a 412nm



Annexe 8 : Dosage de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GSH-PX)

Réactif Blanc Echantillon
Surnageant 0 200pl
TBS 400ul 200pl
GSH (0,1mM) 400pl 400pl
Incubation au bain marie a 25°c (5 minutes)
H202(1,3mM) 200pl 200pl
LAISSER 10 MINUTES AU REPOS
TCA (1%) iml Iml
Mettre le mélange 30 minutes dans la glace centrifugation a 3000 trs/min (10 minutes)

Surnageant 480l 480l
NazHPO4 (0,32M) 2,2ml 2,2ml
DTNB (1ImM) 320ul 320pl

Agitation au vortex et incubation 5 minutes et lecture a 412nm

Annexe 9 : Dosage de I’activité enzymatique de la Glutathion-S-Transférase (GST)

Réactif Blanc Echantillon
Surnageant 0 200pl
Meélange (GSH 1,4ml 1,2ml

5mM+CDNB 1mM)



Lecture a 340 nm toutes les 1 minute durant 5minutes

Annexe 10 : Dosage de ’activité enzymatique de la superoxyde dismutase (SOD)

Réactif Blanc Etalon Echantillon
EDTA-Met (0.3mM) Iml Iml iml
PBS (50mM, pH :7,8) 892,2ul 892,2ul 892,2ul

Surnageant 0 0 50ul

PBS (50mM, pH :7,8) Iml 1ml 950ul
NBT 85,2ul 85,2ul 85,2ul
Riboflavine 22,6l 22,6pl 22,6ul

Apres incubation a la lumiere pendant 20 min et lecture & 580nm

Annexe 11 : Dosage de ’activité enzymatique de la catalase

Réactif Blanc Echantillon
Surnageant 0 20pl
PBS (0,1M, pH :7,4) 800l 780l
H202 (500mM) 200ul 200ul

Lecture a 240 nm toutes les 15sec durant 60 secondes

Annexe 12 : Dosage du facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a)

Réactif Blanc Echantillon
Surnageant 0 50pl
Diluant échantillon 100pl 50pl
Anticorps biotinulé anti TNF-a. 200ul 200ul
Couvrir, incubation 2h puis lavage 3 foie par solution de lavage
Streptavidine-HRP 100pl 100ul
Recouvrir, incubation 1h puis lavage 3 foie par solution de lavage
Chromogéne TMB

Incubation 10 a I’obscurité
Solution d’arrét (H2SO4) 100pl 100ul
Lecture a 450nm
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Annexe 13. Gamme d’étalonnage du TNF-a

Préparation des solutions
1. Dosage des protéines par la méthode de Bradford

% BSA (1 mg/ml) :
Dissoudre 5 mg BSA dans 5 ml d’eau distillée pour réaliser la gamme d’étalonnage.
% Réactif de Bradford :

Dissoudre 100 mg de bleu de Coomassie (G 250) dans 50 ml d’éthanol (95%). Agiter pendant
2 heures, puis ajouter 100 ml d’acide orthophosphorique (85%) et 850 ml d’eau distillée (pour
obtenir 1 L de solution). Ce réactif doit étre filtré puis conserver pendant 1 mois au maximum
a une température de 4°C et a I’abri de la lumiére.

2. Dosage du MDA
% La solution du tampon TBS (pH 7,4)

0,6057g de Tris (50 mM) et 0.877g Na CI (150 mM) dans 100 ml d’eau distillé et ajuster le
pH par NaOH ou HCI pour avoir un pH de 7,4.

¢ La solution d“H C1 (0,6 M) :

5.1569 ml de H Cl1 36% dans 100ml d‘eau distillé.

% Lasolution de Tris - TBA :

1.73g de TBA (120 mM) dans 100ml d’une solution Tris (26 mM).

% Lasolution de TCA - BHT :

1g de BHT (Butylehydroxytoluéne) dans 100 ml de TCA (acide trichloracétique) a 20%.



3. Dosage des taux des AOPP

% Tampon phosphate (pH=7.4) :

Na2HPO4 (0.1M) : 3,4 g dans 240 ml deau distillée
NaH2PO4 (0.1M): 4,8 g dans 240 ml d‘eau distillée

% lodure de potassium (KI, 1.16 M) :
4.46 g dans 23,16 ml de H20

4. Dosage du glutathion

% L’acide salicylique (0,25%) :

Dissoudre 250 mg d’acide salicylique dans 100 ml d’eau distillée

% Solution Tris (0,4 M), EDTA (0,02 M) pH 9,6 :

% Dissoudre 12,114 g Tris et 1,871 g EDTA dans 250 ml d’eau distillée et ajuster le pH a
9,6. DTNB (0,01 M) :

Dissoudre 20 mg DTNB dans 5 ml de méthanol absolu (préparation le jours meme).

5. Dosage de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GSH-Px)

% GSH (0.1 mM) :

Dissoudre 3,073 mg GSH dans 100 ml d’eau distillée.
% TCA (1%) :

Dissoudre 1 g TCA dans 100 ml d’eau distillée.

< DTNB (1,0 mM) :
Dissoudre 20 mg DTNB dans 50 ml de méthanol absolu.

6. Dosage de I’activité enzymatique de la Glutathion-S-Transférase (GST)
¢+ Tampon phosphate (0.1 M, pH 6) :
Solution A, dissoudre 3.58g Na;HPO4 (12 H20) dans 100 ml d’eau distillée.
Solution B, dissoudre 1.38 g NaH2PO4 (2 H20) dans 100 ml d’cau distillée.
Meélanger 12.3 ml de la solution A avec 87.7 ml de la solution B
% Mélange CDNB (1mM) GSH (5mM) :
Dissoudre 20,26 mg CDNB et 153.65 mg GSH dans 1 ml d’éthanol absolu puis dans 100 ml

de tampon phosphate.

7. Dosage de I’activité enzymatique de la superoxyde dismutase (SOD)
% Le tampon phosphate (50 mM), PH=7, 8 :
Na2HPO4 : 4,476g, NaH2PO4 : 1,95g : dans 250ml d‘eau distillée



% La solution de Na2 — EDTA : 50mg dans 50 ml de tampon phosphate. La solution
EDTA — Méthionine (0,1 mM, 13 mM) :
11,16 ml (Na2 — EDTA) + 580 mg Méthionine et compléter a 100 ml par le tampon
phosphate.
% La solution de NBT (75 uM) :
10, 79 mg dans 5ml de tampon phosphate.
% La solution de Riboflavine (2 uM) :
10 mg dans 100 ml de tampon phosphate.

8. Dosage de ’activité enzymatique de la catalase

¢ Tampon phosphate (0.1 M, pH 7.4) :
Solution A, dissoudre 6,24 ¢ NaH2PO4 (2 H20) dans 200 ml d’eau distillée.
Solution B, dissoudre 14.32 g Na2HPO4 (12 H20) dans 200 ml d’eau distillée.

Mélanger 16 ml de la solution A avec 84 ml de la solution B.
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