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Introduction générale

Les humains utilisent depuis longtemps, d’environ 60 000 ans, les plantes pour se nourrir,
se soigner et s'abriter (Solecki et Shanidar, 1975). En effet, une relation trés particuliére avec
les plantes et leur histoire interdépendante a été remarquée dans le but de faire face aux
contraintes du quotidien (Jones, 1996 ; Sen et Samanta, 2015). Au cours des dernieres
décennies, de nombreuses études ont demontré le véritable potentiel des plantes pour traiter
efficacement une variété des maladies, en particulier les maladies chroniques telles que le
diabéte, l'arthrose, l'asthme (Peltzer et Pengpid, 2019), ou pour ralentir comme méme la
progression des maladies neurodégénératives. Les exemples incluent la sclérose en plaques, la

maladie d'Alzheimer ou la maladie de Parkinson (Pohl et al., 2018).

En Algérie, comme dans tous les pays du Maghreb et les pays en développement, la
phytothérapie est trés répandue en utilisant les remédes a base des plantes en seuls ou en

association (Lamba et al., 2000).

Les plantes puisent leurs propriétés biologiques de leurs contenus en molécules
bioactives, appelées les métabolites secondaires (Shen et al., 2019). De nombreuses classes
de métabolites secondaires existent, ainsi I'abondance de telle ou telle classe dans une plante
influence significativement ses potentiels pharmacologiques (Erb et Kliebenstein,
2020).Parmi ces classes, les polyphénols, en particulier les flavonoides, les tanins et les
terpénes,ainsi que les saponines, les alcaloides, et d'autres classes des molécules bioactives ont
été identifiées comme des métabolites secondaires dans la régne végétale (Nascimento et
Fett- Neto, 2010 ; Guerriero et al., 2018 ; Yang et al., 2018).

Le présent travail a porté sur la plante Pergularia tomentosa L. (Asclepiadaceae), dont
le manque des travaux antérieurs sur son contenu phytochimique nous a incités a I'étudier afin
de cribler les classes des molécules bioactives responsables de ses propriétés biologiques a

I'aide des tests in vitro et in vivo.
La partie bibliographique est divisée en deux chapitres :

Le premier chapitre est consacré pour donner une généralité sur les métabolites

secondaires.

Le chapitre 2 a décrit 1’aspect morphologique, composition chimique et activités

pharmacologiques de I’espéce P.tomentosa.

La partie expérimentale renferme :
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Le chapitre de Matériels et méthodes en présentant au niveau du quel la zone de récolte
de la plante a étudier, les méthodes d’extraction, les tests du criblage phytochimique ainsi que
les tests qui nous ont permis d’évaluer les activités anti-inflammatoires, antioxydants et
antidiabétiques de cette plante. Le test ANOVA a été utilisé dans le traitement statistique des

différents résultats obtenus.

La deuxieme partie a été consacrée pour présenter les résultats obtenus sous forme des

tableaux et des graphes, et pour les discuter.

Enfin, ce travail se terminait par une conclusion générale et des perspectives a poursuivre

a l'avenir afin d'explorer des nouvelles pistes.
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Chapitre 01: Généralités sur les métabolites secondaires

Chapitre 01 : Généralites sur les méetabolites secondaires
1. Polyphénols

Les polyphénols sont des molécules aux structures différentes qui ont été largement
utilisées en phytothérapie (Durazzo et al., 2019;Colin et al., 2011).Ces métabolites sont
subdivises en différentes classes des composes phénoliques tels que les flavonoides, les acides
phénoliques, les tanins hydrolysables et les tanins condensés et coumarines, les terpénoides et
les lignines (Colin et al., 2011). De nombreuses études pharmacologiques ont montré que les
polyphénols présentent un vaste spectre des activités biologiques, y compris ’effet préventif
des maladies liées a I'age telles que les maladies cardiovasculaires, le cancer et les maladies
neuro dégénératives (Hennebel,2004). En effet, ’activité antioxydant la plus importantes de
ces metabolites (Kurek-Gorecka, 2013).

2. Flavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques de 15 atomes du carbone qui forment une
structure C6-C3-C6. Cette structure est la plus commune pour la plupart des composeés
phénoliques (Chira, 2008). Tous les flavonoides sont dérivés de la sequence benzopyrene et
peuvent étre classés selon le degré de saturation de ce squelette et de la nature des différents
substituants présents dans le cycle moleculaire (Gedira, 2005). De nombreuses études ont
montré que les flavonoides possédent des propriétés antioxydants, anti inflammatoires,
antiallergiques, antibactériennes, antiulcérogeénes, inhibiteurs d’enzymes clés dans du diabéte
et des pathologies neurologiques telles que 1’Alzheimer, activités anti-hépatotoxiques et
antitumorales (Chira,2008).

Tableau 1: Présente quelques classes distinctes des flavonoides.

Classe des flavonoides Structure de base Références

Flavones (exp : 5, 7-
dihydroxy-3, 4°-

dimethoxyflavone)

(Ferchichi et al., 2006)

Flavanones (exp :5, 8,4’ 1 2@“
. 7 2 o._ ¥ 5
trihydroxyflavanone ) C[”in € (Rauter et al.,1989)
’ o]
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Flavanols (exp : Flavan-3-ols O
) o (Rauter et al., 1989,
2-phényl-3-chromanol) Bougandoura, 2011)

Flavonols (exp :Kaempférol-

7méthyl) (Valant et al., 2003)
Isoflavones
(Bougandoura, 2011)
Anthocyanidines (exp: en 7 N
C3°,C5’: Pélargonidin H, H oL _
Cyanidin OH, H (Giulia et al., 1999)

Peonidine OCHjs, H)

3. Tanins

Les tanins sont des polyméres phénoliques hautement hydroxylés qui ont la capacité de

se lier aux glucides, aux protéines et aux enzymes digestives (Alkurd et al., 2008)

Les tanins sont tres présents dans le monde végeétal, notamment dans certaines familles
comme les coniferes, les Fagacées et les roses (Ghesterm et al., 2001).Chez les plantes
supérieures, on distingue généralement deux groupes de tanins qui sont les tanins hydrolysés

(Bruneton,1999). et les tanins concentres (L.i et al., 2007).

4. Polyterpénes

Les terpénes constituent la plus grande classe des produits naturels et jouent divers réles
dans la médiation des interactions antagonistes et bénéfiques entre les organismes
(Gershenson,2007). lls sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine
ouverte (Hellal,2011). Deux de propriétés fondamentales de terpenes sont leurs caractéres

odoriférants et leurs sensibilités a la lumiére (Klaas et al., 2002).

5. Alcaloides

Les alcaloides sont des substances naturelles et organiques provenant essentiellement des

plantes et qui contiennent au moins un atome d'azote dans leur structure chimique, avec
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un degré variable de caractere basique (Harborne,1995). Il a été supposé que plus de 10 000
alcaloides ont été isolés a partir de sources végétales, animales ou microbiennes
(Badyaga,2011).Certains alcaloides sont présents dans plusieurs especes appartenant a des
familles taxonomiquement trés éloignées (Charles et al.,1987) .

En effet, la classification la plus appropriée est basée sur l'origine biologique, ou ils sont
répartis, en fonction de leurs précurseurs biosynthétiques, en trois groupes connus sous les
noms: les véritables alcaloides, les pseudo alcaloides et les alcaloides originaux (Anishevsky,
2007).Selon Tidjani et Rhouati (2016), les vrais alcaloides renferment auprés 11 grandes
classes qui sont la pyrrolizidine, la tropane, I’isoquinol€ine, la quinolizidine, I’indolizidine, la
pipéridine, la pyridine, I’indole, la quinoléine, I’imidazole et les bases puriques (Anishevsky,
2007).

6. Coumarines

Les coumarines sont des composants naturels du bois. Le nom coumarine vient du nom
familier de la feve tonka, ses feves contiennent 1 a 3% de coumarine, d’ou fut isolée
en 1982 (Bruneton, 1993).Structurellement, ces molécules sont classées comme une simple
coumarine avec des substituants sur le cycle de type benzéne, furanocoumarines,
pyranocoumarines, les coumarines substitués en position 3et/ou 4. Le dernier groupe serait celui

des dimeéres (Sakagami et al., 2005).

7. Mucilages

Le mucilage a une composition et une structure complexes et peut étre considéré comme
une paroi cellulaire secondaire spécialisée riche en pectine (Haughn,2012). Le mucilage
extrudé est généralement un complexe de pectine et des polysaccharides cellulosiques ou non
(Phan,2018). Il a été noté que le mucilage affecte la dispersion des graines en interagissant avec
le sol, en protégeant les graines dans l'intestin aprés avoir été ingérées par des animaux ou en

affectant la capacité des graines a couler ou a flotter dans I'eau (Kaewmanee,2014).

8. Saponines

Les saponines sont des glycosides d'origine végétale (Chaieb, 2010) qui constituent un
groupe des métabolites secondaires présents dans de nombreuses especes végétales et certains
organismes marins (Oleszek et Bialy, 2006). Ayant un godt amer, ils réduisent la disponibilité
des nutriments, réduisent l'activité enzymatique et provoquent un retard de croissance chez les
animaux (Rao, 1995).
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La plupart des auteurs divisent les saponines en deux groupes selon la nature de leur
aglycone: les saponines avec des aglycones stéroidiens et les saponines avec des aglycones tri
terpéniques (chaieb, 2010).Les saponines jouent un rdle clé dans la régulation du taux de
cholestérol sanguin et semblent avoir des propriétés anti-inflammatoires importantes
(Lacaille-Dubois et Wagner,1996;Barbosa et al., 2014).

9. Quinones

Cependant, la plupart des quinones sont plus ou moins solubles et beaucoup ne sont pas
stables dans les solutions électrolytiques (Alt et al., 1972). Le rble des quinones et des
hydroxyquinones dans la sensibilisation et I'inactivation de la photooxygénation de type Il a été
informé (Gutiérrez, 1997). Les quinones possédent deux propriétés chimiques principales
sont des oxydants et des électrophiles qui leur conférent leur réactivité dans les systemes

biologiques (Monks et Jones,2002).

10. Anthraquinones

Les anthraquinones, également connues sous le nom danthracenediones ou de
dioxoanthracenes, sont des membres importants de la famille des quinones (Gessler,Egorova
et Belozerskaya,2013 ; Caro et al.,2012). Ont des effets anticancéreux, anti-inflammatoires,
diurétiques, antiarthritiques, antifongiques, antibactériens et antipaludéens (Diaz, 2018).Les
anthraquinones sont des métabolites secondaires aux propriétés antioxydants et
antibactériennesqui sont utilisées par les plantes dans les processus de défense lors d'attaques
de pathogénes (Mazzitelli,2017).

Tableau 2: Quelques structures des bases des métabolites secondaires.

Métabolites Structure de bases Références
secondaires

OH

Polyphénole @ (Vermerris et Nicholson,
2006)

Tanin o

(a) d’un tanin T T e e 3
condensé et (b) o g o (Favier, 2003)
d’un tanin
hydrolysable
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Chapitre 02 : Généralité sur la plante (Pergulariatomentosa)
Chapitre 02 : Généralité sur la plante Pergularia tomentosa L.

1. Distribution géographique

Pergularia tomentosa est une herbe tropicale appartient a la famille de Asclépiadaceae
des radis originaire du Moyen-Orient, d'Egypte et d'Afrique du Sud (Martucciello et al.,
2022),mais aussi de I'Afrique du Nord (Saadou, 1990), du Sahara en Algérie. La figure 01
montre qu’elle se trouve également dans les déserts du sud et de I'est de I'lran, de I'Afghanistan,
du Pakistan, de la Jordanie et de la péninsule arabique (Al-Mekhlafi et Masoud, 2017 ;
Mansouri, 2019). Cette espéce pousse aussi dans le nord du Sahara ou elle fleurit au printemps
par contre fleurit toute I'année dans le centre du Sahara, (Schmelzer et Gurib-Fakim, 2013 ;
Chehma, 2006). En effet, les déserts, les bassins et les plateaux, les sols limoneux a sableux,
graveleux et rocheux sont les régions favorables de la croissance de cette plante (Mansouri,
2019).
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Figure 1: Distribution géographique de 1’espéce Pergularia tomentosa (A.N.R.H,2004).

2. Classification botanique

La classification de Pergularia tomentosa est représentée dans le tableau ci-dessous
(Tableau 03).
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Tableau 3: Classification de Pergularia tomentosa (Amani et Barmo, 2010) (Madani et al.,

2017).
Taxonomie Description
Régne Plantae
Embranchement Spermatophyte
Sous embranchement Angiosperme
Classe Dicotylédones ou Magnoliopsida
Sous classe Rosidae
Ordre Gentianale
Famille Asclépiadaceae
Genre Pergularia
Espece Pergulariatomentosal.

Le nom scientifique est Pergulariatomentosal

Arabe : Ghalaka, Ghoulga, Demya, Leben EI Hamir et Kalga, i/ (Al-Said et al.,
1988).

Targui : Tashkat, Dellakal, Tellakh, Sellaha (Maiza et al., 1993).

3. Descriptionmorphologiue

Pergularia tomentosa est une plante herbacée vivace de 50 a 60 cm d’hauteur.
(Schmelzer et Gurib-Fakim, 2013 ; Chehma, 2006). Elle se caractérise par ses feuilles qui
sont opposées, entiéres, cordées, douces, simples, épaisses, elliptiques ou rondes, pointues et
pétiolées, de 1 a2 cm de long, vertes, poilues (Figure 02).Les fruits sont des follicules apicaux
oblongs ou elliptiques, de 3,5 a 6 cm de long, plus ou moins épineux, généralement solitaires.
Lorsque la tige de la plante est écrasée, un liquide blanc visqueux et toxiques I'échappe méme
a partir des feuilles (Schmelzer et Gurib-Fakim, 2013 ; Chehma, 2006 ; Mansouri,2019).
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Figure 2: Photographie de Pergularia tomentosa

4. Composition chimique

(Hosseini et al.,2017) ont identifié 19 composés a partir I’extrait aqueux des feuilles de
P. tomentosa (15 phénols, flavonoides et 4 cardénolides) par chromatographie liquide couplé
par spectrométrie de masse (LCeESI-Orbitrape MS), Les racines de cette plante contiennent
des traces d'hétérosides cyanogéniques, d'hétérosides cardiaques, des saponines, des tanins et
d'anthraquinones (Hassan et al., 2007). De plus, cette plante est riche en polyphénols tels que
les acides phénoliques et les flavonoides (Alghanem et al., 2017). Une variété de lactones
cardiaques avec des sucres a double liaison a été également identifiée dans I’extrait aqueux

(Hifnawy et al., 2014).

Récemment, une étude phytochimique menée sur la partie aérienne de I’espéce
P.tomentosa jordanienne a montré qu’un nouveau composé, appelé le pergularol et le 3-O-
acetyl-28-hydroxytaraxastérol, a été isolé et caractérisé pour la premiere fois (Shatat et al.,
2022).

5. Usage traditionnel et activités biologiques

En médecine traditionnelle, P.tomentosa est utilisée par décoction des feuilles, des tiges
et des racines comme un remede pour traiter les plaies cutanées, I'asthme, la bronchite, le
rhumatisme articulaire aigu, les helminthiases, la leishmaniose cutanée, la constipation,
l'avortement, la tuberculose et d'autres affections de la santé (Abouzied et al., 2022 ;Yakubu
et al., 2015 ; Rayyan et al., 2018). Elle est incorporée dans la thérapie traditionnelle gréace a

son effet hypoglycémiant par décoction (Yakubu et al., 2015).
10
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En industrie, P.tomentosa est utilisée pour le tannage, ou le lait contenu dans la plante
enleve les épines de la peau écrasée et étalée sur la peau (Kéma, 2006). En effet, le latex est
appliqué localement sur les furoncles et les abcés matures pour éliminer les épines de la peau,
c’est pourquoi la plante est utilisée comme cosmétique dépilatoire par usage externe (Tlili,
2021).La presence de tanins, de flavonoides et d'alcaloides dans la composition de
P.tomentosa peut étre responsable de l'activité antidermatophyte de cette plante contre la
plupart des dermatophytes testés dans les travaux realisés par (Shinkafi,2013) par décoction et
usage interne. Des rapports antérieurs ont montré que cette plante a divers effets biologiques,
y compris des effets antibactériens (Hosseini et al., 2017; Tlili, 2015),activités antifongiques
(Rayyan et al., 2018; Tlili, 2015). Elle a également révélé une activité antiproliférative et
modérée contre plusieurs lignées cellulaires cancéreuses telles que le carcinome du célon
(HCT-116), le carcinome hépatocellulaire (HepG2) et le carcinome du sein (MCF-7)
(Abouzied et al., 2022).

En Cote d'lvoire, la plante broyée aux piments est utilisée contre la dysenterie et comme
vermifuge, le jus des feuilles utilisé comme collyre et nasal pour les maux de téte (Ould
El Hadj et al., 2003).

L’étude effectuée par (Acheuk et Doumandji-Mitiche,2013) a montré que les extraits
de la racine, la tige, les feuilles et les fruits de P.tomentosa ont exhibé une activité antioxydant
remarquable, en particulier leur effet piégeur du radical, ou I’effet anti radicalaire le plus

puissant a été engendré par I’extrait aqueux de ses feuilles et de ses fruits.

Par ailleurs, (Hamed et al.,2006) ont démontré que Pergularia tomentosa a exercé un

effet apoptotique et antiprolifératif contre le sarcome de Kaposi.

11
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Chapitre 03 : Matériel et méthodes

3.1. Matériel
3.1.1. Récolte et préparation du matériel végétal

La récolte de Pergularia tomentosa a été effectuée au moins de Mars 2023, de la région
semi-aridede I’EL-Hadjeb (Biskra, Algérie).Il a été confirmé que c’est ’espéce étudiée par Dr.
Ben Maddour Tarek (Université Mohamed Khider —Biskra- Algérie).La partie aérienne a été
séchée a I’air libre et I’abri de la lumiére dans un endroit sec a température ambiante pendant
quelques jours puis le spécimen est emballée et stocké a température ambiante dans des sacs

jusqu’a son utilisation.

3.1.2. Matériel biologique (animaux)

L’évaluation des activités biologiques in vivo de différents extraits de la plante
Pergularia tomentosa a été menée sur des souris méles Swiss albinos dont le poids varie entre
20 a 30g, procures aux laboratoires des animaux de I’institut Pasteur d’Algérie, les animaux ont
¢été hébergés dans des cages aux conditions favorables d’élevage. Les souris sont maintenues
en période d’adaptation de plus d’une semaine dans des lots de10 animaux/cage alimentées en
concentré d'aliment de bétail de la marque «<kEL CHORFA» et en eau potable a satiété. La

température est maintenue constante entre 22 et 25°C, ainsi que la photopériode 12h/12h.

3.1.3. Produits chimiques

Les produits et les solvants utilisés dans ce travail sont : éther de pétrole, acétate d’éthyle,
acetone, méthanol, chlorure ferrique Fecls, HCI concentre, réactif de Stiansy (formaldéhyde +
HCI cencentré), réactif de Mayer, KOH, Chloroforme, Anhydride, Acide sulfurique, Tris-HCI,
BSA(Bovin Surum Albumin), Diclofénac , Sulfate de fer FeSOs, Peroxyde d’hydrogéne

(H202), Acide Salicylique, Indométacine, carraghénane, glucose, Glibenclamide.

3.2. Methodes
3.2.1. Préparation de différents extraits de Pergularia tomentosa
3.2.1.1. Extraction agueuse

L’extrait aqueux de la plante P.tomentosa a été préparé selon la méthode de (Ratheesh
et Helen ,2007) par la décoction du 100 g de la partie aérienne seche de la plante pendant 15

min. le séchage, dans 1’étuve a 40°C, du filtrat obtenu a donné un extrait aqueux (EAQ) en

12
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poudre Marron clair, conservé ensuite & -4°C jusqu’a son utilisation (Figure 03).

100g de la partie aérienne du P.tomentosa dans 1 L I’eaudistillé
20%(w :v)

Décoction pendant 15min

Filtration sur papier filtre

Séchage a I’étuve

L’extrait aqueux en poudre a été
conserveé a -4°C

Figure 3: Plan d’extraction aqueuse de la partie aérienne du P.tomentosa (Thenmozhi,2011).

3.2.1.2. Extraction méthanolique

Selon les méthodes décrite par (Salem et al.,2013) et celle de (Khlifi et al.,2013),et
(Bekheet et al.,2011). L’extrait méthanolique brut (EMet) a été préparé par maceration du 100g
de la partie aérienne broyée de la plante P.tomentosa dans du méthanol 80%, a température
ambiante pendant 48h. Aprés filtration sous vide, le filtrat a subi 1’évaporation (thermo

spectronic, USA) puis séché afin de récupérer un extrait brut cristallin verdatre. L’extrait

aqueux en poudre est conservé ensuite a -4°C.

13
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100g de la partie aérienne du P.tomentosa 10%
dans de méthanol/eau 80%(w :v)

Filtration sur papier filtre

Evaporation sous pression a 45°C

Séchage dans I’étuve a 40°C

L’extrait méthanolique a été conservé a -4°C

Figure 4: Plan d’extraction méthanolique de la partie aérienne du P.tomentosa (Bekheet et
al.,2011)

3.2.1.3. Extractions par I’acétate d’éthyle et I’acétone

L’extraction par ’acétate d’éthyle et I’acétone ont éteé effectuée selon le plan ci-dessous
(Figure 05)

14
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50 g du matériel végétal 100gdumatérielvegetal
+ 250 ml d'éther de pétrole

+500ml d'éther de pétrole

Macération dans d’éther de pétrole a une
température ambiante4 h a I’obscurité

Filtration }

&

Filtrats

Macération a une température ambiante 48 h a
I’obscurité dans ’acétate d’éthyle ou acétone

Filtration

Evaporation

74 \'

Extrait d’acétone

Figure 5: Plan d’extraction de la partie aérienne du P.tomentosa par I’acétate

Extrait d’acétate
d’éthyle

d’éthyle et I’acétone.
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Le rendement de chacune d’extraction est calculé en appliquant la formule suivante :
(Falleh et al., 2008)

R (%)= (Mext / M) x100

R(%0): est le rendement en %.
Mext: est la masse de ’extrait obtenue aprés le séchage en mg.

Méch : est la masse séche de I’échantillon végétal en mg.

3.2.2. Screening phytochimique des extraits de P.tomentosa

L’étude phytochimique est réalisée essenticllement avec des réactifs spécifiques afin de
déterminer les différentes classes de composés chimiques existants dans la plante par des
réactions physicochimiques qui permettent d’identifier la présence des substances chimique

(Harbone, 1998).
a. Caractérisation des saponosides (Frothing test)

La présence de saponoside dans les extraits des parties aériennes de P.tomentosa (EAQ,
EMet, EAc, EACE) a été confirmée par l'apparition d'une mousse persistante aprés une
agitation continue pendant plus del5 a 30 minutes. Avec une petite modification, une
quantitéde20 mg de chaque extrait a été dissoute dans 2 ml d'eau distillée et la solution a été
vigoureusement agitée verticalement pendant 15 a 30 secondes (Dohou et al.,2003;Aliyu et
al.,2011). La hauteur de mousse a été mesurée aprés 15 minutes. Si la hauteur dépasselcm,

cela indique la présence de saponoside (N'Guessan et al.,2009).
b. Caractérisation des quinones libres

Selon (Dohou et al.,2003) et avec une petite modification une quantité de 50 mg de
chaque extrait de plante P.tomentosa a été préparé dans 2 ml d'éther de pétrole. Agiter
manuellement pendant 1 minute, laisser reposer 24 heures, puis filtrer I'extrait. Ajoutez ensuite
quelques gouttes de NaOH a 10% (Voir annexe01). Si la phase aqueuse devient jaune, rouge

ou violette (Dohou et al.,2003),cela indique la présence des quinones.
c. Caractérisation des anthraquinones

Avec une petite modification et selon (Dohou et al.,2003),un volume de 2 ml de
chloroforme ont été ajoutés a 50 mg de chaque extrait de P.tomentosa. Aprés agitation

manuelle pendant 1 minute et repos pendant 24 heures, l'extrait est filtré puis une petite
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quantité de KOH (10% ;w:v) (Voir annexe0l) est ajoutée a chaque préparation. Apres
agitation, la présence d'anthraquinones est confirmée par une coloration rouge de la phase

aqueuse.
d. Caractérisation des mucilages

Selon (Amadou, 2006) et avec une petite modification. La préparation de 50mg de
chaque extrait de la plante P.tomentosa dans 2ml de méthanol. Aprés10min, ’apparition d’un

précipité floconneux par agitation indique la présence de mucilages.
e. Caractérisation des coumarines

Confirmation de la présence de coumarine dans les parties aériennes de P.tomentosa avec
une petite modification, dissoudre 20mg de chaque extrait dans 2ml de méthanol, Ajouter
quelques gouttes de KOH (10%) (Voir annexe0l)Apparition de jaune Cette valeur, qui
disparait avec l'ajout de 10 gouttes d'acide chlorhydrique concentré, indique la présence de

coumarine (Hindumathy, 2011).
f. Caractérisation des alcaloides

Selon (Aliyu et al.,2011) et avec une petite modification, 2 ml de méthanol ont été ajoutés
a 20 mg de chaque extrait de la plante P.tomentosa. Agiter manuellement pendant 2 minutes,
laisser reposer 24 heures, puis filtrer I'extrait. A 2 ml du filtrat a été ajouté un volume de 2 ml
de HCI aqueux (1%) (Voir annexe01). Apres quelle toutes chauffé et filtré, quelques gouttes
de réactif de Meyer sont ajoutées. L’observation d’une turbidité ou la formation d'un précipité

jaune indique la présence d'alcaloides.
g. Caractérisation des sterols et polyterpenes (liberman- burchard’s test)

Recherche de stérols et de polyterpenes par réaction de Liebermann (N'Guessan et
al.,2009), avec une petite modification ,10mg de chaque extrait de la plante étudiée a été
additionnée chacun de 1ml d’anhydride acétique puis de 1ml de chloroforme, aprés dissolution,
transférer la solution dans un tube a essai et ajouter 0,5 ml d'acide sulfurique concentré. Une
réaction positive est indiquée par l'apparition d'un anneau pourpre ou violet virant au bleu puis

au vert a l'interphase (N'Guessan et al.,2009).
h. Caractérisation des polyphénols

Selon (N'Guessan et al.,2009) et avec une petite modification, la réaction avec le chlorure
de fer (FeCl3) a permis la caractérisation des polyphénols. Une goutte de solution

méthanolique de FeCI3 a 2%(voir annexe0l) a été ajoutée a 2 ml de chaque extrait
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de la plante P.tomentosa. L’identification des polyphénols est confirmée par I’apparition

d’une couleur bleu-noiratre ou vert plus ou moins foncé.
i. Caractérisation des Tanins (test du FeClz)

Quelques gouttes de FeCI3 (1%) (Annexe01) ont été ajoutées a chaquelml de chaque
extrait de la plante étudiée. La présence de tanins galliques fait virer la couleur vers le bleu noir
et le brun verdatre Présence de tanins catéchiques (Dohou et al.,2003), Avec petite
modification, I'utilisation de réactif Stiansy (Voir annexe01) permet la différenciation entre
les tanins galliques et catéchiques. Cela nécessite 6 ml de réactif de Stiasny (Voir annexe 01)
a été ajouté a 1 ml de chaque extrait. Le mélange est incubé dans un bain-marie a 80°C pendant
30 minutes. L'observation de précipitations en gros flocons traduit la présence des tanins
catéchiques. Dans le cas du tanin gallique, la solution précédente a été filtrée et le filtrat a été
recueilli et saturé avec de l'acétate de sodium. L'ajout de 3 gouttes de FeCls produit une couleur
noire bleutée intense indiquant la présence de tanins galliques (N'Guessan et al.,2009).

J. Caractérisation des flavonoides (Test de Shibata ou Shinoda test)

L’identification des flavonoides dans divers extraits a eété mise en évidence par la
réaction a la cyanidine (Ciulel ,1982). Les flavonoides responsables d’un dégagement
d'hydrogéne et de l'apparition de couleur salant de I'orange au rouge pourpré en présence d'acide
chlorhydrique concentré et de magnesium (Hadj-Salem,2009).Avec une petite modification,
20mg de chaque extrait a éte dissous dans 5 ml de méthanol (50%),Chauffer au bain-marie
bouillant.16ml HCI et quelques fragments de magnésium a ensuite été ajouté. Une fois que
I'nydrogene est dégagé par la réduction des flavonoides a glycones en anthocyanes et la couleur

rouge est obtenue (Aliyu et al.,2011).

3.2.3. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire des extraits du P.tomentosa in vitro
L’activité anti-inflammatoire in vitro est évaluée selon la méthode de

(KandikattuK,2013). En se fondant sur la dénaturation de la BSA par la chaleur (72°C)

comme un modéle.

0.5 ml de chaque concentration d’extrait ou du Diclofénac de sodium (un médicament
anti-inflammatoire) est mélangé avec 0.5 ml de solution de BSA (0.2% préparé dans le Tris PH
: 6,6) Aprés incubation a 37 C ° pendant 15 min, le mélange réactionnel a été incubé dans un

bain Marie a 72°C pendant 5 min. Apres refroidissement, la turbidité est mesurée a 660 nm
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dans un spectrophotomeétre a cuve.

a- Pour chaque concentration d’extrait de plante un blanc extrait est préparé dans lequel
01ml d’extrait est ajouté¢ a 1 ml de Tris (Ce blanc a pour but de sous traire 1’absorbance de

I’extrait des résultats obtenus).

b- un blanc BSA contenant 1 ml de la solution de BSA ajouté a 1 ml du solvant utilisé
pour les extraits (le résultat obtenu correspond a la dénaturation totale du BSA en absence de

substance inhibitrice).

Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation de 1’albumine bovine a été calculé via cette

formule:

% d'inhibition de la BSA = [(Abs controle - Abs échantillon) / Abs contréle] x 100

Le contrble représente 100% des protéines dénaturées; et les résultats sont comparés

avec le diclofénac sodium (médicament de référence).

3.2.4. Evaluation de I’effet piégeur de P.tomentosa vis-a-vis le radical d’Hydroxyle
(OH) invitro

L’activité anti-radicalaire in vitro est déterminée selon Smirnoff and Cumbes (1989)

200 pul de chaque concentration d’extrait est mélangée avec 120ul de Sulfate de fer
(FeSO4) préparé dans 10ml H20 (22,24 mg de (FeSO4, 7H2 O) dans 10 ml H20) ,100ul de
peroxyde d’hydrogene (H202) préparé dans 10 ml H20 (15ul H202 +10 ml H20), et 400ul
d’acide salicylique préparé dans 30 ml H20 (12 mg d’acide salicylique+30ml H20). Apres
incubation a 37° pendant 30 min, On a ajouté 180 ul de H20.

L’absorbance est lue a 510 nm a I’aide d’un Un spectrophotometre a cuve de volume
Iml.

Un contrdle est préparé dans lequel 400ul d’acide salicylique, 100ul H202, 120ul
FeSO4 et 180ul H20

Le BHA et le BHT sont utilisés comme des standards.
L’activité antiradicalaire est estimee selon I’équation suivante :

Activité anti radicalaire%o = [(Abs contréle - Abs échantillon) / Abs contréle] x 100
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3.2.5. Evaluation de ’activité anti- inflammatoire in vivo
3.2.5.1. (Edeme de la patte induit par la carraghénane
v Préparation des lots

Le modéle d'cedéme de la patte induit par la carraghénane est un excellent test pour
déterminer les propriétés anti-inflammatoires des extraits aqueux et méthanolique de la plante
P.tomentosa. C'est la méthode de (Lu et al.,2007) qui a été appliquée, avec quelques
modifications. Tout d'abord, les souris méles ont été divisées en six groupes de cing animaux

chacun et prétraitée comme suivant :

Groupe 1: est considéré comme un contr6le négatif non sain ou les animaux ayant recu
par voie orale .une solution saline isotonique (NaCl 0,9%).

Groupe 2: a servi de témoin positif et a recu par une sonde gastrique I'indometacine (25

mg/kg, p.0.)(Annexe04).

Groupes 3 et 4: ont été gavé avec 1'une des doses (150 et 300mg/kg) de I’extrait EAQ de

P. tomentosa.

Groupes 5 et 6: ont été gavé avec I’'une des doses (150 et 300mg/kg) de I’extrait EMet

de P. tomentosa.

Notant que les extraits et le médicament anti-inflammatoire ont été préparés dans de 1’eau
physiologique (NaCl 0,9%). Apres une 30min du traitement par les différentes solutions a
testées, ’agent immunogeéne (carraghénanel%) a été administré par une injection sous-
cutanée au niveau de la pomme de la patte droite chez tous les animaux des groupes
préalablement décrits. Alors que, les pattes gauches sont considérées comme un témoin sain.
Le diametre de 1'cedéme a été pris avec un pied a coulisse numérique avant et 1 heure plus tard.
2, 3,4, 5 et 24 heures apres l'injection de carraghénane et le taux d'inhibition de l'cedéme a été

ensuite calculé en utilisant I'équation suivante :

% d'inhibition = [(VC - VT) / VC] x100

Ou:
VC : représente le diamétre moyen de l'eedéme dans le groupe témoin a un moment donné.

VT : représente le diametre moyen de 1'eedéme dans le groupe traité avec I’extrait ou le médicament.
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3.2.5.2. (Edéme de P’oreille induit par la carraghénane

Dans ce deuxiéme test, un cedéme a été induit au niveau de la face interne de l'oreille
droite chez des souris male qui ont été divisées en 4 groupes (n=5) et qui sont traitées comme
suit:

GroupeQl:Témoin négatif non sain qui a recu localement I’'NaCl 0,9%, en plus de la

carraghénane comme 1’agent irritant (\oir annexe 05).

Groupe02: a servi de témoin positif ayant recu, d’indométacine aprés 1’application de

I’agent irritant.

GroupeQ3 et 04: les animaux ont regu un extrait EAQ de P. tomentosa (une
concentration de 150 ou300 mg/kg) ensuite 1’agent irritant.

Groupe05 et 06: ont recu un extrait EMet de P. tomentosa (une concentration de 150 ou
300 mg/kg) ensuite I’agent irritant.

A noter que le diamétre de chaque oreille a été mesuré avant le traitement puis 2h et 4h
apres le traitement (Manga et al., 2004).et le pourcentage d’inhibition de 1’cedéme a été calculé

par rapport au groupe témoin selon la formule suivante :

%lnhibition = [MPEcont-MPEtreat / MPEcont] x 100

MPE cont : représente le pourcentage moyen d'eedéme du groupe témoin négatif.

MPE treat : représente le pourcentage moyen d'cedéme du groupe soumis a un traitement

avec ’extrait ou le médicament.

3.2.6. Evaluation de Pactivité anti-hyperglycémie in vivo par le test de tolérance
auglucose (OGTT)

Il s'agit d'un test préliminaire simple pour évaluer l'activité hypoglycémiante des plantes
et donne une idée des effets antidiabétiques potentiels de I'espéce étudiée (Belgacem et al.,
2019). Ainsi, pour réaliser cette étude, nous avons utilisé 3 lots de souris (n=4) préalablement

a jeun depuis 16 heures et prétraités comme suit :

Groupe 01: a été considéré comme témoin sain ou les souris ont regu par gavage

gastrique uniguement une solution saline isotonique a 0,9% (0.3mL/Kkg, po).

Groupe 02 : témoin non sain (modele d’hyperglycémie non traitée) ou les souris ont

recu par gavage gastrique uniquement une solution saline isotonique a 0,9% (0,3mL/kg, po).
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Groupe03 : a été considéré comme témoin positif ou ’antidiabétique glibenclamide (5

mg/kg, po) a été administré oralement aux souris (\Voir annexe 05)

Groupe 04 et 05 : ont recu une concentration de 150 mg/kg ou 300 mg/kg de I’extrait
EAQ de P. tomentosa.

Groupe 04 et 05 : ont regu une concentration de 150 mg/kg ou 300 mg/kg de I’extrait
EMet de P. tomentosa.

Apreés 1h30 min du traitement par les différentes solutions testées, une solution de sérum
glucosé (2 g/kg, po) a été administrée oralement (10ml/kg) a tous ces groupes, a I’exception du
groupe 1, afin d’induire un diabéte temporaire. La glycémie des souris de chacun des groupes
a été enregistrée par un prélevement sanguin au niveau de la veine caudale (centrale) avant le
traitement et aprés 1h, 2h et 3h de l'administration du sérum glucosé (Joy et Kuttan, 1999).

Un glucomeétre (modéle chek3) a servi pour la détermination de la glycemie.

De plus, la formule suivante a été utilisee pour calculer le pourcentage d'inhibition de

I’hyperglycémie :

% d'inhibition= [MPEcont-MPEtreat / MPEcont] x 100

MPE cont : représente le pourcentage moyen d'eedéme du groupe témoin négatif.

Ou:

MPE treat : représente le pourcentage moyen d'cedéme du groupe soumis a un traitement

avec ’extrait ou le médicament.

3.3. Analyses statistiques

Les activités anti-inflammatoire, antioxydante, et anti-hyperglycémiante de différents
extraits de la plante P. tomentosa a été évaluées, de plus, pour savoir quel extrait était le plus
efficace sur les modeles expérimentaux, une comparaison statistique a été faite entre eux a
’aide de logiciel SPSS (Statistical Package for Social Science) et d’une teste de ANOVA a 01
facteur (analyse de la variance), qui comparer les variances entre les moyennes de différents
groupes. Les différences sont considérées statistiquement significatives au seuilde0,05.Les
résultats des tests effectués in vitro sont exprimés en moyenne de trois répétitions +SD, alors

que les résultats des tests effectués in vivo sont exprimés en moyenne + SEM.
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4. Résultats

4.1. Analyses phytochimiques

4.1.1. Extraction et calcul du rendement

Par la méthode de décoction, I’extrait aqueux a été obtenu sous forme d’une poudre de
couleur marron claire de rendement de 12,40%. Par ailleurs, ’extrait méthanolique a été obtenu
sous forme d’une poudre cristallin de couleur verdatre par la macération de la partie aérienne
de la plante étudiée dans du méthanol 80%, cela nous donne un rendement d’extraction qui

égale a 7,50% (Figure 6).

L’extraction acétonique et celle effectuée dans d’acétate d’éthyle ont nous donné des
extraits sous forme des gommes de couleur marron foncé de rendement d’extraction de I’ordre

de 2,44et 2% respectivement (Figure 6).

14.00%
12 40%
12.00%
(=]
=
10.00%
5
7.50%
e B800%
) W EAQ
E 6.00% B Enet
=
: 4.00% B EAc
=
nd_': 2.44%; 7o & EACE
2.00% —_
0.00% . . - T ——,
E&C EM et EAC EACE
Les extraiis

Figure 6: Rendements d’extraction de Pergularia tomentosa par différentes méthodes

En utilisant différents solvants.

L’extraction par utilisation des solvants a polarité croissante permet de séparer des
composés chimiques contenu dans la plante selon leur polarité (Hassan et al.,2007). En effet,
on a remarqué que les rendements des extraits de la plante se varient d’un solvant a autre, ce
qui indique la variation de la composition chimique de sa partie aérienne. Par conséquent, la
plante P.tomentosa semble contenir des différentes classes des métabolites qui se different

selon le degré de leur solubilité dans le solvant utilisé (Hassan et al.,2007).

L’extrait aqueux présente le rendement (12,40%o) le plus élevé comme illustré dans la
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Figure 06. Par contre, les autres extractions ont abouti a I’obtention des rendements plus

ou moins considérables qui sont organisés dans 1’ordre suivant :
EMet (9,97%) %>EAc(2,44%)>EACE (2%).

Les rendements ne sont pas relatifs et se varient selon la méthode et les conditions, de
I'extraction effectuée (Smith et al.,2001).Cela dépend également de l'organe, la période de
récolte et le type de stockage. De plus, les valeurs de rendement ont été étroitement liées aux
facteurs climatiques du milieu (pluviométrie, altitude et la nature du sol) (Lee et al.,2003). lls
ont constaté également quelles conditions de séchage de la plante et de son stockage peuvent
affecte également le rendement.

4.1.2. Screening phytochimique des extraits de la plante P.tomentosa

Les figures suivantes montre envisagent les résultats obtenus de différents tests de
criblage phytochimique de différents extraits de la plante étudiée. Ou les légendes signifient le

suivant : ++++ : Présence a trés forte concentration
+++ : Présence a forte concentration
++ : Présence a concentration moyenne
+ : Présence a faible concentration

—: Absence

++++ +++
EMet EAc EACE

Figure7: Contenu des extraits de P.tomentosa en polyphénols
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Figure 8: Contenu des extraits de P.tomentosa en flavonoides

Tanin Catéchique

Tanin Gallique

EAQ ++ +++
EMet + ++
EAc + +
EACE + +

Figure 9: Contenu des extraits de P.tomentosa en tanins.
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FigurelO: Contenu des extraits de P.tomentosa en Stérols et polyterpénes.
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Figurell: Contenu des extraits de P.tomentosa en alcaloides.

EMet

EAc

Figurel2: Contenu des extraits de P.tomentosa en mucilages.

+

+
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EMet
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Figure 13: Contenu des extraits de P.tomentosa en coumarines.
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Figurel4: Contenu des extraits de P.tomentosa en saponosides.

EAQ

EMet

EAc

EACE

Figurel5: Contenu des extraits de P.tomentosa en quinones libres.

EAQ

EMet

EAc

EACE

Figurel6: Contenu des extraits de P.tomentosa en Anthraquinones.
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De nombreuses études ont montré que le criblage phytochimique de la plante P.tomentosa
a révelé la présence en abondance des polyphénoles (Miladi et al., 2018) et des polyterpénes et
les tanins (Alghanem et EI-Amier, 2017) qui apportent des propriétés antioxydants a cette
plante (Karthishwaran et Mirunalini, 2012 ; Sarkodi et al., 2016 ; Miladi et al., 2018).
Cependant, d’autres travaux ont démontré la présence des flavonoides en concentration
moyenne (Miladi et al., 2018). En effet nos résultats ont été en accord avec ce qui publié dans
la littérature. De plus, la présence des alcaloides, des mucilages, des saponines, et des
coumarines a été également constatée dans la plupart des extraits de P.tomentosa mais en faible
concentration. Les autres familles chimiques (les quinones et les anthraquinones) et n’ont pas

été détectées dans tous nos extraits.

4.2. Activités biologiques des extraits obtenus

La presente étude, s’intéresse particulierement a 1’évaluation de [D’activité anti-
inflammatoire, antioxydant in vitro et I’activité anti-inflammatoire et antidiabétique in vivo

des differents extraits de Pergularia tomentosa.
4.2.1. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire des extraits du P.tomentosa in vitro

Il est bien connu que la structure d'une protéine détermine sa fonction, et donc tout
changement dans la conformation tridimensionnelle d'une protéine, appelé « état dénaturé »
de la protéine (Dill et Shortle, 1991). Cela est pertinent pour le r6le physiologique de la protéine
systématiquement privée des protéines se dénaturent a 100 °C (Saidi,2022).D'autres facteurs,
notamment internes, peuvent également étre impliqués dans le processus de dénaturation, ce
qui engendre des réactions inflammatoires excessives et des maladies auto- immunes (Atassi
et Casali, 2008). A long terme, ces phénomeénes peuvent nuire a la santé physique et dans

certains cas avoir des conséquences irréversibles.

L'activité anti-inflammatoire in vitro de 'EAQ, de I'EMet, de I'EAc et de I'EACE a été
évaluée a l'aide du modele de dénaturation de l'albumine du sérum de bovine par un choc
thermique en utilisant le médicament anti-inflammatoire Diclofénac de sodium comme un

témoin positif.

Nos résultats indiquent que les quatre extraits de la plante étudiée inhibent
significativement, et d’une maniere dose dépendante (Figurel7et 18), la dénaturation
thermique de l'albumine. Tandis que, I'EACE a un effet protecteur important contre la

dénaturation de BSA par rapport au témoin négatif, en arrivant & un taux d’inhibition de
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77.85% (Figurel?) a sa concentration maximale examinée (2 mg/ml).

A la concentration testée la plus élevée, les taux d'inhibition recordés par IEAQ suivi de
I’EMet et I’EAc atteignent les valeurs de 74,86 %, 67,86 %, et 64,73%, respectivement. Cela
a confirmé I’efficacité de notre plante dans la protection des protéines contre la dénaturation
d'effet dénaturant a la (Figure 17,18)

90,00
80,00

70,00

60,00 / —r—— — 47
50,00 /

40,00 / /

30,00 - === EACE
20,00 1
10,00

Pourcentage d'inhibition %

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Concentration mg/ml

Figure 17: Effet inhibiteur des extraits EAc et EACE de Pergularia tomentosa sur la

dénaturation de BSA. Les valeurs de % d’inhibition sont exprimées en moyennex SD (n=3).

80,00
70,00

60,00
50,00
40,00 l

20,00 7 === EMet
10,00

74,86
67,86

Pourcentage d'inhibition %

Concentration mg/ml

Figure 18: Effet inhibiteur des extraits EAQ et EMet de Pergularia tomentosa sur la

dénaturation de BSA. Les valeurs de % d’inhibition sont exprimeées en moyennex SD (n=3).
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Figure 19: Effet inhibiteur de Diclofénac de sodium sur la dénaturation de BSA. Les valeurs

de % d’inhibition sont exprimées en moyenne+ SD (n=3).

D’apres les résultats obtenus (Tableau4), on a observé que I’extrait EACE de P.tomentosa

a significativement exercé 1’excellente inhibition de dénaturation de BSA, avec une valeur

d’IC50 (0,41+0,11) la plus faible en comparaison avec les autres extraits testés. En effet, son

pouvoir anti-inflammatoire est trés proche a celui de ’EAc qui a une valeur (0,52

+0,19 mg/ml) (Tableau 4) ce qui montre une importante activité anti-inflammatoire des extraits

d’acétate d’éthyle et d’acétone de P.tomentosa en comparaison au extraits aqueux et

méthanolique qui ont inhibé la dénaturation avec des ICso plus élevee de 0,95 + 0,10 et 1,01

+ 0,17mg/ml, respectivement. Comparativement au diclofénac, I’activité anti-inflammatoire

de tous les extraits reste moins importante que celui de ce médicament.

Tableau 4: Valeurs des ICso recordées par le médicament anti-inflammatoire et les différents

extraits de la plante P.tomentosa.

Extrait/standard I1Cso0 (mg/ml)
n.S,*,**,***
EAQ 0.95+0.10
n.S,**,***
EMet 1.01+0.17
*,**,nS,**
EAcC 0.52+0.19
**,ns
EACE 0.41+0.11
. , . *kk k% nS
Diclofénac de sodium o
0.002+0.001
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4.2.2. Evaluation de I’effet piégeur de P.tomentosa vis-a-vis le radical d’Hydroxyle
(OH")

Les radicaux libres sont produits dans le cadre de processus métaboliques normaux. Sous
les conditions physiologiques, la production de ces radicaux au niveau cellulaire est étroitement
contrdlée par un énorme systeme de défense dit systéeme antioxydant (Sies,1997). En raison
de la complexité du processus d'oxydation, il existe peu de méthodes courantes qui permettent
d’évaluer I’effet antioxydant des plantes. Dans la plupart des cas, il est nécessaire de combiner
différentes réactions tests complémentaires pour obtenir une indication de la capacité
antioxydant d'un échantillon test (Degaulejac et al., 1999 ; Tabart et al., 2009). Les extraits
naturels sont des mélanges complexes de nombreuses molécules aux propriétés chimiques
différentes. Par conséquent, des méthodes plus analytiques pour évaluer la capacité antioxydant
des extraits sont susceptibles détre plus informatives et nécessitent une meilleure
connaissance des différents mecanismes de défense antioxydant impliqués contre les especes
oxydants (Ozturk et al., 2007; Gulcin, 2009).

Dans cette étude, nous avons basé sur la méthode de piégeur le radical d’Hydroxyle (OH")pour

évaluer l'activité antioxydant des extraits: EAQ et EMet, EACE et EAc de P.tomentosa.

Le butyl hydroxyanisole (BHA) et le butyl hydroxytoluéne (BHT) sont utilisés comme
des standards antioxydants. L’activité antiradicalaire des différents extraits, ainsi que les

standards, est illustrée dans les graphes suivants :

~ % T 'ACTIVITE ANTI-RADICALAIRE
70,00 LaSiney
60,00 » . 8396
g ';52,')(-\ EA
A /
5000
/ —=— EAC
E
40,00
30,00 EA
N Q
[
- 20,00 EM
a 1000 ¥ ——ct
% = T T T 1
0 > 10 15 20
Concentration mg/ml

Figure 20: Activité anti radicalaire de différents extraits de Pergularia tomentosa. Les

valeurs de % activité antiradicalaire sont exprimées en moyenne+ SD (n=3).
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Figure 21: Activité anti radicalaire de Butyl hydroxy toluene .Les valeurs de % activité antiradicalaire sont
exprimées en moyennex SD (n=3).

70,00
\. y /
oﬂ 60,00 64,76
o /

50,00
é 40,00 -
ﬁ 30,00
£ 20,00 BHA
"g 10,00
3 - T T T T T 1
% 0 005 01 015 02 025 03
< Concentration mg/ml

Figure 22: Activité anti radicalaire d’Acide beta-hydroxylés. Les valeurs de % activité

antiradicalaire sont exprimées en moyennex SD (n=3).

Les résultats obtenus montrent que tous les extraits étudiés et les antioxydants (BHA,
BHT) ont une activité antiradicalaire dose dépendante et que I’effet piégeur des extraits testés

est prononcé par rapport aux standards utilisés (Figure 20, 21 ,22).

Les valeurs de % du piégeage indiquent que les quatre extraits sont efficaces dans la
réduction du radical OH’, tandis que I'EAQ présente I’activité antiradicalaire la plus
significative contre ce radical avec un taux d’activité de 70,64 % a sa dose 16 mg/ml, par rapport

au contrble négatif et aux autres extraits (Figure20, 21, 22).
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Alternativement, le taux de piégeage de l'oxygeéne a cette concentration la plus élevée
testée (16 mg/ml) a atteint de 63,96 % pour I'EACE, de 58,29 % pour I'EMet et uniquement de
53,37 % pour I'EAc (figures20).

Tableau 5: Valeurs d’ICso recordées par les différents extraits de P.tomentosa et les

antioxydants standards.

Extrait/standard I1Cs0 (Mg/ml)
ns,**
EAQ 0.54+0.29
ns,*
EMet 1.15+0.61
ns,*
EAc 1.32+0.89
EACE 3.02+0.88
ns,***
BHT 0.32+0.14
ns,***
BHA 0.05+0.001

D’apres les résultats obtenus (Tableau 5), on a observé que I’extrait aqueux EAQ de P.
tomentosa a significativement exercé I’activité anti-radicalaire la plus intéressante contre le
radical d’Hydroxyle (OH"), avec une valeur d’ICsp (0,54+0,29 mg/ml) qui la plus faible en
comparaison avec les autres extraits testes. En effet, son pouvoir antioxydante est trés proche a
celui de I’antioxydant BHT qui révele une valeur d’ICsp (0,32+0,14mg/ml) (Tableau5), ce qui
montre significativement I’effet piégeur puissant de 1’extrait aqueux de P. tomentosa en
comparaison avec les extraits méthanolique et d’acétone qui ont piégé ce radical avec des ICso
de 1,15 + 0,61 et 1,32 = 0,89mg/ml, respectivement. Alors que, I’extrait d’acétate d’éthyle
(EACE) semble étre I’agent piégeur le plus faible avec une ICso de 3,02+£0,88 mg/mi
Comparativement au BHA, I’activité anti radicalaire de tous les extraits reste statistiquement

moins importante que celui de cet antioxydant.
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4.2.3. Evaluation de Pactivité anti inflammatoire des extraits du P.tomentosa in vivo
v' (Edéme de la patte induit par la carraghénane

L'eedéeme de la patte induit par la carraghénane est un modeéle expérimental bien connu

et tres utilisé pour déterminer le potentiel anti-inflammatoire in vivo d'extraits de plantes.

Le test se déroule en deux phases. Au cours de la premiére phase, il s’agit d’une évolution
de l'eedéme de la patte qui pourrait s'expliquer par I’importante libération d'histamine et de
sérotonine, et une augmentation de la perméabilité vasculaire (Jiang et al.,2015 ; Saidi et al.,
2022).

Les résultats obtenus reflétent le volume d'cedéme mesuré et sont présentés dans la

Figures 23
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Figure 23: Taux d’inhibition de ’cedéme des pattes droites des groupes témoin, non sain,
contréle positif (traité par I’anti-inflammatoire indométacine) et des groupes traités par les
extraits aqueux et méthanolique du P.tomentosa pendant 1h, 2h, 3h, 4h, 5h et 24h. Les valeurs

sont exprimées en moyenne + SEM (n=5).
Sig>0,05==> aucune différence (n.s)
sig<0,05 —=> différence significative (*)
sig<0,01 —=> différence tres significative (**)
Sig<0,001=—=>différence hautement significative (***)

La figure 23 montre qu'au cours de la phase précoce et précisément 1 h aprés l'injection
de carraghénane, il y avait une augmentation faible de I'cedéme de la patte de souris dans tous

les groupes traités (médicament ou extrait).

Apreés 2h, 3h, 4h, 5h Ceci a été immédiatement suivi d'une augmentation progressive
de taux d'inhibition de I'eedéme pour presque tous les groupes traités lorsqu’on la compare a
celle du groupe témoin, d'ou viennent les valeurs: pour I’EAQ (150/300 mg/kg) a 48,20%;
54,56%, et pour L'EMet (150/300 mg/kg) a 51,80% ; 58,11% respectivement. Par apport le
groupe traité par lI'indométacine 60,96%; %. L’inhibition de ’évolution d’cedéme par les deux
extraits testés et le médicament anti-inflammatoire a été clairement observée pendant les 3h,
4h et 5h suivantes de l’induction d’cedéme, ce qui indique I’effet anti-inflammatoire

considérable de ces deux extraits (EAQ,EMet).

Au cours de la phase tardive (24 h), l'inhibition de I'cedéme de la patte par I'extrait EAQ

et EMet de la plante était trés importante chez les souris traitées par les deux doses (150 et 300
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mg/kg), mais 'EMet a dose de 300 mg/kg avait un effet légerement meilleur.

4 h aprés l'injection de carraghénane, les pourcentages d'inhibition de I'eedéme de la
patte était de (60,42%) pour la dose de 150 mg/kg et (62,92 %) pour la dose de 300 mg/kg de
I’extrait méthanolique , tandis que le groupe traité par I’'indométacine présentait une réduction
d’cedéme de (64,58 %) au cours de la méme période, et toutes ces valeurs et comparaisons
peuvent aussi étre dues a la présence de certains métabolites secondaires (comme les

flavonoides , les saponosides, les alcaloides).
v' (Edéme de oreille induit par la carraghénane

L’cedéme de l’oreille induit par la carraghénane chez les souris qui est un modele
d’inflammation aigué qui a été utilisé dans le présent travail pour renforcer I’évaluation de

I’effet anti-cedémateux des extraits aqueux et méthanolique de P.tomentosa.

L’activité anti-inflammatoire des extraits étudies est exprimée par la difféerence de
diameétre d’oreilles droites des souris traitées par ces extraits a différente doses et celui
d’oreilles droites des souris du groupe induit et non traité (Groupe 1). Les résultats obtenus

sont illustresdans la figures24 :
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Figure 24: Taux d’inhibition de I’cedéme des oreilles droites des groupes témoin induit et non

traité, témoin positif (induit et co-traité par I’anti-inflammatoire indométacine) et

des groupes induits et co-traités par les différents extraits du P.tomentosa

pendant 2h, 4h et 24h.Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (n=5).

sig>0,05 ==> aucune différence (n.s)

sig<0,05 ==>différence significative (*)

sig<0,01 ==>différence trés significative (**)

sig<0,00 1 ==>différence hautement significative(***)

Comme indiqué dans la Figure24 :
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Apres 2: d'induction de l'inflammation, on a observé chez les souris de groupe témoin
positif une activité anticedémateuse tres faible avec un taux d’inhibition de 28,95% et aussi pour
les groupes des extraits traités par EAQ (150/300mg/kg) présentent des valeurs d’inhibition
d’cedéme qui atteignent de 2,11% et 2,63%, respectivement quand ceux recordés par ces doses
de I'EM et étaient également plus faibles avec 5% et 7,89%.

Apres 4h: Pextrait AQ et Met de P.tomentosa montré une suppression non négligeable
de l'edeme de loreille induit par la carraghénane ou on remarque une augmentation
considérable de taux d'inhibition d'cedéme au niveau l'oreille droite dans tous les groupe ou
groupe(2) quitraité par I'indométacine attient 53 ,33% ; et pour les groupes traité par les extraits

avec un pourcentage d'inhibition maximale atteint au :

I'EAQ150, 300 mg/kg nous l'avons trouvé 26,67% ; 37,78% ; et EMet 150,300 mg/kg
avec 41,56% ; 47,78% successivement, ceci confirme que les extraits de Pergularia tomentosa

ont capable a réduire I'inflammation.

Apres 24h: on a remarqué que les extraits EAQ (150 et 300 mg/kg) et EMet (150 et 300
mg/kg) de P.tomentosa présentent une légére diminution dans les taux d'inhibition 20,24% ;
24,49%; 30,61%; 43,69% successivement, tandis que la valeur d'indométacine était
Iégerement plus élevée (46,94%). Cette diminution peut étre due a l'inflammation excessive

de l'oreille des souries, qui conduit méme a une rupture de la peau d'oreille.

Ces résultats montrent quels extraits de Pergularia possédent un pouvoir anti-
inflammatoireet par la comparaison, I'EMet s'est avéré plus efficace que 'EAQ et cela peut

étre du a la présence de certains métabolites secondaires, tels que les flavonoides.

4.2.4. Evaluation de D’activité anti-hyperglycémie in vivo par le test de tolérance au
glucose (OGTT)

L'étude du pouvoir hypoglycémiant passe par une induction d'une hyperglycémie chez
'animal. L hyperglycémie pouvant étre induite soit temporairement a partir d’une solution de
glucose soit définitivement par contact avec des agents tel que la glucose ou I’alloxane
(Hanhineva et al., 2010).

Notre travail, Consiste a provoquer une hyperglycémie temporaire chez les animaux non
diabétiques et a vérifier I’effet des extraits étudiés vis-a-vis I’hyperglycémie induite. Il s’agit
d’une induction temporaire par une solution de glucose (2mg/kg), et un traitement par le
médicament glibenclamide qu’ils ont regu les animaux du groupe témoin positif. Une goutte

de sang a été prélevee a partir de I’extrémité caudale des souries, déposée sur une bandelette
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réactive du glucométre, afin de mesurer la glycémie.

La figure 25 montre les résultats obtenus :
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Figure 25: Le taux de réduction de I’hyperglycémie, induite par la surdose du glucose,

récordés par le co-traitement des souris par I’antidiabétique (le Glibenclamide) et les extraits

de P.tomentosa a différentes doses a 1h, 1.30min, 2h. Les valeurs sont exprimees en

moyenne = SEM (n=3)
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Sig>0,05=—=> aucune différence (n.s)

sig<0,05 ——=>différence significative (*)

sig<0,01 ==>différence trés significative (**)
Sig<0,00 I==xdifférence hautement significative (***)

Apreés 1h d’administrée oralement le glucose, on remarque que le taux du glucose dans
le sang a été augmenté en une valeur importante pour le groupe témoin non sain. Par contre,
les taux de réduction du glucose atteignent des valeurs de 70,94% pour ’'EAQ 300mg/kg,
60,58% pour P’EAQ150mg/kg; et 77,10 % pour ’EMet 300 mg/kg et 65,87% pour ’EMet
150mg/kg, par apport le témoin positif qui a estimé 76,44%.

Apres 90min, nous avons constaté que les valeurs de taux du glucose diminuaient
progressivement, donc le taux de réduction de taux du glucose 82,97%, 87,10% pour ’'EAQ150,
300 mg/kg ; et 93,39%, 98,41% pour I’EMet 150,300 mg/kg successivement par apport le

témoin positif 99,67 %, qui montrent 1’effet positif des extraits de P.tomentosa.

Apres 120min, on remarque chute des valeurs et diminution de I’hyperglycémie Jusqu'a
ce que la valeur soit atteinte de 19,47 % de ’EMet (300 mg/kg). Cela a nous permis de noter
une diminution de la glycémie pour les 2 doses testées de chaque extrait de P.tomentosa, par
rapport a celle observee avec le glibenclamide, cette diminution indique que I’excés de sucre a

été amélioreé par le stockage du glucose dans les cellules cibles de 1’organisme.

Donc les résultats obtenus montrent que I’extrait méthanolique posséde une activité
hypoglycemiante importante a celle de ’hypoglycémiant oral, de glibenclamide, comme il est
le plus puissant que ’EAQ, et cette différence peut étre due a I’existence des composants

bioactif comme les flavonoides et les alcaloides.
5. Discussion

Actuellement, les solvants les plus couramment utilisés sont ceux qui ont un point
d'ébullition bas et ne réagissent pas chimiquement avec les composés extraits, ce qui facilitent
ensuite leur élimination par évaporation(Naczk et Shahidi, 2004 ; Barroso et al., 2014).11 a été
confirmé que le rendement d'extraction se varie en fonction de nombreux facteurs parmi
lesquels la méthode utilisée en plus des facteurs géographiques et climatiques de la zone de
récolte et ceux liés aux propriétés génétiques de la plante et la partie végétale qui a subi
I’extraction ainsi que sa maturité, la durée et la méthode de stockage (Ozgliven et Tansi, 1998

; Park et Cha, 2003). Cette différence peut s'expliquer également par la capacité du solvant de
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polarité (Naczk et Shahidi, 2004 ; Barroso et al., 2014).

Dans le présent travail, différents solvants a polarité décroissante sont utilisés dans
I’extraction des métabolites contenus dans la partie aérienne de I’espéce P.tomentosa. Les
résultats obtenus ont montré que l'extraction aqueuse était le plus grand rendement avec une
valeur de 12,40 %, suivi par I’extraction dans du méthanol (80%) avec un rendement de 7.50%,
tandis que l’acétone et l’acétate d’éthyle nous a permis d’obtenir des extraits avec les
rendements les plus faibles de 2.44% et 2%, respectivement. En effet, nos résultats sont bien
confirmés par les études menées par (Markom et al.,2007) et (lloki-Assanga et al.,2015)qui
ont rapporté que les meilleurs rendements d’extraction étaient obtenus avec 1’usage des
solvants polaires tels que l'eau, le méthanol et I'éthanol. Selon (Abid et Touahria,2018) le
rendement de I’extrait aqueux et I’extrait acétate d’éthyle des feuilles de Pergularia tomentosa
sont respectivement de 8,64 % et 0.13%. En comparant nos résultats avec des études
antérieures, (Hassan et Coll,2007) Par exemple, pour les feuilles, les phases chloroformique
et aqueuse sont respectivement de 7 % et 15,25 %. De plus, les tiges de Pergularia tomentosa
donnent respectivement 4,75% et 13,5% dans les phases chloroformique et aqueuse.

Les plantes qui poussent dans les régions arides et semi-arides produisent difféerentes
classes des métabolites secondaires pour se protéger et survivre aux contraintes climatiques et
environnementales (Rira, 2006).L’analyse phytochimique de ce type des plantes a permis
d’identifier généralement la présence des composés non nutritifs mais biologiquement actifs
donnant aux plantes leurs saveurs, leurs couleurs et d'autres propriétés pharmacologiques.
Pourcette raison, la composition chimique de différents extraits de la plante P.tomentosa a été
criblée par plusieurs tests de screening phytochimique. Les données obtenues ont revelé la
richesse des extraits de P.tomentosa en diverses classes des métabolites tels que les
polyphénols, les polyterpenes, les flavonoides, les alcaloides, les coumarines, le mucilage et les
saponosides notamment les extraits polyphénols et flavonoides. Cependant, l'absence des
quinones et des anthraquinones a été observée dans tous ces extraits. Ces résultats sont en
concordance avec ceux trouvés par (Ouedraogo,2001) qui a identifié plusieurs molécules aux

groupements chimiques différents dans 1’extrait aqueux de la plante Mitragyna inermis.

Une étude menée par Lahmar et al.,, 2017 a montré qu'une quantité importante de
concentré de flavanols, de polyphénols et de tanins a été trouvée dans I'extrait d'acétate d'éthyle
de P.tomentosa. De plus, la présence des flavonoides, des tanins, des alcaloides, glycosides,

des terpénoides, des stéroides et des glucides a été confirmé dans les extraits
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alcooliques des espéces P. daemia et P. tomentosa (Sridevi, 2015 ; Alghanem et Al-amir,
2017 ; Miladi et al., 2018).Cela démontre la richesse de cette espece en métabolites secondaires

et explique alors les nombreuses utilisations médicinales de celle-ci.

L'inflammation est une réponse biologique du systéme immunitaire qui peut étre
déclenchée par de nombreux facteurs, notamment les agents pathogeénes, les cellules
endommagées et les composés toxiques. Ces facteurs peuvent induire alors des réponses
inflammatoires aigués et/ou chroniques entrainant des lésions tissulaires ou la formation des
cedémes et contribuant par conséquent aux nombreuses maladies inflammatoires (Chen et al.,
2018). L'inflammation aigué se caractérise par des symptdmes locaux typiques tels que la
chaleur, la rougeur, la douleur et I’cedéme ou le gonflement. En effet, divers médiateurs pro-
inflammatoires sont sécrétés au niveau des foyers inflammatoires dont les prostaglandines,
I’histamine, sérotonines, qui agissent localement sur des vaisseaux sanguins en augmentant la
perméabilité capillaire et en provoquant par la suite une infiltration exsudative qui

s’accompagne avec la formation d’un cedéme (Okombe et Nzuzima, 2019).

La dénaturation des protéines est lI'une des causes de l'inflammation (Williams et al.,
2008). De nombreuses études ont évalué in vitro l'effet inhibiteur de différents extraits des
plantes la dénaturation des protéines, ce qui reflete leurs activité anti-inflammatoire (Bouhlali
et al., 2016). Dans ce contexte, le test de ’inhibition de la dénaturation de BSA a été réalisé et
les résultats obtenus ont montré que les extraits de la plantes étudiées, en particulier les
extraits d'acétate d'éthyle et I’extrait aqueux, ont inhibé remarquablement la dénaturation de la
protéine cible avec un taux d’inhibition de 77.85% et 74.86 %, ce qui révele leur effet
inflammatoire qui est statistiquement tres important que celui du médicament anti-
inflammatoire diclofénac de sodium (76,51%). Cela peut s’attribuer a la présence de différents
métabolites secondaires, dans la composition chimique de ces extraits, qui sont biologiquement
actifs tels que les composés phénoliques, les flavonoides les tanins et les polyterpénes a activité

anti-inflammatoire prononcée.

En effet, ces molécules bioactives d'origine végétale, en particulier les flavonoides,
présentent une capacité d’inhiber la croissance des macrophages (Mary-Ann et
Bartholomew,1990). De plus, certains flavonoides peuvent activer les enzymes de
détoxification anti oxydantes, en empéchant ainsi la surproduction et I’échappement des
especesréactives de lI'oxygene au niveau des tissus inflammatoires endommagés (Hussain et
al., 2016).

43



Chapitre 04 : Résultats et discussion

Les cedémes induits au niveau des pattes et les oreilles sont des modéles expérimentaux
couramment utilisés pour évaluer le potentiel anti-inflammatoire in vivo des extraits des plantes.
(Ouédraogo et al.,2012) ont montré que l'injection sous-cutanée de carraghénane induisait un
cedéme local qui atteignait son maximum apres 4 h. Les mécanismes cellulaires et
moléculaires de l'inflammation induite par le carraghénane sont bien caractérises. 1l induit la

libération de plusieurs médiateurs chimiques qui sont a l'origine du processus inflammatoire.

L’cedéme induit est un phénomene biphasique qui se caractérise par l'augmentation de
volume du pied ou du pavions de I’oreille qui peut s'expliquer par la libération des médiateurs
pro-inflammatoires tels que d'histamine et de sérotonine, en entrainant la libération ensuite de
bradykinine et une augmentation de la perméabilité vasculaire entretenue par les Kinines. La
deuxiéme phase est ’accélération du gonflement, causée par les prostaglandines (Jiang et al.,
2015). Donc, lactivité inhibitrice des extraits s'exercait sur les cyclooxygénases COX,
responsables de la synthese des prostaglandines pro-inflammatoires lors de cette seconde phase
de I’inflammation (Ouédraogo et al., 2012).L'cedéme induit peut étre alors mesureé a l'aide d'un
compteur volumétrique, ce qui permet de surveiller I'évolution du processus inflammatoire
(Chat et al., 2013). Nos résultats ont montré que 1’extrait méthanolique de P.tomentosa est a
une activité anti cedémateux remarquable et dose dépendante, avec un taux d’inhibition de
I’évolution d’cedéme de la patte qui est statistiquement plus important que celui observé dans
le groupe prétraité par Iextrait aqueux. Cela peut étre d0 a la richesse de 1’extrait
méthanolique en métabolites secondaires bioactifs et la diversité de ces composés. En
concordance avec nos résultats, les travaux de (Sridevi,2015)ont montré que I’extrait
alcoolique de P.daemia possede une activité anti-inflammatoire plus importante que celle de
son extrait aqueux, et celaa également été confirmeé par (Kandeda et al., 2022)qui ont
rapporté que I’extrait aqueux de P. démie prévient significativement les inflammations. Dans
ces travaux, ’effet anti- inflammatoire puissant révélés parles especes du Pergularia a été
correlé avec la présence des flavonoides, des tanins, des alcaloides, des glycosides, des
terpénoides, stéroides et des glucides dans leurs extraits alcooliques (Sridevi, 2015 ;
Alghanem et Al-amir, 2017 ;Miladi et al., 2018). De nombreuses études in vivo ont montré
que les flavonoides, tels que la quercétine et la rutine, ont une puissante activité anti-
inflammatoire dans les modeles inflammatoires aigus et chroniques en inhibant la

peroxydation lipidique, I'agrégation plaquettaire et la perméabilité capillaire

(Falleh et al., 2008;Hussain et al., 2016 ; L. et al.,2016).
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En effet, les flavanones, notamment la rutine, sont connues par leurs propriétés
protectrices des vaisseaux, leurs pouvoir & moduler la phospholipase A2 (PLA2) et leurs
capacités a inhiber le recrutement des neutrophiles vers la région affectée (Selloum et al.,
2003). Les composés bioactifs végétaux peuvent également inhiber les effets pyrogenes de
nombreuses bactéries. Des essais cliniques trés récents ont méme montré que certains types de
composés comme les saponines et les flavonoides pouvaient réduire I'élévation anormale de la
température suite a un rejet ou a une Iésion tissulaire (Relja et al., 2020). Par conséquent,
cettecapacité des molécules bioactives permettra la production de médicaments plus efficaces
avec moins d'effets secondaires que les médicaments existants sur le marché, notamment les

antibiotiques et les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) (Davis et Robson,2016).

Les antioxydants synthétiques, tels que le BHT, ont été largement utilisés comme
antioxydants dans I'industrie alimentaire mais ils peuvent étre les responsables des dommages
dans le foie et de la carcinogenese. Pour cette raison, l'intersécance a la recherche d'antioxydants
naturels a considérablement été augmenté. Par conséquent, le potentiel antioxydant de
différentes molécules provenant des plantes médicinales, telles que les polyphénols, a été mis

en evidence par plusieurs tests (Ghedadba et al., 2014).

Dans ce travail, I’effet piégeur du radical hydroxyle (OH"a été évalué pour tous les
extraits etudiés de la plante P.tomentosa. Les résultats obtenus ont montré que la bonne activité
antiradicalaire a été significativement constatée avec les extraits aqueux et méthanolique avec
des valeurs des ICso qui sont les plus faibles par rapport les autres extraits de cette plante.
Toute fois, I’activité antioxydante des extraits étudiés reste moins importante que celle exhibé

par les antioxydants standards, BHA et BHT, utilisés comme des molécules de référence.

L’activité antiradicalaire de différents extraits (EAQ, EMet, EAc et EACE) semble étre
trés importante rapport a celle trouvé par (Tlili,2015) pour les extrais éthanolique et
alcaloidique de P.tomentosa. Les capacités antioxydantes d’extrait méthanolique de
P.tomentosa ont été fortement reliées dans les travaux de (Lahmer et al.,2017) avec leur
composition chimique en composésbioactifs, leurs structures et leur caractére hydrosoluble ou
liposoluble, ainsi qu’avec le type du test appliqué(Falleh et al., 2008 ; Popovici et al.,
2009).

D'autres études ont confirmé les effets biologiques remarquables des extraits de

P.tomentosa de différentes régions.
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En général, les polyphénols avec un nombre élevé de groupes hydroxyle ont montré une
activité antioxydante tres importante car ils étaient capables de fournir plus d'atomes pour
neutraliser les radicaux libres (Heim et al., 2002), en basant sur le concept de « relation
Structure activité » et de qualité de ces composes polyphénoliques (Rached, 2009).

Une corrélation entre la teneur totale en flavonoides de I’extrait méthanolique et son
activité antioxydante a été établie pour de nombreuses especes végétales (Juan et Chou, 2010;
Khasawneh et al., 2011).Cette corrélation est due a la capacité des flavonoides grace a leurs
structures qui contiennent une certaine particularité. En effet, le nombre et/ou la position des
groupements hydroxyles sur le noyau de ces molécules, la substitution sur les cycles B et A en
présence d'une double liaison C2-C3 conjuguée a une fonction 4-oxo sur le cycle C renforce
l'activité antioxydante de ces métabolites (Cai et al., 2006). Ces résultats nous laissé a
suggerer que la plante étudiée est une source prometteuse de molécules bioactives capables de

donner des électrons et des protons en stabilisant les radicaux libres(Khadhri et al., 2016).

L’activité anti-hyperglycémie in vivo par le test de tolérance au glucose (OGTT) possible
des extraits aqueux et méthanolique de la plante P.tomentosa a été évaluee dans le diabéte sucré

expérimental induit par le gavage de glucose chez des souris males.

Les extraits aqueux et méthanolique de P.tomenosa ont significativement réduit
I'nyperglycémie des souries traités par rapport aux témoins et c'était un indicateur de l'existence
de plusieurs métabolites secondaires et de composes bioactifs a effet hypoglycémiant. Ces
molécules peuvent étre des flavonoides, des polyphénols et des tanins. (Mangambu et al.,
2014) ont convenu que la présence de flavonoides et de tanins dans diverses especes végétales
est un indicateur important de l'activité hypoglycémiante ou antidiabétique de ces plantes.
Selon (Kebieche,2009), les flavonoides ont des effets hypoglycémiants en réduisant la
tolérance des tissus au glucose. D'autres auteurs suggerent que les substances phénoliques
(flavonoides, anthocyanes, acides phénoliques) pourraient également faciliter le mouvement
du glucose du sang vers les tissus périphériques, en l'occurrence le tissu hépatique, atténuant

I'nyperglycémie (subash-babu et al., 2008).

Une étude de (Lapidot et al.,2002) sur des souris diabétiques a montré que les
métabolites secondaires, en particulier les flavonoides, guérissent les cellules béta
endommagées des ilots de Langerhans en empéchant l'oxydation causée par les radicaux

libres et les especes d'oxygéne telles que le peroxyde d'hydrogene (H202). Ce qui
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conduit & une restauration physiologique de la sécrétion d'insuline.

Cependant, certaines études ont démontré que les plantes peuvent traiter efficacement
I'nyperglycémie postprandiale grace a leur richesse en alcaloides (Coskun et al., 2005 ; Kang
et al., 2018 ; Ghorbani et al., 2019).Les investigateurs de ces études ont suspecté une forte
inhibition de la glycogénolyse hépatique.

Diverses études in vitro et in vivo suggerent que les polyphénols peuvent réguler le
métabolisme des glucides et présenter des activités antidiabétiques en utilisant différents
mécanismes, par exemple, le flavonol glycoside montbretin A inhibe I'a-amylase pancréatique
humaine, qui catalyse I'nydrolyse de I'amidon en sucres (Kim et al., 2016 ; Martel et al., 2016

; Solayman et al., 2016).
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Conclusion

Ces derniéres années, la phytothérapie est devenue un axe important de la recherche
biomédicale de plus en plus populaire, ou les investigations sur les plantes médicinales ont
occupé le devant de la scene a coté de la chimiothérapie.

P.tomentosa est I'une de ces plantes qui a attiré I'attention pour ses propriétés curatives
et préventives potentielles, attribuées a sa teneur en métabolites secondaires bioactifs qui
peuvent jouer un r6le crucial dans la prévention des maladies liées a I’inflammation, notamment

les maladies neurodégénératives, le diabéte et le cancer

Dans le but investiguer pouvoir thérapeutique de la plante Pergularia tomentosa, nous
avons évalué ses activités : anti-oxydante in vitro, anti inflammatoire in vitro et in vivo, et
antidiabétique in vivo de différents extraits (EAQ, EMet, EAc, EACE).

En effet, les rendements obtenus d'extractions de P.tomentosa se varient
considérablement en fonction du solvant utilisé et de la méthode appliquée ou le rendement
obtenu par I'extraction aqueuse par décoction (12.40%) était supérieur a celui obtenu par
I'extraction par macération dans du méthanol 80% (9.97 %). Alors que, ’extraction dans
d’acétate d’éthyle et du I’acétone a donné les rendements les plus faibles avec des valeurs qui
sont statistiguement similaires de 2.44 et 2%, respectivement. Ce qui peut expliquer la
richessede cette plante en métabolites hautement polaires et hydrosolubles et ceux de polarité
moyennetels que les composes phénoliques comme polyphénoles, Les tanins (catéchiques et
galliques), les flavonoides, les poly terpéenes, les alcaloides, les mucilages, les coumarines, les

saponines.

En effet, ces composés naturels apportent aux plantes medicinales leurs propriétés
pharmacologiques et sont largement responsables de leurs vertus thérapeutiques. Dans ce
contexte, I’évaluation des activités biologiques de la plante P.tomentosa, I'analyse des résultats
obtenus, nous permet de suggérer que l'espece P.tomentosa semble étre une source des

ingrédients naturels et bioactif qui lui fournissent les propriétés suivantes :

Une bonne activité anti-inflammatoire in vitro, en reposant sur I’inhibition importante et
dose dépendante de la dénaturation de BSA exhibée par ses extraits, notamment 1’extrait EAcE
qui a présenté la valeur la plus faible d’ICso (0.41+£0.11mg/ml) suivi de ’'EAc (ICso de0.52
+0.19 mg/ml. Le bon effet anti-inflammatoire de cette plante a été confirmé in vivo par le

potentiel anti-cedémateux remarquable de ses extraits aqueux et méthanolique qui ont
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Inhibé en méme temps I’évolution d’cedémes de la patte et de I'oreille induits par la
carraghénane chez les souris. En effet, ’extrait méthanolique révele la meilleure activité anti-
cedémateuse avec des taux d’inhibition de 62.92% et 42.22 % a sa dose 300.mg/kg apres 24 h
de I’induction d’cedéme de la patte et 4 h de I’induction d’cedéme de 1’oreille.

Une activité anti-oxydante dose dépendante présentée in vitro par tous ses extraits, en
particulier I’extrait aqueux qui a recordé la valeur la plus faible d’ICso (0.54+0.29 mg/ml) suivi
de I’extrait Met (1.15 + 0.61 mg/ml) ce qui a montré que cette plante posséde un important effet

anti- radicalaire vis-a-vis le radical d’hydroxyle.

Une activité hypoglycémiante prometteuse in vivo ol on a observé que les extraits aqueux
et méthanolique de la plante Pergularia tomentosa ont réduit I’hyperglycémie induite par
I’administration de la forte dose du glucose. Le bon effet hypoglycémiant a été exhibé par
I’extrait méthanolique a sa dose de 300 mg/kg. Ceci explique l'utilisation de cette plante dans

la médecine traditionnelle comme un remede naturel contre une large gamme des maladies.
En perspective, il est souhaitable de poursuivre cette recherche :
- ldentification des composants bioactifs par diverses méthodes analytiques.

- Evaluer l'activité anti-inflammatoire in vitro a l'aide de modeles alternatifs tels que le

test de stabilisation de la membrane des globules rouges.

- Evaluer l'activité antioxydante in vitro & l'aide d’autres modeéles tels que les tests DPPH
et FRAP

- Evaluer l'activité anti-inflammatoire in vivo (modéle de pleurite) et l'activité anti-
hyper glycémique a l'aide d'un autre modéle, par exemple le test du diabéete induit par la

streptozotocine.
- Evaluation des autres activités biologiques in vitro et in vivo de cette plante :

analgésiques, anticancéreux... etc.
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Annexe 01: Préparation des réactifs pour tests Phytochimiques
Réactif de Mayer

v Solution A : 1,358g de chlorure de mercure HgCl, sont dissous dans 60 ml d’eau
distillee.

v Solution B : 5g d’iodure de potassium KI sont dissous dans 10ml d’eau distillée ;

v' Les solutions A et B sont mélangées extemporarement et le volume final est ajusté

a 100 ml avec d’eau distillée.

Solution Préparation
KOH10% On dissoudre 10g dans 100 ml d’eau distillé.
o ) 10ml de formaldéhyde +5ml d’HCL
réactif de Stiasny )
concentré
On dissoudre 0,1g dans 100 ml d’eau
FeCl3 (1%) o
distillé.
meéthanol 50% 50 ml méthanol pure +50ml eau distillé.
NaOH 10% On dissoudre 10g dans 100 ml d’eau distillé
On dissoudre 0,2 g dans 100 ml d’eau
FeCl3 (2%)

distillé.

Annexe 02: Préparation des réactifs pour test anti-inflammatoire in vitro
Préparation de tampon Tris (PH 6,6)

On dissoudre 1,5137g de Tris dans 250ml d’eau bidistillé, on ajusté le PH par I’ajout de
quelques goutes d’HCL.

Préparation de BSA
On dissoudre 0,2g de BSA dans 100ml de tampon Tris (PH6,6)
Préparation de standard : Diclofénac injectable

On ajout 4,6ml d’H20 a 0,4ml diclofénac avec une dilution.
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Annexe03: Préparation des réactifs pour test antioxydant in vitro

Solution Préparation
FeSO4 On dissoudre 22,24mg dans 10 ml d’eau
distillé
Acide salicylique On dissoudre 12mg dans 30 ml d’cau distillé
H20: On ajout 10 ml d’eau distillé a 15ul d’H20>

Préparation de contréle
400ul Acide Salicylique +100ul H20,+120ul FeSO4+180 ul H.O

Annexe04: Préparation des réactifs pour test anti-inflammatoire in vivo

Préparation du caraghénane 1% :

On dissoudre 50 mg de caraghénane dans 5 ml de NaCl 0,9%

Préparation de I’indométacine :

1 Gélule = 25 mg dans 10 ml de NaCl 0,9%

Annexe 05: Préparation des réactifs pour test antidiabétique in vitro
Préparation de glucose :
On dissoudre 2mg de glucose dans 10 ml de NaCl 0,9%
Préparation de Glibenclamides :

On dissoudre 5mg de glibenclamide dans 10 ml de NaCl 0,9%

AnnexeQ6: Les appareils utilisés
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Soxhlet

Rota vapeur
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Spectrophotomeétre

Annexe 07:

Injection par seringue d’insuline

Marquage
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Annexe08: Reésultats des analyses statistiques

N Moyenne | Ecart-type Erreur Intervalle de confiance & 95% | Minimum | Maximum
standard pour la moyenne
Borne Borne
inférieure supérieure
EAQ 3 ,9533 ,10116 ,05840 ,7020 1,2046 ,89 1,07
EMET 3 1,0133 ,17156 ,09905 ,5872 1,4395 ,83 1,17
EAC 3 ,5167 ,18717 ,10806 ,0517 ,9816 ,38 73
EACE 3 ,4133 ,10693 ,06173 ,1477 ,6790 ,32 ,53
standard 3 ,0017 ,00115 ,00067 -,0012 ,0045 ,00 ,00
Total 15 ,5797 ,40112 ,10357 ,3575 ,8018 ,00 1,17
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Proposition d’hypothése.

Hypothése nulle : (il n’y a pas effet du facteur extrait sur les mesures de ’activité anti inflammatoire)=(tous
les extraits sont homogenes)=( la différence entre les moyennes des extraits n’est pas significative).

Hypothése alternative : (il y a effet du facteur extrait sur les mesures de I’activité anti inflammatoire)=(tous
les extraits ne sont pas homogenes)=( la différence entre les moyennes des extraits est significative).

ANOVA a 1 facteur

Extrais inflammation

Somme des Ddl Moyenne des F Signification
carrés carrés
Inter-groupes 2,080 4 ,520 30,189 ,000
Intra-groupes 172 10 ,017
Total 2,253 14

Sig=0,000<0,05 (le seuil de signification), alors on accepte Hypothese alternative : (il y a effet du facteur extrait sur
les mesures de ’activité anti inflammatoire)=(tous les extraits ne sont pas homogenes)=( la différence entre les
moyennes des extraits est significative).

Le taux de signification c¢’est 1-0.000=1=100%

extrai inflammation

L'activité anti inflammatoire N Sous-ensemble pour alpha = 0.05
1 2 3
,0017

Standard
EACE
EAC
EAQ ,9533
EMET 1,0133
Signification 1,000 ,865 ,978

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogénes sont affichées.

,4133
,5167

Test de Tukey?

W W W w|Ww

a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonigue = 3,000.

N Moyenne Ecart-type Minimum Maximum
EAQ 3 ,543333 ,2891943 ,3200 ,8700
EMET 3 1,153333 ,6074811 ,5800 1,7900
EAC 3 1,320000 ,8914595 ,6900 2,3400
EACE 3| 3,020000 ,8784077 2,0800 3,8200
BHT 3 ,320000 ,1389244 ,1600 ,4100
BHA 3 ,050000 ,0100000 ,0400 ,0600
Total 18 1,067778 1,1202235 ,0400 3,8200
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extrait oxydent

ANOVA a 1 facteur

Somme des Ddl Moyenne des F Signification
carrés carrés
Inter-groupes 17,257 5 3,451 10,159 ,001
Intra-groupes 4,077 12 ,340
Total 21,333 17
extrait oxydent
L'activité anti-oxydante N Sous-ensemble pour alpha = 0.05
1 2

BHA 3 ,050000

BHT 3 ,320000

EAQ 3 ,543333
Test de Tukey? | EMET 3 1,153333

EAC 3 1,320000

EACE 3 3,020000

Signification ,154 1,000
Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogénes sont affichées.
a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonique = 3,000.
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Résumé

Pergularia tomentosa est une plante trés utilisée en médecine traditionnelle depuis I'Antiquité en raison de ses diverses
propriétés médicinales, le but de nos expérimentations était d'évaluer les effets anti- inflammatoires, antioxydants et
antidiabétiques in vitro et in vivo de I'extraction aqueuse, méthanolique , acétone et acétate d'éthyle, nous avons constaté que
I'EACE avait un excellent effet inhibiteur sur la dénaturation de la BSA 77,85 %, montrant une activité anti-inflammatoire
significative, D'autre part, pour l'effet antioxydant I'EAQ présentait la plus forte activité de piégeage contre ce radical libre
avec un taux d’activité de 70,64 %.In vivo, testé sur un modéle pharmacocinétique d'cedéme aigu chez des souris injectées
de carraghénane, a l'aide des extraits aqueux et méthanoliques,a des doses différentes d';extrait gavé, nous avons mesuré le
volume des pieds et des oreilles injectés, nous avons remarqué une augmentation de l'inhibition de la taille de 1'cedéme, car
cette expérience montre que tous les extraits utilisés ont des effets anti- inflammatoires en général, Mais I'extrait méthanolique
était le meilleur . Et a parlé de I'activité hypoglycémique révélée par les résultats de son test de tolérance au glucose, aprés
mesure du taux de réduction de I’hyperglycémie dans les 2 doses testées d'extrait de Pergularia tomentosa , ily a eu une
diminution de la glycémie, Spécialement pour I'extrait méthanolique. Au final, toutes ces comparaisons et différences entre
extraits sont dues & I'abondance de métabolites secondaires dans les extraits.

Mots clé : Pergularia tomentosa, activités anti-inflammatoires, activités antioxydants, activités Antidiabétiques,

métabolites secondaires.

Abstract

Pergularia tomentosa is a plant widely used in traditional medicine since Antiquity because of its various medicinal
properties, the purpose of our experiments was to evaluate the anti- Inflammatory, antioxidant and antidiabetic in vitro and
in vivo extraction of aqueous, methanol, acetone and ethyl acetate, we found that EACE had an excellent inhibitory effect on
the denaturation of BSA 77.85%, showing an anti-bacterial activityln vivo, tested on an acute pharmacokinetic model of edema
in mice injected with carrageenan, Using aqueous and methanol extracts, at different doses of gavated extract, we measured
the volume of the injected feet and ears, we noticed an increase in the inhibition of edema size, because this experiment shows
that all the extracts used have anti-inflammatory effects in general, But the methanol extract was the best .And spoke about
the hypoglycemic activity revealed by the results of his glucose tolerance test, after measuring the rate of reduction of
hyperglycemia in the 2 doses tested of extract of Pergularia tomentosa , there was a decrease in blood glucose, Especially for
the methanol extract. Ultimately, all these comparisons and differences between extracts are due to the abundance of secondary
metabolites in the extracts.

Key words: Pergularia tomentosa, anti-inflammatory activities, antioxidant activities, antidiabetic activities,

secondary metabolites.
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