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Résumé

La phytothérapie a joué un role majeur dans le traitement de nombreuses maladies
contemporaines, et comme on le sait le stress oxydatif est la cause la plus importante de
bon nombre de ces maladies. C'est dans ce contexte que nous avons décidé de commencer
notre étude sur 1’effet de la gomme de assa-foetida avec différentes concentrations (5, 10,
20, et 30 mg /ml) pendant 3 heures, sur quelques biomarquerus de stress MDA /activité
CAT chez un modele cellulaire, ciliés d'eau douce : Paramecium sp, considéré comme un
indicateur biologique bien adapté aux études toxicologiques. Les résultats obtenus ont
montré une évolution du taux de la principale molécule biologique (les protéines totales),
Nous observons une augmentation trés hautement significative du taux des protéines
totales dans la derniere concentration (30mg/10ml) avec (2,34 pg/mg) de PF par rapport
aux témoins (1,34 pg/mg) de PF chez les paramécies. Durant la période de 3 heures nos
résultats ont révélé une augmentation significative avec un (p=0,05) du niveau de MDA
par rapport au témoin dans les deux doses (D1 = 0,527 uml/mg) et (D3 = 0,536 ml/mg) et
une augmentation tres hautement significative dans la plus forte concentration (D4 =
0,420 ml/mg) avec un (p=0,001) par rapport au témoin . Dans la présente étude, I'activité
CAT s'est révélée étre augmentée apres 3 heures d'exposition a la gomme de assa-foetida.
Les résultats ont montré une augmentation tres significative de (D1 = 1682,16
umol/min/mg) protéines, (P = 0,001), et significative de (D4 = 2511,02 ml/mg), (P =
0,027 /0) par rapport au contrdle, une augmentation tres significative de (D3 = 1781,08

ml/mg) et une augmentation non significative de D2 par rapport au témoin.

A partir de ces résultats, on peut dire que la gomme de résine de Ferula assa-foetida a
perturbé le métabolisme global des paramécies, cette perturbation s’est manifestée par
I’augmentation du taux de protéines totales qui est lui-méme révélateur d’une perturbation
du métabolisme cellulaire, et une augmentation des indicateurs oxydatifs du stress MDA
et I’activité CAT.

Mots clés : L'assa-foetida, Paramecium sp, biomarqueurs, stress oxydatif.



Summary

Herbal medicine has played a major role in the treatment of many contemporary
diseases, and as is known oxidative stress is the most important cause of many of these
diseases. It is in this context that we decided to begin our study on the effect of assa-
foetida gum with different concentrations (5, 10, 20, and 30 mg/ml) for 3 hours, on some
MDA stress biomarkers / CAT activity in a cellular model, freshwater ciliates:
Paramecium sp, considered as a biological indicator well suited to toxicological studies.
The results obtained showed an evolution in the level of the main biological molecule
(total proteins). We observed a very highly significant increase in the level of total
proteins in the last concentration (30mg/10ml) with (2.34 pg/mg) of PF. compared to
controls (1.34 pg/mg) PF in paramecia. During the 3 hour period our results revealed a
significant increase with a (p = 0.05) in the level of MDA compared to the control in the
two doses (D1 = 0.527 uml/mg) and (D3 = 0.536 ml/mg) and a very highly significant
increase in the highest concentration (D4 = 0.420 ml/mg) with a (p = 0.001) compared to
the control. In the present study, CAT activity was found to be increased after 3 hours of
exposure to assa-foetida gum. The results showed a very significant increase in (D1 =
1682.16 umol/min/mg) protein, (P = 0.001), and significant increase in (D4 = 2511.02
ml/mg), (P = 0.027 /0) compared to the control, a very significant increase in (D3 =

1781.08 ml/mg) and a non-significant increase in D2 compared to the control.

From these results, we can say that Ferula assa-foetida resin gum disrupted the overall
metabolism of paramecia, this disruption was manifested by the increase in the level of
total proteins which itself reveals a disruption of cellular metabolism, and an increase in

oxidative stress indicators MDA and CAT activity.

Key words: Assa-foetida, Paramecium sp, biomarkers, oxidative stress.
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Introduction

Les plantes médicinales sont utilisées depuis I'antiquité, pour soulager et guérir les
maladies humaines. En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de
centaines, voire des milliers de composés naturels bioactifs appelés: les métabolites
secondaires (Boudjouref, 2011), ces dernieres, en particulier sont doués de multiples vertus
thérapeutiques. 1ls jouent un réle trés important, principalement dans la lutte contre les
cancers, les maladies cardiovasculaires et la peroxydation lipidique, expliquant ainsi leur

grande utilisation dans la fabrication des médicaments (Bruneton, 2009).

L'asa-foetida, également appelée "férule persique”, est une substance résineuse
d'origine végeétale, utilisée principalement en cuisine et en médecine traditionnelle. Elle
provient de la plante Ferula assa-foetida, qui appartient a la famille des Apiaceae. La récolte
de cette résine s'effectue en incisant les racines de la plante et en recueillant le latex qui
s'écoule. Ce dernier se solidifie ensuite au contact de I'air, formant des blocs ou des granules
(Alireza et al., 2019).

Caractérisée par son odeur forte et désagréable, I'asa-foetida est surtout utilisee
comme condiment dans la cuisine indienne et moyen-orientale pour relever les plats grace a
sa saveur légerement piquante et amere. En médecine traditionnelle, elle est reconnue pour ses
propriétés digestives, antispasmodiques et expectorantes, bien que certaines de ces vertus

n'aient pas été scientifiquement prouveées (Alireza et al., 2019).

L’organisme humain subit un phénomeéne d’oxydation ce qui engendre une
surproduction des especes réactives de I’oxygene ERO, parmi lesquels des radicaux libres,
responsable a I’établissement d’un stress oxydatif. Ce dernier est la cause de dommages dans
les molécules biologiques (ADN, protéines, glucoses et lipides), d’ou I’apparition de plusieurs
maladies, telles que le cancer et I’athérosclérose (Evans, 1999 et Favier, 2003). Afin de lutter
contre ces radicaux nocifs, I’organisme humain utilise des systemes de défense antioxydants
endogenes (superoxyde dismutase et catalase...etc.) et exogenes apportés par 1’alimentation

(Pham-Huy et al., 2008) .

Bref, le but de notre mémoire est axé sur ’effet de la gomme résine d’une plante
médicinale dont le nom scientifique est Ferula assa-foetida, sur quelques biomarqueurs
de stress MDA et I’activité CAT chez parameciun sp. Le choix c’est porté sur ces organismes

unicellulaires (Protozoaires), pour leurs facilit¢ d’observation présentent caracteres
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physiologiques comparables a celle des cellules épithéliales des étres humains, facilement

accessibles a un plus grand nombre d’observateurs (Arnaiz et al., 2020).

Pour atteindre cet objectif, nous avons divisé notre étude en deux parties, la premiere est

une synthése bibliographique, divisé en trois chapitres:
» Chapitre 01: Généralité Sur Ferula assa-foetida
» Chapitre 02: Biologie de Paramecium sp
» Chapitre 03: Stress oxydant
Quant a la deuxieme partie expérimentale comporte deux chapitres:

» Chapitre 01: Matériels et Méthodes
» Chapitre 02: Résultats et Discussion

Et enfin une conclusion générale et des perspectives.
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Chapitre 01 : Généralité Sur Ferula Assa-Foetida

1. Famille des Apiacées

La famille des Apiacées est une famille de plantes appartenant & la classe des
Magnolopsida (Dicotylédones). Elle est composée d’environ 3 511 espéces réparties en 446
genres dont 3 ont été inclus dans notre étude : Dorema, Ferulago et Ferula. Cette famille est
présente sur presque tout le globe, mais surtout dans les régions tempérées de 1’hémisphéere
nord et les montagnes tropicales. C’est une famille relativement homogene, caractérisée par
son inflorescence typique, 'ombelle. Il s’agit de plantes herbacées, annuelles, bisannuelles ou
vivaces, parfois arbustives. Les feuilles sont alternes, composées, rarement simples. Souvent,
les pétioles sont élargis a leur base, engainant la tige. La tige est souvent creuse, les fleurs
sont réunies en ombelles simples ou composées, munies de bractées appelées involucelles a la
base. Elles comptent 5 pétales et 5 étamines et un ovaire biloculaire. Les fruits sont formés de

2 méricarpes accolés a un axe central, le carpophore, se separant a maturité (Abedini, 2013).

La famille des Apiacées contient des plantes alimentaires (la carotte, Daucus carota L.),
des condiments (le cumin, Cuminum cyminum L.), des plantes médicinales (le khella, Ammi
visnaga (L.) Lam. et le fenouil, Foeniculum vulgare L.) ainsi que des plantes toxiques (la
grande cigué, Conium maculatum L.) (Abedini, 2013).

2. Genre Ferula

La flore algérienne comprend 5 espéces de Ferula dont 2 sont endémiques (Quezel et
Santa, 1962). Ce sont des plantes vivaces, a tige mesurant de 1-4 m, creuse, glabre, robuste,

et a racines épaisses. Les feuilles sont toutes composées en laniéres linéaires.

Les fleurs sont jaunes, en ombelles a 5-40 rayons, les latérales plus petites que la centrale
et souvent stériles et a involucelle nulle ou a plusieurs folioles. Le calice a 5 dents ; les pétales
sont ovales, acuminés, entiers, a pointe dressée ou courbée en dedans, les styles sont étalés ou
réfléchis. Le fruit est ovale ou oblong, comprimé par le dos, glabre, entouré d’un rebord plan ;
les méricarpes sont a 5 cotes, les trois dorsales filiformes, égales, les deux marginales
dilatéesen aile aplanie; les vallécules sont a plusieurs bandelettes, le carpophore est libre,

bifide et les graines sont a face commissurale plane (Coste et al., 1998).

Les plantes du genre Ferula L. croissent souvent dans les régions arides. Ce genre

comporte environ 150 especes présentes du bassin méditerranéen jusqu’a 1’Asie centrale

(Pimenov et al., 1993).
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De nombreuses espéces de Ferula sont connues depuis I'antiquité en tant que sources de
gommes-oléorésines (des sécrétions obtenues par entailles répétées de la partie supérieure des
racines) surtout le galbanum et ’ase fétide. L’ase fétide est réputée carminative et

spasmolytique (Jean, 2009).
3. Ferula assa-foetida

Nom scientifique : Ferula assa-foetida

Nom vernaculaires : Assa-foetida

En arabe : El haltith (<glsll), El anjudan (o))

En algérien : El hantit.

En frangais : Ase fétide, asa-feetida, ase puante, merde du diable.
En anglais : Asafetida, stinking assa, devil’s dung.

En hindi : Hing (Eskandari et Mohsen, 2016).

YV V.V V V V VY

Figure 1: Ferula assa-foetida (Bahrami, 2013)



Chapitre 01 : Généralité Sur Ferula Assa-Foetida

4. Position systématique

Selon QUEZEL et SANTA (1963), la position systématique de Ferula assa-foetida est

donnée comme suit:

Tableau 1: Position systématique de plantes Ferula assa-foetida (QUEZEL et

SANTA,1963)
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Apiales
Famille Apiaceae
Genre Ferula
Espéce Ferula assa-foetida

5. Description morphologique

Ferula assa-foetida est une plante médicinale de la famille des Apiacées. La plante est une
plante herbacée vivace avec une odeur désagréable et est souvent considérée comme la
principale source de résine oléo-gomme (OGR, un exsudat laiteux de certaines plantes qui
coagule a I'air) qui a une odeur sulfureuse caractéristique et un got amer (Golmohammadi et
al, 2016)

C'est une plante qui atteint une hauteur de 12 pieds a I'état sauvage avec une masse
circulaire de 30 a 40 cm de feuilles. Les feuilles de la tige ont de larges pétioles de gainage.
Les tiges floriféres ont une hauteur de 2,5-3 m et une épaisseur de 10 m et sont creuses. Ces
tiges floriferes ont un nombre de canaux schizogénése dans le cortex contenant des gommes
résineuses. Les fleurs sont petites et sales, de couleur jaune, produites en grosses ombelles
composées. Les fruits de cette plante sont ovales, minces, plats, de couleur brun rougeatre et
contiennent une substance laiteuse. Les racines sont épaisses, massives et pulpeuses. L'odeur
nauseabonde provient de la résine comme la gomme extraite des tiges et des racines

(Kareparamban et al, 2012).
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6. Répartition géographique

L'espéce Ferula assa-foetida est originaire d'Afghanistan et d'Iran. Il a été distribué dans
toute la région méditerranéenne en Asie centrale. En Inde, il a été largement cultivé au

Cachemire et dans certaines parties du Pendjab ( Kareparamban et al, 2012).

7. Composition chimique

Assa-foetida riche en gomme (galactane) 25 %, resine 62 % (acide férulique libre,
asaresinotanol, ester férulique de asaresi notanol, soluble a I’éther), essence, contenant des

sulfates organiques et pinéne (Khalighi-Sigaroodi et al., 2005)

8. Utilisations

De nombreuses especes de Ferula sont connues depuis I'antiquité en tant que sources de
gommes-oléorésines (des sécrétions obtenues par entailles répétées de la partie supérieure des
racines) surtout le galbanum et I’ase fétide. L’ase fétide est réputée carminative et

spasmolytique (Bruneton, 2009). Elle est rarement toxique.

Ferula assa-foetida est une source d’ase fétide, utilisée comme ardme alimentaire. Cette
plante posséde des propriétés expectorantes, carminatives, laxatives, stimulantes,
antispasmodiques et anthelminthiques. Par ailleurs, elle est traditionnellement utilisée pour le
traitement de diverses maladies telles que la grippe, I’asthme, I’épilepsie, les flatulences, et les

parasitoses intestinales (Abedini, 2013).

De récentes études pharmacologiques et biologiques de la gomme-oléorésine ont
également montré plusieurs activités, comme anti-oxydante, antivirale, antifongique, chimio-

préventive, antidiabétique, antispasmodique, hypotensive, et molluscicide (Abedini, 2013).

Anti flatulent: Assa-foetida réduit la croissance de la microflore indigene dans I'intestin,
ce qui réduit la flatulence assa-foetida est utilisé comme medicament contre les flatulences et

la constipation. (Hemla et al, 2009).

Lutte contre la grippe: Assa-foetida a éte utilisé en 1918 pour lutter contre la pandémie de
grippe espagnole. En 2009, les chercheurs ont signalé que les racines d'Assa-foetida
produisent des composés antiviraux naturels qui ont démontré leur puissance contre le virus
HIN1 in vitro et ont conclu que «les coumarines sesquiterpeniques de fassa-foetida peut
servir de composés prometteurs pour le développement de nouveaux médicaments contre
I'infection virale A (HIN1) » (Mohamed et al, 2009).
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Antimicrobien: Assa-foetida a un large éventail d'utilisations en médecine traditionnelle
comme un antimicrobien, avec des utilisations bien documentées pour le traitement de la

bronchite chronique et la coqueluche, ainsi que la réduction des flatulences(Srinivasan,2005).

Un contraceptif/ abortif: Assa-foetida a également été signalé avoir une activité
contraceptive/ abortif. 1l est apparenté (et considéré comme un substitut inférieur) a I'ancienne
espéce Ferulasilphium (John, 1992).

Antiépileptique: Assa-foetida oléo-gomme-résine a €té signalé pour étre antiépileptique
dans Unanime classique, ainsi que la littérature ethnobotanique ( Abdin et al. ). Assa-foetida
a été utilise comme une épice et une phytomédecine folklorique pendant des siécles. Assa-
foetida a une odeur sulfureuse caractéristique et un goQt amer. Il est utilisé commeune épice
aromatisant dans une variété d'aliments, en particulier en Inde. En outre, les Népalais le
consomment régulierement dans leur alimentation quotidienne, et I'assa-foetida a des vertus

aphrodisiaques, sédatives et diurétiques (Golmohammadi et al., 2016).
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1. Définition

La paramécie est ’'un des premiers organismes unicellulaires a avoir été observé
aumicroscope. Depuis lors, sa facilité de culture, sa grande taille (120 pm de longueur en
moyenne et 48 um de largeur environ), la facilit¢ d’observation de ses fonctions
cellulairesvariées en ont fait un modele d’étude privilégié pour les biologistes cellulaires. Elle
est abondante dans les étangs d'eau douce et appartient au groupe d'organismes appelés
protozoaires. La plupart d'entre eux sont microscopiques avec plus de 80 000 espéces

différentes identifiées (Samworth et Morgan, 2000).

2. Biologie et morphologie

La paramécie est une cellule unique fusiforme, quatre fois plus longue que large,
enflée dans sa partie moyenne. Les deux extrémités d’une paramécie sont morphologiquement
distinctes, I’extrémité antérieure est émoussée, arrondie alors que 1’extrémité postérieure a la

forme d’un cone (Beaumont et Cassier, 1998).

La paramécie comporte au niveau cortical plus de 4000 cils . Comme tous les ciliés,
la paramécie possede deux types de noyaux : Le macronoyau dit noyau somatique qui est
transcriptionnellement actif et est responsable de I’expression des genes durant le cycle
végétatif, et deux micronoyaux, dits noyaux germinaux, qui sont transcriptionnellement
inactifs et subissent la méiose lors des processus sexuels. Leur cytoplasme limité par une
mince cuticule présente une zone périphérique hyaline et visqueuse, cette cuticule résistante,
souple et ¢€lastique, limite I’amplitude des déformations du corps de la paramécie. Apres toute
déformation, grace a la présence de cette différenciation superficielle le corps de la paramécie

reprend sa forme initiale (Beaumont et Cassier, 1998).

La paramécie présente des fonctions cellulaires diverses au méme titre que les
métazoaires. En effet, elle posséde un systeme de transport vésiculaire jouant un réle analogue
au systeme digestif. Une partie des cils assure la prise de nourriture via son appareil oral, en
forme d’entonnoir, dans lequel les bactéries vont entrer par endocytose. Aprés formation de
vésicules digestives et dégradation des éléments ingérés par les enzymes qu’elles contiennent,
ces vésicules vont étre exocytées via le cytoprocte. Afin d’éliminer les déchets liquides et de
maintenir la pression osmotique, les paramécies sont également pourvues de deux vacuoles
pulsatiles (Bengueddach, 2016).
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Paramecium on
Miczcape

Figure 3: Organisation générale de la paramecie (Bengueddach, 2016). (A) Observation
de la région ventrale, marquée avec un anticorps reconnaissant les cils ; (B)
Représentation schématique des principaux organites.
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3. Classification de la paramécie:

D’aprés Mller, 1773 (Cudmore et al., 1978), les paramécies appartiennent au :

v

AN N NN

Régne :Protista
Embronchement : Ciliophora
Classe :Oligohymenophora
Ordre : Peniculida

Famille : Parameciidae

Genre : Paramecium

4. Locomotion

La surface extérieure de la cellule est recouverte de plusieurs centaines de minuscules

structures ressemblant a des cheveux appelées cils. Ceux-ci agissent comme des rames

microscopiques pour pousser a travers I'eau, permettant a I'organisme de nager. La vitesse de

déplacement est environ quatre fois sa propre longueur par seconde. Il se déplace si

rapidement que les microscopistes doivent ajouter un agent épaississant a I'eau pour la ralentir

et I'étudier. En se déplacant dans I'eau, il tourne sur son axe et de petites particules de débris et

de nourriture sont collectées et balayées dans 1'cesophage. Si le Paramecium rencontre un

obstacle, il s'arréte, inverse le battement des cils, nage en arriere, tourne a travers un angle et

avance a nouveau sur un parcours légerement différent (Samworth et Morgan, 2000).

5. Alimentation

L’alimentation chez la paramécie s’effectue selon les étapes suivantes :

Capture de la nourriture : Les cils spéciaux qui couvrent la bouche ont pour réle de
produire un courant d’eau attirant les particules et les proies (débris végétaux,
bactéries, algues unicellulaires). Il se forme ainsi, autour des particules, une vacuole

digestive qui est attirée dans le cytoplasme (Samworth et Morgan, 2000).

Digestion et excrétion: Dans la vacuole digestive, les aliments sont digéres par des
diastases (digestion acide, puis basique). Les produits de la digestion sont ainsi
absorbés par le cytoplasme et les débris sont rejetés a 1’extérieur de la cellule par

exocytose (Samworth et Morgan, 2000).
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6. Respiration

Les paramécies sont avides d’oxygeéne, leur respiration se fait par des échanges gazeux
avec I’environnement exclusivement par la surface corporelle car présentant un rapport

surface / volume donc surface / masse corporelle élevé (Wehner et Gehring, 1995).

1. Reproduction

+ Reproduction asexuée : Les paramécies se multiplient surtout de facon asexuée par
division binaire transversale. Cette division débute par celle de I’appareil nucléaire: le
micronoyau subit ainsi une mitose et le macronoyau s’étire, s’étrangle et se sépare en
deux. Ensuite, les organites se dupliquent puis le cytoplasme s’étrangle : il y a alors
séparation des deux cellules filles. Ce rythme de division est rapide (de deux a trois fois
par jour pour un individu) (Purves et al., 2000).

+ Reproduction sexuée : Il existe aussi une multiplication sexuée appelée conjugaison qui
se produit apreés un assez long temps d’élevage en culture (privation de nourriture). Deux
ciliés s’accolent par leur péristome, les cils tombent et les cytoplasmes entre en

communication (Purves et al., 2000).

Chez Paramecium tetraurelia, le processus de conjugaison dure normalement entre 5et 6
heures a 27-29°C. Exceptionnellement, les cellules peuvent rester attachées deux par deux
pour des périodes plus longues a la région du cbne paroral. En effet, parfois la connexion
cytoplasmique entre conjuguants dans la région parorale ne se rompt jamais, et des doublets

permanents sont formeés (Purves et al., 2000).

7. Choix de la paramécie comme modele biologique:

Les paramécies sont non seulement caractérisées par une organisation complexe mais jouent
aussi, un role important dans le fonctionnement des écosystémes d’eau douce. Elles sont,

donc, d’excellents bio-indicateurs puisqu’elles présentent de nombreux avantages, a savoir :

e Leur large distribution géographique (Bennett et al., 1992), leur abondance de méme
que leur facilité d’identification (Bennett et Cubbage, 1992, Marchese et Brinkhurst,
1996).

e Leur facilité de culture en laboratoire ainsi que leur multiplication rapide (cycle de vie
court) (Dragesco, 1986 ; Beal et Anderson, 1993 ; Kamola, 1995).

11
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La paramécie constitue un modele biologique de choix pour la modélisation des tests de
cytotoxicité et I’étude des effets aigus et chroniques des toxiques et éventuellement leur

bioaccumulation (Chapman, 2001).

Elles permettent I’étude des mécanismes d’action des xénobiotiques a différents niveaux
d'organisation de la cellule (échelles cellulaire, subcellulaire et moléculaire) (Rouabhi et
al., 2006).

Leur mobilité grace a des cils possedant la méme structure que ceux des cellules
épithéliales respiratoires des mammiferes (Graf et Stahr, 1999), d’autant plus que les
battements ciliaires chez les mammiferes sont parfaitement comparables a ceux de la

paramécie, Tetrahymena,...etc, (Berrebbah, 1990).

Leur sensibilité¢ en tant que cellules eucaryotes et leur organisation exposent leurs
récepteurs a l'environnement externe, les faisant réagir parfaitement a des stimuli

environnementaux (Venkateswara et al., 2006).

Toutes ces caractéristiques biologiques font des paramécies un outil pertinent pour la

détection et I’évaluation des perturbations environnementales (Amaroli, 2010).
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1. Stress oxydant

Le stress oxydant est défini comme un désequilibre entre les processus biochimiques de
production des ERO et ceux qui sont responsables de leur controle et I’élimination de ces

ERO (Sayre et al., 2005).
A titre d’exemples quelque cas favorisant cet état est:

e L'introduction dans la cellule des radicaux libres ou d'espéces réactives oxygénées
(Polluants photochimiques pénétrant I'organisme via le systéme respiratoire, I'alimentation

ou les mugueuses).

e Un défaut du systeme de protection, par exemple une mutation inactivant une des

enzymes du systéme de protection ou une carence en une des vitamines.

e L'introduction dans la cellule ou dans un organe des molécules hautement réactives, par
exemple nanoparticules (trés petite et a surface spécifique trés développée). Si celles-ci
sont nombreuses, les macrophages n'arrivent plus a les traiter et peuvent libérer leurs
oxydants dans Il'organisme provoquant une réaction inflammatoire exacerbée (Bartosz,
2003).

e |l est potentiellement impliqué dans le développement du vieillissement ou de
pathologies associées au vieillissement (maladies cardio-vasculaires et neuro-
dégénératives, cancer, diabete, dégénérescence maculaire, asthme...) est un facteur
d'inflammation et de mutagenéese, mais il est aussi jouerait un role dans la maladie
d’Alzheimer (Haleng et al., 2007).

Figure 04: Balance entre les pro-oxydants (ERO) et les antioxydants(Reuter, 2010).
14
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2. Dérivés actifs de ’oxygene
2.1. Définition

Un radical libre se définit comme tout atome, groupe d’atomes ou molécule possédant un
¢lectron non apparié (célibataire) sur I’orbitale externe. Cette caractéristique lui confére une
réactivité importante : les radicaux libres réagissent avec des molécules plus stables pour
capter ou céder leurs électrons, créant ainsi de nouveaux radicaux en initiant des réactions en

cascade (Januels, 2003).

Sa durée de vie est tres courte (quelques millisecondes voir quelque nanosecondes)
(Massart, 2011). Dans certaines conditions métaboliques, la réduction de 1’oxygéne (02) est

incompléte et aboutit a la formation de radicaux libres.

Les EAO incluent les RL et des composés réactifs oxydants non radicalaires (sans
¢lectrons libres dans leur couche externe) comme le peroxyde d’hydrogéne (H202), I’acide

hypochloreux (HOCI), et I’ozone (O3) (Patrick, 2006).

Des radicaux oxygénés caractérisés par un électron non apparié (1’anion superoxyde O2-, les

radicaux hydroxyles HO., peroxyle ROO., alkoxyle RO.) (Januels, 2003).

Ces espéces oxygénées sont formées en faible quantité dans les conditions Physiologiques
(au sein de la chaine respiratoire mitochondriale, lors de réactions Inflammatoires) mais elles
sont éliminées rapidement par le systeme antioxydant cellulaire (Januels, 2003), mais, 1’état
d’un déséquilibre peut se produire quand le systeme de défense antioxydant est surmené par
I’augmentation des oxydants ou lorsque les défenses sont affaiblies par une carence d’apport

et/ou de production d’antioxydants (Kirschvink et al 2008).

2.2. Formation des dérivés actifs de I’oxygeéne

La principale source d’ERO est la chaine de transfert d’électron des mitochondries; la
production d’oxydant par les neutrophiles et les macrophages est également une source
importante qui dépend de [Dactivité enzymatique de la NADPH-oxydase pendant
I’emballement oxydatif «respiratory burst» des cellules inflammatoires (Lamprecht et al
2004). D’autres sources dépendent d’enzymes comme les xanthines oxydases, les oxydases
membranaires, les synthétases de 1’oxyde nitrique, qui produisent physiologiquement des

oxydants (Radak et al., 1995).
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La présence de pro-oxydants peut transformer les oxydants en des formes plus réactives,

comme par exemple, le fer qui favorise la transformation du peroxyde d’hydrogéne (H202)

en radical hydroxyle (HO*) (Kirschvink et al 2008).

Dans les mitochondries qui produisent en particulier des radicaux superoxydes (¢O2 -) et
des H202, la présence simultanée d’AGPI, de protéines, d’oxygeéne, d’électrons, et de fer,
font des membranes mitochondriales un site particulierement sensible aux attaques
radicalaires (Massart, 2011). L’oxygéne est 1’accepteur final d’électron en provenance des
substrats énergétiques, sa réduction ne peut se faire qu’un électron a la fois (réduction
univalente) et dece fait il résulte une production inévitable d’intermédiaires tres réactifs. Il est

estimé que 2 a 5% de 1’oxygéne consommé est transformé en *O2 - (Massart, 2011).

3. Cibles des dérivés actifs de I’oxygéne
3.1. Cibles lipidiques

L’oxydation des lipides ou peroxydation lipidique, correspond a la détérioration oxydative
de doubles liaisons d’acides gras insaturés (AGI), dans des esters de glycérol (tissu adipeux),

de phospholipides (membranes), ou de cholestérol (Valko et al., 2007 ).

Les acides gras polyinsaturés sont les cibles privilégiées des ROS radicalaires en raison de
leurs hydrogénes bis-allyliques facilement oxydables. Plus I’acide gras est insaturé et plus il
est susceptible d’€tre peroxydé, c’est a dire dégradé par un processus oxydant non

enzymatique. (Valko et al., 2007 ).

3.1.1. Peroxydation non enzymatique

Il s’agit d’un enchainement de réactions radicalaires organis€ées en trois phases

successives:

L’initiation, la propagation et la terminaison (Halliwell et al., 1989). La phase d’initiation
consiste en la création d’un radical d’acide gras R a partir 1’attaque par un RL d’un des
groupes méthyléne (CH2 -) de I’acide gras adjacent a une double liaison par soustraction d’un
atome d’hydrogéne (H.). Cette déshydrogénation peut étre provoquée par un initiateur
radicalaire tel que HO. ou HOO. (Clarkson et al., 2000).

Le radical lipidique R. subit ensuite un réarrangement moléculaire pour donner un radical

avec une structure de diéne conjugué, plus stable, qui peut réagir avec une molécule d’O2 et
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former un radical peroxyle (ROQ.). Ce radical est suffisamment réactif pour arracher a

nouveau, un H. a un acide gras polyinsaturé voisin, propageant ainsi la réaction.

L’ hydroperoxyde lipidique (ROOH) formé peut étre oxydé en présence de Fe2+ ou Cu2+
et entralner la formation d’alcanes et d’aldéhydes. La réaction en chaine peut étre
heureusement interrompue (phase de terminaison) par 1’association de deux radicaux libres et
la formation d’un composé stable ou le plus souvent par la réaction du radical avec une

molécule antioxydante ( Januels, 2003) .
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Figure 05: La peroxydation lipidique non enzymatique (Januels, 2003)
3.1.2. Conséquences de la peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique spontanée s’avére toujours néfaste. Dans les conditions

physiologiques normales, elle refléte la toxicité de ’oxygene et a plusieurs conséquences:

e La présence d’un groupement peroxyde perturbe les interactions hydrophobes
lipides/lipides et lipides/protéines, ceci conduit a des altérations structurales des

membranes et des lipoprotéines.

e La fluidité des membranes est diminuée et la perméabilité est augmentée, des enzymes

et des récepteurs membranaires sont susceptibles d’étre inactivés.
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e Les hydroperoxydes lipidiques sont a leur tour la source de radicaux libres qui peuvent
induire des modifications secondaires des autres membranes et/ou des constituants des

lipoprotéines (Kuhn et al., 2002).

e (Ceci met en péril I’intégrité des organites et/ou de la cellule et peut conduire a une

lyse des organites comme de la cellule.

3.2. Cibles non lipidiques

La production excessive de radicaux libres est responsable de lésions directes de molécules
biologiques (oxydation de 1I’ADN, des protéines, des glucides), mais aussi de Iésions
secondaires dues au caractere cytotoxique et mutagéne des produits libérés, notamment lors
de I’oxydation des lipides. (Valko et al., 2007 ).

3.2.1. L’oxydation des sucres

Les sucres sont attaqués par les ERO (H202, «O2-, *OH ou des radicaux peroxyles d’AG),
avec abstraction d’hydrogéne au niveau d’une des liaisons CH-OH. Le radical alkyles (*C-
OH) ainsi formé se combine immédiatement avec de 1’oxygene pour former un carbonyle
(C=0) et expulser un radical hydroperoxyde (¢*OOH). L’opération se prolonge jusqu'a former
un composé dicarbonylé. Par auto-oxydation (RL), des sucres comme le glucose forment des
composés dicarbonylés (contenant deux C=0), dont les plus connus sont les glyoxal et les
glycolaldéhydes, qui pourront se lier a des protéines par réaction de Maillard et altérer les
propriétés chimiques de celles-ci. Ceci a été démontré chez des diabétiques et a été corrélé
avec la sévérité de la maladie au travers des protéines glycosylées. La glyco-oxydation des
sucres et la glycation des protéines a également été mise en évidence dans les agglomérats de

protéines caractéristiques de certaines maladies neurodégénératives.(Massart, 2011).

3.2.2. L’oxydation des protéines

A cause de leur abondance dans 1’organisme, les protéines sont une cible importante des
ERO. Il a été estimé que les proteines pouvaient piéger la majorité des ERO genérés (50—
75%). Leur oxydation affecte la fonction des protéines qui peuvent se fragmenter ou former
des agglomérats les rendant susceptibles a la protéolyse, et résulte en la formation de
protéines carbonylées (PC) dont I’accumulation peut étre dosée comme témoin de 1’oxydation
(Clarkson et al., 2000). Suivant leur nature les acides aminés subiront des attaques
radicalaires présentant des successions de réactions différentes. Toutefois 1’oxydation des

acides aminés est similaire a celle des sucres et implique une attaque radicalaire
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(LOO*—LOOH, ou autre) sur un des groupes méthyle li¢ a un atome d’azote. Le radical
d’acide aminé obtenu réagira avec 1’oxygene pour former un composé avec expulsion d’un
radical peroxyde d’hydrogéne ou d’un peroxyde d’hydrogéne, le composé obtenu étant

ensuite transformé en un aldéhyde (Spiteller, 2006).

3.2.3. Oxydation de ’ADN

Les ADN nucléaire et mitochondrial constituent une cible cellulaire importante. Les
attaques radicalaires au niveau des désoxyriboses ou des bases puriques et pyrimidiques
peuvent conduire a leur oxydation ainsi qu’a des coupures mono- ou double-brin de I’ADN,

responsables éventuellement de mutations pouvant aboutir a la mort cellulaire (Imlay, 1988).

De puissants systémes de réparation (glycosylases, endonucléases) permettent d’assurer

dans la plupart des cas la conservation du génome (Januels, 2003).
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Figure 06: Principales classes de dommages de ’ADN due au stress oxydatif (Favier
2003)
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4. Systéme de défense (Antioxidants)

Les antioxydants sont des substances qui inhibent ou ralentissent 1’oxydation d’un substrat.
Ils sont présents sous de nombreuses formes et peuvent intervenir en prévention de la
formation des radicaux libres, aussi bien que pour participer a leur élimination (antioxydants
primaires et secondaires). Pour se protéger du stress oxydant, les organismes ont développé
un arsenal d’antioxydants (Fetoni et al., 2019). 11 existe deux classes d’antioxydants : les
endogénes et les exogenes (Saez and Estan-Capell, 2017).

Les antioxydants endogénes sont principalement les enzymes superoxyde dismutase,
catalase et glutathion peroxydase dont les mécanismes sont développés plus haut. La
deuxiéme partie permet d’appréhender les antioxydants exogeénes qui sont, par définition,
apportés de I’extérieur par exemple par I’alimentation. Figure 7 représente la coopération des
différents enzymes antioxydants (Baudin, 2020).

H20+ /z (o THE ANTIOXIDANT STRATEGY]

o I
l Fe“/ Cu*
> ‘ OH+ OH"
m'.'- $202(zL 00N .02 l (++02) I

+
02 2 GSH NADP
GSHR
GSSG NADPH + H’
H20+ Ya 02
(- LOH)

Figure 07: Les principales enzymes antioxydants (Sédez and Estan-Capell, 2017).
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4.1. Antioxydants endogeénes

Nous verrons ici les principales enzymes permettant de lutter contre le stress oxydant.

4.1.1. Super oxydase dismutase (SOD)

Il s’agit d’une des premicres lignes de défense contre les radicaux libres est I'un des
antioxydants enzymatiques intracellulaires les plus efficaces. Le SOD accélére la dismutation
de (O2-+) en O2 et H2 O2. Pour cette raison, cette enzyme représente une partie importante du
systeme de défense contre les radicaux libres. Les différents isoformes se distinguent

également par leur localisation cellulaire (Favier, 2003):

Les SOD a manganése situées dans la mitochondrie (Mn-SOD), les SOD a cuivre-zinc (Cu,
ZnSOD) retrouvées dans le cytoplasme et les SOD extracellulaires (EC-SOD) localisées dans

les fluides extracellulaires (Favier, 2003, Migdal and Serres, 2011).

4.1.2. Catalase (CAT)

Les catalases sont des enzymes tétramériques chaque sous unité comporte un groupement
ferriprotorphyrine dans son site actif avec un atome de fer a 1’état Fe3+ et une molécule de
NADPH (Delattre et al., 2005). La catalase est localisée principalement dans les
peroxysomes (Bonnefont- Rousselot et al., 2003). Chez I'homme, cette enzyme se produit en
abondance dans le corps, avec la plus grande activité dans le foie, suivie par les érythrocytes,
puis les poumons (Ratnam et al.,2006). La catalase capable d’assurer la dismutation de la
H202 (généralement produit par les SOD) en eau et oxygéne moléculaire (Baudin, 2020). La
catalase est une enzyme dépendante du fer, qui entre en compétition avec la GSH-Px pour
I’H202, son utilisation devenant importante quand les quantités d’H202 sont é¢levées

(Finaud et al., 2006).

4.1.3. Glutathion réduit

Le glutathion réduit (GSH) est la principale molécule sulfhydrique responsable de la
métabolisation et I'élimination des xénobiotiques et protege les cellules contre le stress
oxydatif. Le GSH, trouvé dans toutes les cellules humaines, est le thiol le plus abondant
(Fang, 2004). Le GSH est bio synthétisé dans le corps par deux enzymes spécifiques, la y- L-
glutamyle-L-cysteine synthétase et glutathion synthétase. Le GSH est considérée comme un
bon nucléophile en raison de la forte densité des électrons sur I'atome de soufre, qui rend GSH
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fortement polarisable. Certains métabolites des médicaments peuvent étre conjugués au GSH
via le GST (Favier, 2003; Bhattacharyya et al., 2014).

4.1.4. Glutathion peroxydases (GPX)

Les glutathion peroxydases (X) sont formées de quatre sous-unités. Chacune d’entre elles
contient une cystéine dont le soufre du groupement thiol est remplacé par un atome de

sélénium : cette cystéine est donc une sélénocystéine (Baudin, 2020).

Selon leur localisation cellulaire on distingue la GPX cytosolique, la GPX plasmatique et
la GPX membranaire (Zitka et al., 2012). La GPX intervient dans un systeme bi
enzymatique, ou, combinée a la glutathion réductase (GR), et a ’aide du glutathion réduit

(GSH), elle réduit les peroxydes (H202 et ROOH), selon la réaction:
2 GSH + H202 —GS-SG + 2 H20,
2 GSH + R-OOH — GS-SG + ROH + H20,

GS-SG étant le glutathion oxydé. Le mécanisme réactionnel implique la formation d’un pont

disulfure entre deux cystéines du glutathion (Vamecq et al., 2004).

4.1.5. Glutathion réductase (GR)

La GR, quant a elle, a pour role de régénérer le GSH a partir du GSSG grace au NADPH
qui est utilis¢é comme donneur d’¢électrons. Le NADPH est fourni par la voie des pentoses-
phosphates, nécessitant 1’activité de la glucose-6-phosphate déshydrogénase (Baudin, 2020).
La GR réduit les disulfures GSSG et reconstitue le stock de GSH, pour maintenir
l'environnement cellulaire réduit et controle de 1’état d’oxydoréduction du GSH (Hellou et al.,
2012). La GR est trés élevée dans les organes de détoxication tels que le foie, les reins et les
intestins (Aouacheri et al., 2009).

4.1.6. Glutathion -S- transférase (GST)

Les GST sont des familles d'enzymes multifonctionnelles qui jouent des rdles importants.
L'importance des GST dans les organismes vivants a été mise en surbrillance pour les
défenses contre le stress oxydatif induit par les xénobiotiques. Réaction de désintoxication
induite par la conjugaison (Cummins et al., 2011). La GST a également une action indirecte
sur la détoxification des ERO puisqu’elle permet le transport du GSH vers les compartiments

cellulaires subissant des dommages oxydatifs. Elle permet la liaison du GSH a certains
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xénobiotiques ainsi qu’aux aldéhydes issus de la peroxydation lipidique. La GST a donc un
role de transport inter membranaire, de liaison et de détoxification des cellules (Tan et al.,
1986). Avec la GR et la GPX, la GST joue un réle central dans la détoxification des ROS par
le GSH. Le GST a la capacité de conjuguer une molécule de glutathion & un compose
possédant un centre €lectrophile issus du métabolisme des xénobiotiques (tel que 1’aflatoxine

B1, le benzo (a) pyréne et le paracétamol) (Deavall et al., 2012).

4.2. Antioxydants exogenes

Ce sont ceux que nous consommons tous les jours dans notre régime alimentaire,

notamment ceux contenus dans les fruits et légumes.
4.2.1. VitamineEetC

La vitamine E est une molécule antioxydante liposoluble la plus abondante de notre
organisme. Elle est présente dans les membranes cellulaires et circule dans le sang lié aux
lipoprotéines. Elle est chargée de neutraliser les radicaux libres en exces, et agit de deux
facons différentes, soit en piégeant directement les ERO, soit en régulant a la hausse les
enzymes antioxydants (Favier, 2003). La principale source de la vitamine E est nutritionnelle
(céréale, huiles végétales, poison...). La vitamine E est le nom commun utilisé pour toutes les
molécules possédant des activités biologiques identiques a celle de a-tocophérol. La vitamine
E interrompt la chaine de propagation radicalaire dans les membranes en limitant la
peroxydation des acides gras polyinsaturés (Sahnoun et al., 1997). La vitamine E peut arréter
la propagation de la peroxydation lipidique en réparant le radical pyroxyle (AGPIOQ®) par la
formation d'hydro peroxyde (AGPI-OOH). Dans cette réaction de piégeage, la vitamine E
devient a son tour radicalaire et la vitamine C la régénere (Traber et Stevens, 2011 ; Zhou et
al., 2015). La vitamine C est I'un des principaux antioxydants hydrosolubles présent dans les
fluides intra- et extracellulaires (compartiments hydrophiles). Cependant, un effet peroxydant
a été constaté en présence de Fe3+. Alors que la plupart des mammiferes sont capables de la
synthétiser. Les animaux dépourvus de cette capacité de synthese de la vitamine C doivent

donc la puiser dans leur alimentation (Saidi Merzouk et al., 2020).

La relation entre ces vitamines (E et C) et les antioxydants endogenes dans la neutralisation

des ERO est représenté dans la Figure 8
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Figure 08: Role de la vitamine E et C dans la terminaison de la peroxydation lipidique
(Zhou et al., 2015)

4.2.2. Oligoéléements

Les oligo-éléments, ce sont toutes ces molécules indispensables en quantités infimes, a
notre organisme. Fer, cuivre, zinc, tour d'horizon de ces éléments et des risques liés a leur
carence. lls peuvent concourir a la lutte contre les radicaux libres de I'oxygeéne,
potentiellement toxiques. Le sélénium agit comme une molécule antioxydante. Sélénium via
la glutathion réductase(GR) et d'autres GPX seleno- dépendante contrdle le fonctionnement
des substances caractérisées par une activité antioxydant, L'importance biologique essentielle
du sélénium est associée a sa présence dans les protéines et enzymes (Marreiro and Cruz,
2017; Zoidis et al., 2018).

Le magnésium agit comme un nutriment essentiel pour la vie humaine. Il joue un réle
important dans la régulation des canaux ioniques, la stabilisation de I'ADN, l'activation

enzymatique (Ribeiro et al., 2015).

Le cuivre est un oligo-élément essentiel jouant un réle de cofacteur dans de nombreuses
réactions enzymatiques. Son homéostasie est trés finement régulée a travers des mécanismes
complexes étant donné qu’une quantité excessive de sa forme libre est toxique. Le foie est
I’organe central de I’homéostasie du cuivre dans le corps humain, permettant son stockage, sa
redistribution et I’excrétion de 1’excés dans la bile. Lorsque sa concentration est élevée

devenir pro-oxydant et favorise la formation des ERO (Favier, 2003).
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4.2.3. Polyphénoles

Les composés phénoliques présents dans les fruits, légumes et plantes médicinales peuvent
étre séparés entre plusieurs classes. Les polyphénols jouent un grand role dans la quantité
nutritive et hygiénique des aliments. Ils interviennent également dans la digestibilité des
aliments, dans l'utilisation physiologique des proteines. Les decés dus aux infarctus du
myocarde ou par athérosclérose coronarienne sont associes au taux élevé des cholestérols de
type LDL circulant dans le sang. Les antioxydants présents dans le raisin, le thé ou les fruits
sont souvent de type phénolique. (Williamson, 2017).
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C’est au laboratoire du département de Biologie Cellulaire et Moléculaire de 1’université
de Echahid Hamma Lakhdar EL-OUED entre janvier 2024 et février 2024, que nous avons
fait une étude prospective, portant sur des paramécies traitées par la gomme résine de Ferula
assa-foetida pour étudier I’effet de cette derniére sur quelques biomarqueurs de stress (MDA,
et I’activité CAT).

1. Matériels
1.1. Matériels végétal

Le matériel végétal dans cette étude est 1’extrait gomme résine de la racine de Ferula assa-
foetida acheté du marché local d’EL-OUED, a été prélevé en pratiquant des incisions dans les
racines de la plante, ou il se présente sous la forme d'un liquide gommeux de couleur rouge

qui se solidifie avec le temps et prend forme comme dans Figure 09.

:

Figure 9: Mucilage sécrété par les racines de Ferula assa-foetida (Originale, 2024)

1.2. Matériels animal

Le matériel animal utilisé dans notre étude est un micro-organisme uni-cellulaire
d'eau douce, c’est le protiste cili¢ : Paramecium sp. La facilité d’observation de ses fonctions
cellulaires variées ont fait des paramécies un modele d’étude privilégié pour les biologistes
(Boulassel, 2014). Les paramecies présentent aussi des caracteres physiologiques comparables
a celle des cellules épithéliales des étres humains, pour la modélisation des tests de

cytotoxicité, ils constituent un excellent modéle moderne (Van Houten, 2023).
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1.3. Produits chimiques

Les produits chimiques utilisés dans notre travail de laboratoire peuvent étre clarifies
comme suit : Solution nutritive, Levure, Eau distillée, L'eau oxygénee, I'acide thiobarbiturique
(TBA), le malondialdéhyde (MDA), tris-HCI, réactif coloration bleu brillant de Coomassie
(BBC), éthanol et acide orthophosphorique, et bien d’autres.

1.4. Verreries de laboratoire

La verrerie de laboratoire la plus importante utilisée dans notre travail appliqué est la

suivante: Récipient en verre, micropipette, bécher, tubes...

1.5. Appareils

Les appareils utilisés dans notre travail de laboratoire peuvent étre clarifiés comme suit:

Etuve, Hotplate stirrer, Microscope, Spectrophotometre, centrifuges...

2. Méthodes
2.1. Préparation des colonies de Paramecium sp

Pour préparer un milieu approprié a la croissance de Culture mixte des paramécies nous

avons suivi la méthode de Beaumont et cassier (1998), comme suit :

On met la paille dans un récipient en verre, on la remplit d'eau douce (Figure), et on la
laisse dans un endroit a atmosphere modérée (le laboratoire) pendant 5 a 6 jours. Plus tard un
voile bactérien apparait sur la solution, on observe au microscope optique les paramécies et
sans coloration, dont ces derniers se nourrissent au dépend du voile bactérien. En fin
récupérer dans un tube a essai contenant 1 ml de milieu de culture et 1 ml de solution
contenant des paramécies, et laisser incuber dans une étuve a une température de 28 £ 2°C 2 a

3 jours.
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Figure 10 Paille dans un récipient en verre (Originale, 2024)

2.2. Préparation du milieu de culture

Les étapes les plus importantes de la préparation du substrat de plantation peuvent étre

résumées comme suit:

v Selon la méthode d’Azzouz et al. (2011) le milieu de culture est constitué de : 2g de
foin, 2g de blé, 2g de laitue, 1g de peau de pomme de terre, 1g de peau de concombre,

0.5g de cacahueétes.

v" On ajoute 1,5 litre d’eau distillée et on laisse bouillir pendant 15min, Ensuite, nous
I'avons filtré (a l'aide d'une machine a filtrer) et y avons ajouté de la levure pendant

qu'il était tiede.

v Aprés cela, nous avons dilué la solution du milieu de culture pour les paramécies afin

d’obtenir une croissance optimale (4 ml milieu de culture + 6 ml I’eau distillée).

v Dans des tubes, nous avons placé 1 ml de Paramecium sp et 2 ml de milieu de culture
dilué (a I'aide de micropipette) et nous l'avons laissé dans I'incubateur pendant 3 jours

a une température de 25,5.
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Figure 11: Colonie de Paramecium sp au microscope électronique (Original, 2024)

2.3. Protocol expérimental

Les étapes de préparation du processeur peuvent étre résumées comme suit:

+ Nous avons utilisé 5 bécher : 4 bécher nous y avons mélangé la poudre de la gomme
résine Ferula assa-foetida avec I'eau distillée, et 1 bécher de I'eau distillée (témoin):

v T1:10 ml d'eau distillée

v C1: 5 mg de la gomme résine Ferula assa-foetida + 10 ml eau distillée
v C2: 10 mg de la gomme résine Ferula assa-foetida + 10 ml eau distillée
v' C3:20 mg de la gomme résine Ferula assa-foetida + 10 ml eau distillée
v' C4 :30 mg de la gomme résine Ferula assa-foetida + 10 ml eau distillée

+ Nous avons préparé 15 tubes de laboratoire en verre (pour chaque dosage MDA/ CAT/
Protéines total) et nous avons mis dans chaque tube 1 ml de solution de paramécie + 1 ml
de chaque concentrations (la solution Ferula assa-foetida que nous avons préparé

ultérieurement).
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= aprés 3 heurs de traitement, nous avons réalisé les dosages (les tests sont répétés 3 fois).

Figure 12: Image montrant la poudre de la gomme résine de Ferula assa-foetida
(Original, 2024)

2.4. Dosage des protéines totales

Les protéines sont quantifiées selon la méthode de Bradford (1976), qui consiste
a additionnelle une fraction aliquote de 10ul du surnageant ou de la gamme étalon a4 ml du
réactif coloration bleu brillant de Coomassie (BBC) G250 [100mg BBC, 50 ml éthanol 95°C,
agitation pendant2heures, 100ml acide orthophosphorique 85%, g.s.p 1000 ml eau distillée].

La lecture des absorbances s'effecture a une longueur d'onde de 595nm au
spectrophotometre visible (JENWAY 6300). La gamme d'étalonnage et réalités a partir d'une
protéine standard, I'albumine sérum de boeuf (BSA) titrant Img/ml [Img BSA, 1ml eau
distillée].

2.5. Dosage du malondialdéhyde

=+ Le malondialdéhyde (MDA) est dosé selon la méthode de Draper & Hadley (1990) basée
sur la mesure colorimétrique de la réaction entre l'acide thiobarbiturique (TBA) et le
malondialdéhyde (MDA) donnant un produit rouge brun dont l'intensité de la coloration
est mesurée a une longueur d'onde de 532 nm .

+ Les fragments des deux organes (glande digestive et rein) sont broyés aux ultrasons dans
1ml de tampon tris-HCI (50mM, PH7,5) [1,5137 g tris, 0,0730 g EDTA (acide éthylene
diamine tétra-acétique), 42,78 g sucrose, 250 ml eau distillée].
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+ Une fois I'nomogénéisation réalisée, une centrifugation est effectuée pendant 10 mn a

10000 tours/mn et le surnageant récupéré servira au dosage du MDA.

+ Le dosage est réalisé avec 500 ul du surnageant additionnés de 2,5 ml de TCA [100 g
TCA, 1000 ml eau distillée]. Apres chauffage au bain marie a 100°C pendant 15 mn et
refroidissement dans de la glace, une centrifugation est effectuée a 10000 tours /mn
pendantl0 mn. Une fraction aliquote de 2 ml du surnageant est alors prélevée a laquelle
on ajoute 1 ml de TBA [6,7g TBA, 1000 ml eau distillée]. Aprés un second chauffage

(100°C, 15 mn) et refroidissement, 1,5 ml de butanol sont rajoutés .

+ Apres agitation, une derniére centrifugation (10000 tours /mn, 10 mn) est réalisée et le
surnageant constitué de 1ml de butanol renfermant les complexes TBA /MDA est
récupéré et une lecture de absorbances est effectuée a 532nm contre un blanc ou du

tampon tris-HCI remplace le surnageant .

+ Le taux du MDA est déterminée selon la formule suivante :

X=D0O+156xVt+Vs/mg de protéine

v X: micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (u M/mg de protéines ).
v DO: la densité optique aprés hydrolyse du substrat .
v’ 156: coefficient d'extinction molaire du TBA .

v" Vt: Volume total dans la cuve: 1ml [volume total du butanol récupéré renfermant les
complexes TBA /MDA.[

v Vs: Volume du surnageant utilisé dans le dosage: 0,5ml .
v mg de protéines: quantité de protéines exprimée en mg.
2.6. Dosage de I'activité catalase

+ La mesure de l'activité catalase (CAT) est déterminée selon la méthode de (Regoli et
Principato, 1995) dont le principe repose la variation de la densité optique consécutive a

la dismutation du peroxyde d'hydrogene (H20-) a une longueur d'onde de 240 nm .
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+ Les fragments des deux organes (glande digestive et rein) sont broyés aux ultrasons dans
1ml de tampon phosphate (0,1M, PH 7,5). L'homogénat est centrifugé a 15000 g pendant

10mn et le surnageant récupéré servira comme source d'enzyme .

+ Pour un volume final de 1ml, le mélange rédactionnel contient: 20ul de surnageant 200ul
de peroxyde d'hydrogéne H20, (500 mM) et 780 ul de tampon phosphate (0,1M, PH=7,5).

+ la réaction est déclenchée par I'addition d'eau oxygénée et La décroissance de I'absorbance
est enregistrée pendant une minutes (spectrophotometre Jenway 6300) Pour une longueur
d'onde de 240 nm et un coeffcient d'extinction linéique molaire £240M-1.Cm-1la a 240

nm a une température d'incubation de 25°C .

+ L'activité catalase (CAT) dans est exprimée en umol d'H2O2 par minute et par mg de

protéines
+ Les résultats sont exprimés en umol de H2O2 consommeées par minute, ce qui correspond

alU de catalase selon la formule suivante:

X(u mol /m n/mg prot)=ADOX10+(£XLX0,004x1%0,05mg de protéine)

v X=u moles de H202 consommées par minute et par mg de protéines
v' ADO=différence de la densité optique aprés hydrolyse du substrat .
v £=Le coefficient d'extinction est de 0,004mM-1.cm-1
v L=Longueur de la cuve utilisée (1cm).
v" Mg de protéines: quantité de protéines exprimée en mg.

2.7. Etude statistique:

+ Les résultats obtenus ont été exprimé par la moyenne de trois répétitions pour chaque

groupe (T, C1, C2, C3, C4) plus au moins 1’écart-type;

+ L’analyse de ces résultats est réalisée par le logiciel SPSS (Version 20.0), basé sur

I’analyse de la variance a un critére d’évaluation (ANOVA) qui permet d'effectuer des
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tests de comparaisons multiples, et le logiciel Mendeley, afin d’expliquer les différences

entres les moyennes. Les différences sont considérées comme :
v’ Significatives lorsque p < 0,05 ; (*)
v Hautement significatives lorsque p <0,01 ; (**)

v’ Trés hautement significatives lorsque p < 0,001 (***).
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1. Résultats
1.1. Effet sur I'évolution du taux de protéines totales

Figure (13) représente I'évolution du taux de protéines totales dans la Paramecium sp

avec des concentrations croissantes de la solution de Ferula assa-foetida.

Aprés une période de 3 heures de traitements, nos résultats montrent qu'en
présence de 1’oléo-gomme-résine de Ferula assa-foetida, le taux de protéines totales tend a
augmenter de maniere dose dépendante et trés hautement significative (p<0,001) pour toutes
les concentrations (5, 10, 20 et 30 mg/10mL) respectivement 1.34, 2.01, 2.07, 2.16 et 2.34
ng/mg de PF, par rapport aux témoins 1.34 pg/mg de PF.

Taux de protéines ug/mg de pf

Figure 13: Evolution du taux des protéines totales chez Paramecium sp en présence des
concentrations croissantes de la gomme-résine de Ferula assa-foetida
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1.2. Effet sur la variation du monodialdéhyde (MDA)

Figure (14) met en évidence les variations du niveau de MDA dans la Paramecium sp
traitée avec des concentrations croissantes de solution de 1’oléo-gomme-résine Ferula assa-

foetida.

Selon nos résultats, durant la période de 3 heures nous constatons une augmentation
significative avec un (p=0,05) du niveau de MDA par rapport au témoin dans les deux doses
D1 = 0,527 uml/mg et /D3 = 0,536 ml/mg et une augmentation treés hautement significative

dans la plus forte concentration D4 = 0,420 avec un p=0,001 par rapport au témoin.

=
@

*

=]
w

=D

mD3

mDa

= (=]
w

Taux de monodialdéhyde (MDA) ul/mg protéines

Concentrations(g/l)

Figure 14: Variation du taux de MDA chez les paramecies en présence des
concentrations croissantes de 1’0oléo-gomme-résine Ferula assa-foetida.

1.3. Effet sur la variation de I'activité catalase (CAT)
Les résultats montrent le développement de I'activité CAT dans la Paramecium sp
traitée avec différentes concentrations de solution de la gomme résine de Ferula assa-foetida,

représentée sur Figure 15: Les résultats ont montré une augmentation trés significative de D1
= 1682,16umol/min/mg protéines, P = 0,001, et significative de D4 = 2511,02, P = 0,027 /0
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par rapport au contrdle, une diminution tres significative de D3 = 1781,08 et une

augmentation non significative de D2 par rapport au témoin.

Activité catalase (cat) Ul/min/mg
protéines

Concentrqtions(g/l)

Figure 15: Effet des concentrations croissantes de la gomme résine de Ferula assa-
foetida sur la variation de I’activité CAT chez Paramecium sp.

2. Discussion

Quand les micro-organismes sont confrontés a des modifications de leur environnement, ils
sont confrontés a un stress. Ce stress peut étre extrémement élevé et entraine la disparition de
ces micro-organismes sans que ces derniers ne soient affectés. Il est possible que ces derniers
ne puissent pas reagir, surtout lorsque leurs enzymes de détoxification sont en diminution
(Lagadic et al., 1997).

Les micro-organismes peuvent également étre moins actifs, ce qui leur permet de
développer une multitude de réponses en activant leurs mécanismes de détoxification, afin de

combattre, de survivre et, dans certains cas, de s'adapter a ce nouveau parametre (Lagadic et
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al., 1997; Benbouzid, 2010; Azzouz, 2012; Sbartai, 2012). Il s'agit d'un processus

biochimique.

Plusieurs recherches confirment le rble des protéines totales chez les microorganismes,
notamment (Redouane-Salah, 2004), (Bouaricha et al., 2012) et (Sbartai et al., 2012) qui
révélent une augmentation significative du taux de protéines lors d'un stress chimique. De
mémenotre étude démontre une forte corrélation dose-réponse entre 1I’exposition a
I'assa-foetida et I'expression des protéines totales apres 3 heures d'exposition des
paramicies. En effet, nous avons constaté que l'ajout d'assa-foetida au milieu dirigé a une
augmentation significative de la teneur en protéines totales du Paramecium sp. Ceci est en
accord avec des études antérieures de Huang, Q., et al (2022) ; I'assa-foetida a causé une

augmentation significative au niveau des protéines totales.

Selon Alberts et al., (1986), les modifications des niveaux de protéines en présence de
I'insecticide testé révelent une entrée importante a travers la membrane cellulaire, qui est
composée d'un mélange de lipides et de protéines maintenus par des interactions non
covalentes . Le stress chimique provoque une libération de radicaux libres dans 1’organisme
(Aurousseau, 2002), une altération des composants cellulaires intervient lorsque 1’intensité
de ces phénoménes augmente anormalement. Tous les composants cellulaires peuvent étre
touchés: lipides, protéines et donc les membranes dans 1’ensemble (Radi et al., 1991);
(Halliwell et Chrico, 1993), glucides et ADN (Wolff et dean, 1987; Halliwell et chirico,
1993; Jaeschke, 1995 ; Meneghini,1997). Il est évident que le taux des protéines totales a lui
seul ne fournit pas une explication suffisante sur les mécanismes de désintoxication/

biotransformation mis en branle par les paramécies en présence du xénobiotique.

Selon Huggett et al. (2004), les biomarqueurs sont des modifications biochimiques et
physiologiques mesurées chez des organismes vivants qui sont soumis & des conditions de

stress causées par la présence de substances chimiques dans leur environnement.

Parallelement a I’augmentation des taux des protéines totales, on a notée qu’apres 3 heures
de I’addition de la gomme résine de I'assa-foetida une augmentation dose dépendante du
niveau de MDA chez les paramécies. L'expression de ’'MDA chez les paramécies semble étre
sensible a la gomme résine de I'assa-foetida, ou nous avons noté une augmentation hautement
significative par rapport au témoin. Sbartai et al., 2012; Saib et al., 2014; Moumeni et al.,
2016, on notés une augmentation des niveaux de MDA et l'induction de certaines enzymes de

défense dans les paramécies exposés a divers substances. Cette augmentation suggére une
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probable oxydation des lipides et une dissolution beaucoup plus importante des membranes
cellulaires a des concentrations élevées. Les systemes concernés sont submergés et les

enzymes de détoxication sont totalement inhibées (Huang et al., 1993).

Les catalases (CAT) sont des enzymes péroxysomales pour protéger les molécules
biologiques des peroxydations causees par l'eau oxygénée. Certaines substances présentes
dans les membranes cellulaires sont susceptibles d'induire des stress oxydatifs, (Livingstone
et al., 1993). La catalase représente un lien important dans la détoxification des ROS géneérés
a la suite d'une toxicité, qui est considérée comme une enzyme présentant une réponse claire
et précoce a la contamination. Dans la présente étude, I'activité CAT s'est révélée étre
augmentée apres 3 heures d'exposition a la gomme résine de |'assa-foetida chez les
paramicies. Cette augmentation pourrait étre due a une intensification de I’activité
antioxydante, pour prévenir I'accumulation des radicaux oxygénés ROS (Nahla et al., 2012).
Des résultats similaires ont été observés par Salama et al. (2005), chez une espéce de
gastéropode aprés exposition au Méthomyl et au Chlorpyrifos ainsi que ceux de Bouaricha
(2013) et de Sbartai (2013), qui ont enregistré une intensification de l'activité de la CAT dans

les cellules de Paramecium traitées au Bifénazat.
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Conclusion

Gréace au développement et aux progrés scientifiques dans divers domaines, I'homme a
pu progressivement se passer des plantes médicinales en traitement et les remplacer par des
médicaments et des préparations chimiques. On s'attendait a ce que la maladie régresse et la
controle, mais ce qui s'est passé est le contraire. La ou I'homme connaissait des maladies qui
n'existaient pas auparavant, et des maladies chroniques sont apparues, ce qui a poussé les
scientifigues a se tourner vers I'étude des plantes meédicinales pour développer des
médicaments sans utiliser de matériel industriel c¢’est ce qui nous a fait tourner vers I'étude
d'une de ces plantes médicinales, Ferula assa-foetida. C'est dans ce contexte que nous avons
décidé de commencer notre étude sur D’effet de la gomme de assa-foetida avec différentes
concentrations (5, 10, 20, et 30 mg /ml) pendant 3 heures, sur quelques biomarquerus de
stress MDA /activité CAT chez un modele cellulaire, cilies d'eau douce : Paramecium sp,

considéré comme un indicateur biologique bien adapté aux études toxicologiques.

Les résultats obtenus ont montré une évolution du taux de la principale molécule
biologique (les protéines totales), Cependant, l'augmentation croissante du taux de ces
dernieres dépendrait des différentes concentrations et s'explique que la présence des
xénobiotiques a I’intérieur de la cellule stimule la synthése protéique dont les enzymes et rend

compte de la capacité de ces micro-organismes a la métabolisation et détoxification.

D’un autre coté, concernant 1’étude des biomarqueurs du stress oxydant : selon les
travaux effectués précédemment, nous remarquons une perturbation (dépendante de la dose
d'assa-foetida) sur du taux de I’MDA parallélement de 1’activité des enzymes antioxydantes

CAT chez les paramécies traités par rapport au témoin.

A partir de ces résultats, on peut dire que la gomme de résine de Ferula assa-foetida a
perturbé le métabolisme global des paramécies, cette perturbation s’est manifestée par
I’augmentation du taux de protéines totales qui est lui-méme révélateur d’une perturbation du
métabolisme cellulaire, et une augmentation des indicateurs oxydatifs du stress MDA et
I’activité CAT.
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Perspective:

e Comparer les effets observés de I'extrait de Ferula assa-foetida a d'autres agents
oxydants connus.

e Fait des étude in vivo sur des modeles animaux ou des autres microorganismes et
autres biomarqueurs de stress sont nécessaires pour confirmer les effets observeés in
vitro.

e L'exploration des mécanismes d'action précis de I'extrait au niveau moléculaire est

essentielle pour comprendre son potentiel oxydatifs.
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Annexe 01 : Etude statistiqgue ANOVA de MDA

*¥Warning # B49 in column 23. Text: fr DZ
»The LOCALE subcommand cf the S5ET command has an invalid parameter. It ceculd
»not ke mapped to a valld backend locale.
GET DATA /TYPE=XL5X
{FILE="C:\Users\LAPTA\Dcwnloads \MDALnewW.
xlax

/
SHEET=name "14i Y] "
JCELLRANCE=full
/READHAME S=cn
FASSUMEDSTRWMIDTI=32767.
EXECUTE.
DATASET MAME DataSetl WINDOW=ERONT.
CHEWAY

MDA

BY group
/PLOT MEANS

/MISSING ANALYSIS
/PDSTHOC=BTUREY DUNWETT (1) ALPHA({D.D5).

Oneway

Page 1
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Naotes

Cutput Created
Comments.

Input

Missing Walue Handling

Active Dataset

Filter

Weight

Split File

M of Rows in Working Data
File

Definition of Missing

Cases Used

14-MAY-2024 07 58:55

DataSet1
<none=
<none=

“Mone=

User-defined missing values are
treated as missing.

Statistics for each analysis are
based on cases with no missing data
for any variable in the analysis.

Syntax OHEWAY MDA BY group
PLOT MEANS
MISSING ANALYSIS
MPOSTHOC=ETUKEY DUNMNETT
(1} ALRHA(D.O5)
Resources Processor Time 00:00:00.88
Elapsed Time 00:00:01.13%
ANOVA
MDA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups pilili} 4 051 5,000 Ritilis
Within Groups .ono 10 &
Total 0o 14
Post Hoc Tests
Wu ltiple Comparisons
Dependent Variable: MDA
85% ...
Mean
(I} group  [Jhgroup Difference (-J} Std. Error Sig. Lower Bound
Dunnett t (Z-sided? 2.0 1.0 A0BBRO0DE 1042116571 048 NOGHEE26 51
3.0 1.0 2647508426 1042116571 il -.N364461 800
4.0 1.0 3150788607 1042116571 040 N147571278
5.0 1.0 1888558250 142116571 0o =101 384808
Page 2
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Mean of MDA

Wu ltiple Comparisons
Dependent Variable: MDA

6% Confidence

(I}group  [J}group Upper Bound

Dunnett t (2-sidedf 2,0 1,0 AOB1117282
50 1.0 SH5BE1 5751
4.0 1.0 £172005829
5,0 1,0 5010786575

* The mean difference is significant at the 0.05 level.

8. Dunnett t+tests treat one group as a control, and compare all other groups against it.

Homogeneous Subsets

MDA
Subset for
alpha = 0.05

aroup N 1
Tukey ¥ 1.0 3| 2204305630

5.0 3 A202964880

3.0 3 A851904056

2.0 3 BATA2U5587

4.0 3 5364184254
Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5,000

Means Plots
£093003900300390
S099009000900900]
A003003900300390+
309940940090090 1=
2093003900300390H
14 24 aa 44 54
group
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Annexe 02 : Etude statistigue ANOVA de CAT

#Warning # 8549 in column 23. Text: fr D&
»The LOCALE subcommand of the SET command has an inmvalid parameter. It could
»not ke mapped to a valid backend locale.
GET DATA /TYPE=XLS5X
JFILE="'C:\Users\LAPTA\Downloads\Catalasel (1) (1).

xlox
1

/
SHEET=name 'lii 134 '
/CELLRANGE=full
JREADMAMES—0n
/ASSUMEDSTRWIDTH=32767.
EXECUTE.
DATASET MAME DataSetl WINDOW=FRONT.
ONEMRY

Catalase

BY Group
/PLDT MEANS
/MIS5ING ANALYSIS
/PDSTHOC=BTUKEY DUNNETT (1) ALPHA(D.05).

Oneway
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Notes
Cutput Created
Comments
Input Active Dataset
Filter
Weight
Split File
M of Rows in Working Data
File
Missing Value Handling Definition of Missing
Cases Used

13-MAY-2024 11:55:.42

DataSett
=none®
=none>

“Mone=

User-defined missing values are
treated 35 missing.

Statistics for each analysis are
based on cases with no missing data
for amy variable in the analysis.

Syntax OMEWAY Catalase BY Group
/PLOT MEANS
MISSING ANALYSIS
POSTHOC=BTUKEY DUNNETT
[1}ALPHA(D.05)
Resources Processor Time 00:00:00.84
Elapsed Time 00:00:01.06
ANOVA
Catalase
Sum of
Sguares df Mean Sgquare F Sig.
Between Groups | S080777.000 4 7444000 3,000 66
Within Groups 2458447 000 10 245844 000
Total SR28225.000 14
Post Hoe Tests
Wu ltiple Comparisons
Dependent \Variable: Catalase
85% ...
hean
(I} Group  [J} Group | Difference (-J}]  Std. Error Sig. Lower Bound
Dunnett t (Z-sidedf 2,0 1.0 48300000 | 404,00000 ann H77.0126
30 1,0 1005,00000 | 404,00000 097 -164,0000
4.0 1.0 592,08335 | 404.00000 oo S578,0000
5.0 1.0 1322,02533 | 40400000 027 1510000
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Mean of Catalase

Wu ltiple Comparisons
Dependent Variable: Catalase

[5a Confidence

(1} Group  (J} Group Upper Bound

Dunnett t (Z-sidedf 2,0 1.0 16630000
50 1.0 2750000
4.0 1.0 17EZ 0000
5,0 1.0 24820000

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

8. Dunnett ttests treat one group 85 a control, and compare all other groups against it.

Homogeneous Subsets

Catalase
Subset for
alpha =0.05
(Group | 1
Tukey B 1.0 ki 1188,0000
2.0 5 16820000
4.0 k3 17810767
3.0 3 21840000
5.0 3 2511,0167
Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000

Means Plots
2504,40
2009,00=
1504,20
049,20
T T 1 T T
1.4 24 34 44 %)

Group
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Annexe 03 : Etude statistique ANOVA de Protéine total

Warning # 849 in column 23. Text: fr DZ
The LOCALE subcommand of the SET command has an invalid parameter. It could

not be mapped to a valid backend locale.

GET DATA
/TYPE=XLS
/FILE="C:\Users\LAPTA\Downloads\Protéines totales FIN.xls'
/SHEET=name 'lis,,'
/CELLRANGE=full
/READNAMES=0n
/ASSUMEDSTRWIDTH=32767.
EXECUTE.
DATASET NAME DataSetl WINDOW=FRONT.
ONEWAY protienT BY Group
/PLOT MEANS
/MISSING ANALYSIS
/POSTHOC=BTUKEY DUNNETT (1) ALPHA(0.05).

Oneway
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Notes

Output Created
Comments
Input

Missing Value Handling

Active Dataset

Filter

Weight

Split File

N of Rows in Working Data
File

Definition of Missing

10-MAY-2024 18:27:17

DataSetl
<none>
<none>

<none>
15]

User-defined missing values are
treated as missing.

Annexes

Cases Used Statistics for each analysis are based
on cases with no missing data for
any variable in the analysis.
Syntax ONEWAY protienT BY Group
/PLOT MEANS
IMISSING ANALYSIS
/POSTHOC=BTUKEY DUNNETT (1)
ALPHA(0.05).
Resources Processor Time 00:00:02.33
Elapsed Time 00:00:01.84
[DataSetl]
ANOVA
protien T
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1,000 4 0,000 0,000 0,000
Within Groups 5,000 10 0,000
Total 6,000 14
Post Hoc Tests
Multiple Comparisons
Dependent Variable: protien T
95% Confidence Interval
Mean
(1) Group Difference (I-J) | Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Dunnettt (2-sided)* 2 1 0,000
3 1 0,000
A n 0,000
5 1 0,000

a. Dunnett t-tests treat one group as a control, and compare all other groups againstit.
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Homogeneous Subsets

Annexes

protien T
Subset for
alpha =0.05
Group 1
Tukey B? 1 3| #Htn
2 3| #HnH R
3 3| #HH
d 3| #HHH
5 3| #HHH R

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.

Means Plots

2,250000000000—

2,0000000000007

1,750000000000

Mean of protien T

1,500000000000

1,2500000000005
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