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Introduction

Depuis plus d'un siécle a travers le monde, les étres humains ont utilisé les plantes
médicinales qui jouent un réle essentiel dans les soins de santé de base dans de nombreux pays en
développement. Il est estimé que pres de la moitié des médicaments pharmaceutiques actuels sont
dérivés de plantes. Elles sont étudiées dans des nombreux pays en raison de leurs effets
thérapeutiques et moins toxiques par rapport aux molécules de drogues synthétiques (BORAH et
BANIK, 2020; VAN WYK et PRINSLOO, 2018; ADOM et al., 2017).

Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS), plus de 80% des populations de certains
pays d'Afrique utiliseraient des plantes médicinales pour leurs soins de santé primaires (ALABI et
al., 2020). Ces ressources comptent environ 500.000 espéces de plantes sur Terre, dont 80.000
possedent des propriétés médicinales (BOUALLALA et al., 2014).

Le genre Plantago comprend d'environ 250 especes des plantes herbacées largement
distribué dans les régions tempérées. Ces plantes possédent de nombreuses propriétés médicinales
car elles contiennent de nombreux composés bioactifs comme composés phénoliques et
polysaccharidiques. Plusieurs especes du genre Plantago sont utilisées comme médicament
traditionnel, a partir des feuilles et des graines, pour la cicatrisation des plaies, les inflammations, les
troubles respiratoires et les affections du systeme digestif (KWON et al., 2019; LUKOVA et al.,
2018; LUKOVA et al., 2017; ADOM et al., 2017; GONCALVES et ROMANO, 2016).

Par ailleurs, les polysaccharides sont des biopolymeres organiques naturelle largement
présente chez les animaux, les plantes et les micro-organismes. Récemment, les polysaccharides ont
attiré une attention considérable en raison de leur utilisation répandue dans des domaines industriels
tels que les produits alimentaires et pharmaceutiques (SONG et al., 2019; MIRZADEH et al., 2019).
Ils représentent les candidats les plus attractifs pour les applications biomédicales a cause de leurs
propriétés physicochimiques exceptionnelles, de leur biocompatibilité, de leur biodégradabilité et de
leur non-toxicité (SALAMA et al., 2020).

Les polysaccharides végétaux sont devenus une classe importante de produits naturels
bioactifs et largement utilisés dans les produits pharmaceutiques et les biomatériaux. lls possédent
diverses activités biologiques, telles que les effets immunostimulateurs, antioxydants, anti-
inflammatoires, antiviraux, antitumoraux, radioprotecteurs, hépatoprotecteurs et antifatigue
(LUKOVA et al., 2017).



Introduction

La présente étude va s’intéresser principalement aux polysaccharides issus des épis de
Plantago albicans L. appartenant a la famille Plantaginaceae. Pour 1’objectif de la caractérisation
partielle et I'évaluation des activités biologiques des polysaccharides hydrosolubles de cette espece,

il est réalisé des études expérimentales par des essais in vitro et in vivo.

Le travail est structuré en trois chapitres. Le premier chapitre porte sur un apercu sur les
polysaccharides végétaux et des études antérieures sur leurs activités biologiques. Le second
chapitre porte essentiellement sur I'ensemble du matériel et des méthodes dont les techniques
expérimentales d’extraction des polysaccharides hydrosolubles a partir des épis de Plantago
Albicans L., la détermination de leur composition biochimiques, et les tests réalisés pour I'évaluation
des activités antioxydantes, anti-inflammatoire (in vitro) et immunodulatrice (in vivo). Le troisieme
chapitre présente les principaux résultats obtenus suivis d'une discussion. Enfin, une conclusion

générale accompagnée par des perspectives soutenues achévent ce travail.
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Chapitre | Apercu sur les polysaccharides végétaux et leurs activités biologiques

Ce chapitre traite des généralités sur les polysaccharides, en particulier les

polysaccharides végétaux et leurs activités biologiques.

I.1.- Généralités sur les polysaccharides

Les polysaccharides sont les composés organiques les plus abondants dans la nature
(BENAOUN, 2017; FITTOLANI et al., 2019). IlIs sont synthétisés chez les plantes, les animaux
et les microorganismes (XU et al., 2019a).

Les polysaccharides sont des biopolyméres macromoléculaires naturels (BARCLAY et
al., 2019; XU et al., 2019) formés par une condensation du groupe hydroxyle hémiacétal d'un
sucre et d'un groupe hydroxyle d'une autre unité de sucre liées par des liaisons glycosides (O-
glycosidique) (KONTOGIORGOS, 2019) pour former des longues chaines d'unités
monosaccharidiques (YUAN et al., 2019). llIs ont une formule générale de Cx (H20)y, ol x est

généeralement un grand nombre compris entre 200 et 2500 ( ZHENG et al., 2018).

Les polysaccharides peuvent étre classées selon la base de leur structure en
homopolysaccharides, c¢’est-a-dire qu’ils consistent un seul type d’unité de sucre dont les
glucanes, les fructanes, les mannanes, etc., et en hétéropolysaccharides, c'est-a-dire ceux
composés dau moins deux types d'unités de sucre comme les arabinoxylanes et les
glucomannanes (BALA et al., 2019).

Pareillement, les polysaccharides naturels peuvent étre simplement classés en quatre
catégories qui sont obtenus a partir de différentes origines comme d'origine animale (chitosane),
d'origine végétale (pectine), d'origine algale (alginate) et d'origine microbienne (dextrane) (DEY
etal., 2019).

Les polysaccharides jouent des rbles dans les organismes vivants. Ils ont un role
structurel de la cellule végétale et sont utilisés comme réserve et stockage de nourriture sous

forme d'amidon dans les plantes et de glycogéne chez les mammiferes (MAJI, 2019).

Si on s’intéresse aux polysaccharides végétaux, il est nécessaire de prendre conscience
que leur variabilité structurale est en partie liée a leurs fonctions biologiques. Ils peuvent étre
catégorisés en polysaccharides de structure, en polysaccharides de réserve (PETERA, 2017;
WASUPALLL, 2018).
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I.1.1.- Polysaccharides de structure

Les polysaccharides de structure constituent la paroi des cellules végétales, parmi

lesquelles la cellulose les hémicelluloses et les pectines.
1.1.1.1.- Cellulose

La cellulose est le polysaccharide le plus abondant dans le monde (DINORO et al.,
2019). C'est un polymeére naturel, renouvelable, biodégradable et biocompatible (SALAMA,
2019). Elle est produite par de nombreuses plantes ainsi que par certaines bactéries,
champignons, et méme certains animaux marins par exemple les tuniciers (TCHOBANIAN et
al., 2018).

La cellulose est un polymere organique associé a la lignine et a I'némicellulose, qui
forment une couche protectrice ou un bouclier de la cellulose (MWENE-MBEJA et al., 2019).
C'est un homo-polysaccharide (ZAMAN et al., 2019) linéaire composé d’unités anhydroglucose
(B -D-glucopyranose) (ABU-DANSO et al., 2019) liées les unes aux autres par des liaisons B 1-4
glucosidiques, chaque deux unités de D-glucopyranose liées entre eux forme une molécule
appelée cellobiose dont l'unité de base du cellulose (Fig. 01) (YAHIA et al., 2019; CHOUANA,
2017). Les molécules de cellulose se regroupent pour former des longues chaines qui s’agrégent
en micro-fibrilles partiellement cristallines de quelques nanomeétres de diametre (IMRE et al.,
2018). Ces micro-fibrilles se disposent en groupes paralléles appelés fibres (YAHIA et al.,
2019).

OH1  HOHC HOH,G
0”4

HOH,C OH ! HOH,C

Figure 01.- Structure chimique de la cellulose (BAJPAI, 2017)
1.1.1.2.- Hémicelluloses

Les hémicelluloses sont les deuxiémes polysaccharides le plus abondant juste derriére la
cellulose (LIU et al., 2019; AHMAD et ZAKARIA, 2019). Ces polymeres sont synthétisés dans


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128111017000034#!
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I'appareil de Golgi et sécrétées dans la paroi cellulaire lors du dépdt sur la paroi secondaire
(TERRET et DUPREE, 2019). lls sont bio-synthétisés en grande quantité par les arbres et
d’autres plantes terrestres (MIKKONEN et al., 2019).

Les hémicelluloses sont des hétéropolyméres de faible poids moléculaire, sa structure
chimique est des chaines hautement ramifiés contenant de courtes chaines polysaccharidiques
(LEI et al., 2019; CLARO et al., 2019), qui sont des résidus des oses tels que les hexoses comme
le D-galactose, L-galactose, D-mannose, L-rhamnose, L-fucose et les pentoses comme le D-
xylose, L-arabinose et les acides uroniques comme le D -acide glucuronique liés par différentes
liaisons structurelles, a savoir, o ou f (1-2, 1-3, 1-4, 1-6) (LACA et al., 2019; MUSA et
BWATANGLANG, 2020).

Le xylane est I'hémicellulose la plus abondante dans la nature et consiste en residus de
xylopyranosyle liés par des liaisons 1-4 glycosidiques. D'autres unités chimiques telles que
l'arabinose ou 1'acide glucuronique (GlcA) ou I’acide méthylglucuronique (MeGIcA) pourraient
également étre liées au squelette du xylane pour donner des sous-catégories de xylane, a savoir
arabinoxylane, glucuronoxylane et arabinoglucuronoxylane (BANERJEE et al., 2019; WANG et
al.,2019a).

1.1.1.3.- Pectines

Les pectines sont des polysaccharides complexe, naturel, hydrosolubles et non toxique,
que I’on trouve en abondance dans les parois des cellules végétales dans la couche lamellaire

moyenne que 1’on obtenir a partir de sources naturelles telles que les zestes d’agrumes et le marc

de pomme (WANG et al., 2019b; ZHANG et al., 2019; BAJPAI, 2020).

Ces sont des polymeres composées de motifs d'acide D-galacturonique liés les uns aux
autres avec des liaisons a 1-4 glycosidiques, dont certains motifs sont partiellement esterifié avec
du méthanol au niveau du groupe carboxyle en C-6 et peut étre estérifié avec des groupes acétyle
en C-2 ou C-3 (ALMASI et al., 2019).

Les pectines se composent de régions linéaires et de régions ramifiées, dont
I'hnomogalacturonane (HG), le rhamnogalacturonane | (RG I), le rhamnogalacturonane Il (RG I1)
et le xylogalacturonane (XG) (Fig.02) (KOH et al., 2019; LOPEZ-SANCHEZ et al., 2019).

L’homogalacturonane (HG) est un squelette linéaire consiste en résidus d'a 1-4 acide

galacturonique (GalA) pouvant étre estérifiés avec des groupe méthyles, carboxyles ou acétyles,
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déterminant le caractere anionique de la pectine. Le rhamnogalacturonane | et 1l (RGI et RGII) et
le xylogalacturonane (XG) sont des structures ramifiés avec différentes chaines latérales de sucre

neutre et sont connectées a I’homogalacturonane (HG) (KOH et al., 2019).

Les pectines sont largement utilisés comme ingrédient alimentaire en raison de leurs
stabilité & pH bas et leurs propriétés biologiques, et aussi utilisés pour la fabrication des sous-
produits industriels a partir de pépins de pomme et de betterave a sucre (SABATER et al., 2019;
BEMILLER, 2019a).
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Figure 02.- Structure chimique des pectines (PETERA, 2017)

1.1.2.- Polysaccharides de réserve

En concernant les polysaccharides de réserve, il est décrit I'amidon, les galactomannanes,

les gomme et les mucilages comme des exemples.

1.1.2.1.- Amidon

L'amidon est un polymére polysaccharidique naturel, biodégradable, peu colteuse et
abondamment disponible. L'amidon est produit par les plantes vertes pour le stockage d'énergie

sur une longue période (TABASUM et al., 2018).
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C'est un molécule de poids moléculaire élevé et qui présente une viscosité considérable
en solution aqueuse a une concentration relativement basse (LI et al., 2019). Les granules
d'amidon natif sont insolubles dans I'eau froide mais peuvent gonfler de maniere réversible (LIM
et PULLICIN, 2019), il est également insoluble dans l'alcool, I'éther et d'autres solvants
(PEDROSA SILVA CLERICl et al., 2019).

Les polyméres d’amidon peuvent étre subdivisés en deux formes principales dont
I'amylose et I'amylopectine (THAKUR et al., 2019). L'amylose consiste en unités de glucose
avec des liaisons a 1-4 glycosidiques (Fig. 03), tandis que I'amylopectine est constituée de
chaines principales liées par des liaisons a-1,4 glycosidiques et de chaines latérales liées par des
liaisons a-1,6 glycosidiques (Fig. 04) (LU et al., 2019a).
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Figure 03.-Structure chimique de I'amylose (OUSSADI, 2018)
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Figure 04.- Structure chimique de I'amylopectine (OUSSADI, 2018)
1.1.2.2.- Galactomannanes

Les galactomannanes (GM) sont des hétéropolysaccharides hydrosolubles (RASHID et
al., 2017). lls ont une structure généralement linéaire se compose d'une ligature de résidus D-
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mannopyranose de liaisons B-1,4 glycosidiques, et certains des groupes hydroxyle de résidus de
mannose sont liés par une seule ligature de D-galactopyranose de o 1- 6 liaisons glycosidiques
(Fig. 05) (ZACHARIAS et SHEPPARD, 2019 ; SUN et al., 2018).

Certains galactomannanes principalement dérivés des graines de Fabaceae
(Leguminosae), sont extraits de I'endosperme de graines ou ils remplissent des fonctions
physiologiques en tant que réserve d'énergie pour la germination et le stockage de I'eau par
solvatation (RODRIGUEZ-CANTO et al., 2018).

En raison de leurs avantages de capacité de renouvellement et de biocompatibilité, les
galactomannanes ont été largement utilisés dans les industries alimentaires et non alimentaires
(Dl et al., 2018).
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Figure 05.- Structure chimique d'un galactomannane (PETERA, 2017)

1.1.3.-Gommes

Le terme «gomme» est fréquemment utilisé pour définir un groupe d'exsudat naturels qui
ont la capacité de shydrater dans I'eau en formant un gel ou en stabilisant des systemes
d'émulsion (TAHIR et al., 2019). Parfois, ces gommes polysaccharidiques sont également
appelées hydrocolloides (AHMAD et al., 2019).

Les gommes sont une large gamme de biopolymeéres hydrophiles comprenant des
polysaccharides et des protéines (SEYFI et al., 2018). lls sont principalement durables,
biocompatibles et biodégradables (SINGH et SINGH, 2019). lls possédent différentes structures
chimiques lineaire, ramifié, tres ramifié, homogene, hétérogene, neutre et ionique, avec diverses
propriétés physico-chimiques, biologiques, rhéologiques et fonctionnelles (SEYF et al., 2019).
Les gommes sont composés d'hétéro-polysaccharides a structure complexe varient
considérablement dans leur structure chimique (SHI et al., 2019). Les unités monosaccharidiques
reliées par différents types de liaisons procurent une grande diversité aux gencives de différentes
sources (HAMDANI et al., 2019).
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La gomme arabique est un exsudat séche obtenu a partir des tiges et du tronc d'un arbre
Acacia )]SHARKAWY et al., 2019) comme Acacia senegal et Acacia seyal qui poussent dans la
ceinture sahélienne de I'Afrique (VUILLEMIN et al., 2019). C’est un polysaccharide ionique de
poids moléculaire élevé, non toxique, chargé négativement a cause de la présence d'un fraction
protéique liée de maniére covalente aux polysaccharides (ZHANG et al., 2019a; BUSU et al.,
2019; XU et al., 2019b).

La gomme arabique est un polymere biocompatible et biodégradable qui se dissout
facilement dans l'eau jusqu’a 50% (RAJABI et al.,, 2019). C'est un hétéropolysaccharide
hautement ramifié (ROUSI et al., 2019). Il est essentiellement composé de polysaccharides et de
sels. Il contient trois fractions différentes dont 85 a 90% en poids d'arabinogalactane, 10% en
poids de complexe protéine-arabinogalactane et 2% en poids d'une ou de deux glycoprotéines
(VUILLEMIN et al., 2019). Structurellement, il consiste en une chaine principale constitué des
unités de B 1-3 D-galactopyranosyle, composée de résidus de L-arabinofuranose, L-
ramnopyranose, acide glucuronique et de 4-O-méthyl-B D- acide glucuronique (ROUSI et al.,
2019).

La gomme arabique est I’'un des ingrédients populaires (HU et al., 2019) largement
utilisés dans les industries alimentaire comme épaississant, stabilisant ou émulsifiant (ROUSI et
al., 2019), et dans la production de produits pharmaceutiques, d'émulsions aromatisantes
liquides, de produits cosmétiques, de produits de confiserie, de boissons et d'hydrogels (DE
SOUZA et al., 2019).

1.1.4.- Mucilages

Le mucilage est considéré comme un groupe d'hydrocolloides interagissant fortement
avec l'eau pour former de gros agrégats moléculaires, composés principalement de
polysaccharides et de peu de protéines (GEORGE et SUCHITHRA, 2019; CHIANG et LAI,
2018).

Un mucilage pourrait jouer un rdle dans le développement de la tolérance au froid, du
transport de I'eau, de la cicatrisation des plaies, de I'équilibre ionique des cellules et d'une réserve
de glucides pour les plantes (MUJTABA et al., 2019). Il joue un role important dans les
systemes alimentaires a diverses fins, telles que I'épaississement, la gélification, la stabilisation

et la modification de la texture (CHIANG et LAI, 2018). Il est constitué de monomeres
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d'arabinose, de galactose, de rhamnose et d'acide galacturonique (GEORGE et SUCHITHRA,
2019).

Le mucilage de chia est un polymeére naturel extrait de graines de chia (Salvia hispanica
L.) (DA SILVA STEFANI et al., 2018; LUO et al., 2018). (TAMARGOA et al., 2018). C'est un
polysaccharide complexe, soluble dans 1’eau, de poids moléculaire élevé et de viscosité élevée

(GARCIA-SALCEDO et al., 2018).

Il a une structure ramifi¢ de tétrasaccharide composée d’une chaine principale et
consistant en 1-4 B-D-xylopyranosyl 1-4 a-D-glucopyranosyl 1-4 B-D-xylopyranosyl avec
résidus d’acide 4-O-méthyl-a-D-glucoronopyranosyle se ramifiée a partir de p-D-xylopyranosyle
(TAMARGOA et al., 2018; LUO et al., 2018; CORTES-CAMARGO et al., 2018).

1.2.- Activités biologiques des polysaccharides

Parmi les nombreuses activités biologiques associées aux polysaccharides végétaux, on
peut citer des activités anti-oxydantes, antivirales, antimicrobiennes, antitumorales,
immunomodulatrices, antidiabétiques, antibiotiques, antimicrobiennes et anti-inflammatoires
(PIERRE et al., 2018; XIE et al., 2016).

1.2.1.- Activité antioxydante

De nombreuses maladies sont causées par le stress di a l'oxydation, notamment
l'artériosclérose, le diabéete, la néphrite et le cancer (ZHANG et al.,, 2019b). L'activité
antioxydante est I'un des indicateurs de référence les plus importants dans le développement et le
traitement des médicaments (ALAM et al., 2013). De nombreuses études ont montré que les
antioxydants par exemple, les polysaccharides extraits de plantes, de champignons et d'algues
peuvent étre utilisés pour préparer des aliments fonctionnels et des produits de soins de santé, et

peuvent étre appliqués a la protection de 1’organisme et a la prévention des maladies (ZHANG et
al., 2019b).

Un polysaccharide obtenu a partir de Plantago depressa (PDP) a présenteé un effet de
piégeage des radicaux DPPH dépendant de la dose de 61,5% et un effet de piégeage des radicaux
ABTS de 99,5%, a une concentration de 0,75 mg/mL. Ainsi, il a présenté de forte capacité

antioxydante démontrée par l'activité d'inhibition du blanchiment du B caroténe (HAN et al.,

2016).
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Deux fractions de polysaccharide, appelées CPLP et PLP, sont isolées et purifiées a partir
des graines de Plantago asiatica L. Leurs activités antioxydantes sont évaluées par les activités
de piégeage des radicaux DPPH, des radicaux hydroxyles et de peroxydation des lipides. Les
résultats ont montré que le PLP était plus efficace que le CPLP pour piéger les radicaux libres,

qui pourraient étre associés a des caractéristiques structurelles du PLP (JI et al., 2019).

Deux fractions des polysaccharides, un extraits des graines et I'autre a partir des cosses de
psyllium (Plantago ovata Forssk) sont nommees SPS et HPS respectivement. Les
polysaccharides extraits et fractionnés des deux fractions comprennent le D-xylose, le L-
arabinose, le D-glucose, le D-galactose et le L-rhamnose. Les pourcentages d'inhibition des
radicaux libres ABTS sont 59,95%, 63,32% et 65,63% pour les polysaccharides extraits des
graines. Aussi, des inhibitions de 50,62%, 59,12% et 66,44% sont observées avec les
polysaccharides des cosses. La concentration efficace demi-maximale (CE50) est estimée a
413,42 + 3,96, 383,60 = 7,13 et 372,54 + 1,87 ug pour les fractions de SPS. Alors que les valeurs
de EC50 de 502,47 + 15,45, 421,11 + 6,87 et 347,40 + 1,79 ng sont trouvés pour les fractions de
HPS (PATEL et al., 2019).

1.2.2.- Activité antidiabétique

Le diabete sucré (DM) est un probléme grave de santé publique caractérisé par un trouble
métabolique chronique associé a des complications, telles que des défaillances organiques
multiples (WANG et al., 2019c). Les défis du systéme de prestation de soins de santé publique
avec les ressources humaines et financiéres inadéquates aussi les antidiabétiques codlteux
associés a une disponibilité limitées, toutes ces conditions ont ouvert de nouvelles perspectives
aux diabétiques de rechercher des médicaments complémentaires et alternatifs (CHINSEMBU,
2018). Ainsi, les polysaccharides de sources naturelles ont un grand potentiel dans la prévention

de l'apparition et du développement du diabéte (LI et al., 2019b).

L'effet hypoglycémique du psyllium est étudie a l'aide de plusieurs modeles animaux. Le
diabete de type 1 chez le rat est induit par une injection intrapéritonéale unique chez des rats a
jeun anesthésiés a 65 mg de streptozotocine/kg de poids corporel, qui est dissous dans un tampon
citrate a 0,5 M. Pendant ce temps, le diabete de type 2 est induit par une injection
intrapéritonéale unique de 90 mg de streptozotocine/kg de poids corporel chez des rats agés.
L'administration de polysaccharide du psyllium a significativement amélioré la tolérance au
glucose chez les modeéles de rats diabétiques normaux de types 1 et 2. En particulier, lorsque le

polysaccharide de psyllium était administré par voie orale avec une solution de saccharose sur le
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modele de rat, il a supprimé la glycémie postprandiale et a retardé I’absorption de saccharose de

I’intestin gréle, sans induire un afflux dans le gros intestin (NIE et al., 2018).
1.2.3.- Activité anti-inflammatoire

L'inflammation est la premiére réponse montrée par le systtme immunitaire pour se
défendre contre toute attaque de bactéries ou de virus. L’inflammation est responsable de la
moitié de la charge mondiale de morbidité. Il se caractérise principalement par la douleur, la
chaleur, le gonflement et les rougeurs. Les causes de I'inflammation peuvent étre attribuées a des
facteurs tels que I'irradiation ultraviolette, I'invasion microbienne, les réactions immunitaires et
les dommages physiques (REHMAN et al., 2019).

Une réponse inflammatoire réussie et contrblée est un processus utile qui permet
d'éliminer les stimuli nuisibles et de rétablir une physiologie normale régulée avec précision par
une cascade moléculaire complexe. Toute imperfection de la réponse inflammatoire peut

provoquer une morbidité et raccourcir la durée de vie (TASNEEM et al., 2018).

Il est démontré que les lésions hépatiques induites par les lipopolysaccharides (LPS)
entrainent souvent une surproduction de cytokines pro-inflammatoires et de ROS. Une
expression élevée d'interleukine (IL) -6 aprés le traitement par le LPS a également considérée
comme un signe de lésion hépatique. Des souris ont été prétraitées par voie orale avec une dose
différente des polysaccharides obtenus a partir des graines de Plantago asiatica L. (PLCP)
pendant 3 semaines. Le jour 22, ils sont injectés par voie intrapéritonéale avec du LPS et
sacrifiés 12 h plus tard. Les résultats ont montré que le PLCP a inhibé la production excessive de
facteur de nécrose tumorale-alpha, d'interleukine (IL) -6, IL-10, IL-2 et IL-1b dans le sérum et le
foie de souris. Par conséquent, le PLCP peut posséder des effets anti-inflammatoires et

protecteurs sur les lésions hépatiques (LI et al., 2019).
1.2.4.-Activité immunomodulatrice

L'immunomodulation est une fonction biologique importante des polysaccharides
naturels. Son principal mécanisme implique des récepteurs spécifiques, dont les récepteurs Toll-
Like (TLR). La famille TLR des mammiferes est un groupe de récepteurs codés pour la lignée
germinale qui déclenchent des réponses immunitaires en reconnaissant les modeles moléculaires
associes aux agents pathogénes microbiens. La famille comprend au moins 11 récepteurs, dont
TLR2 et TLR4 sont bien caractérisés en tant que récepteurs transmembranaires impliqués dans la

reconnaissance de ligands contenant des fragments glucidiques. Lors de la détection des ligands,
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ces TLR déclenchent la cascade de signalisation, qui active les protéines kinases activées par les
mitogenes (MAPK), régulant la prolifération cellulaire, la survie et les réponses immunitaires (JI
etal., 2019).

HU et al. (2016) ont rapporté que les polysaccharides acides des graines de Plantago
asiatica L. (PLP) induisaient une augmentation dépendante de la concentration de la formation
d'oxyde nitrique (NO) dans les cellules des macrophages. L'implication de la signalisation TLR
dans les réponses des cellules des macrophages médiées par le PLP est également étudiée,

révélant que la prolifération est induite par le PLP dans les cellules des macrophages.

Les polysaccharides extraits des feuilles de Plantgo palmata Hook.f. sont
particulierement actifs dans I'amélioration de la production d'oxyde nitrique (NO) et de TNF-a
par les macrophages activés par IFN-y. Ces résultats suggérent que les polysaccharides isolés
possedent des propriétés immunomodulatrices en stimulant la production de NO et de TNF-a
dans les macrophages activés (ZHAO et al., 2014).

Les polysaccharides (PLLCP) extraits des feuilles de Plantago asiatica L. et sa sous-
fraction principale (PLLP-2) ont atteint les effets immunomodulateurs en favorisant la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires dans les cellules macrophages RAW?264.7, telles que le TNF-a
et I'lL-1B (ZHANG et al., 2019b).
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La présente étude est portée sur l'extraction hydrosoluble des polysaccharides et la
caractérisation de leur composition a travers une série de dosages colorimétriques dont la teneur
en oses totaux, en oses neutres, en protéines et en polyphénols. De méme, I'étude contribue a
I'évaluation de l'activité antioxydant et de D’activité anti-inflammatoire in vitro et 1’activité

immunodulatrice in vivo des polysaccharides isolés.
11.1.- Principe d’étude

Les plantes médicinales sont la source de la plupart des substances médicinales
traditionnelles (ZENG et al., 2019). Elles sont étudiees avec le plus grand intérét dans les trois
quarts de la population mondiale grace a leurs bio-activités et faible toxicités par rapport aux
molécules de drogues synthétiques (BORA et al., 2020). Actuellement, les plantes médicinales
ont un potentiel de traiter et prévenir la survenue de plusieurs maladies, infections et infestations
(HE et al., 2019). Ce potentiel réside dans les métabolites bioactifs qu'elles contenus (MARTIN
ORTEGA et SEGURA CAMPOS, 2019).

Les polysaccharides sont des macromolécules abondants dans la nature, considérés
comme l'une des molécules biologiques les plus importantes (CHAKRABORTY et al., 2019).
Elles jouent deux réles majeurs dans les organismes vivants dont des composants structurels des
parois cellulaires des plantes comme la cellulose et des matériaux de réserve alimentaire des
plantes comme I'amidon (BEMILLER, 2019b). Les polysaccharides et leurs dérivés ont certaines
fonctions biologiques spécifiques, telles que antioxydantes, régulatrices immunitaires, anti-
inflammatoires, anti-tumorales et anticancéreuses (CHEN et al., 2018). C'est pour ¢a des
nombreux polysaccharides sont approuvés comme ingrédients bioactifs des médicaments (HE et
al., 2019).

Le présent travail s'oriente sur I'étude des polysaccharides hydrosolubles de la plante
saharienne spontanée Plantago albicans L. issue de la région d’El Oued. L'étude vise vers
I’extraction hydrosoluble des polysaccharides, la caractérisation partielle par des dosages
colorimétriques, la réalisation des tests et des analyses biologiques portent sur l'activité
antioxydante, l'activité anti-inflammatoire et l'activité immunomodulatrice préventive sur des

rats males et femelles de souche Wistar albinos.
11.2.- Matériel d’étude

Le matériel d’étude est constitué de matériel biologique, des produits chimiques et des

appareilles utilisés au cours de 1’expérimentation.
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Matériel biologique

Il est constitué de matériel végétal dont I'espéce Plantago albicans L. et de matériel

animal dont des rats males et femelles de souche Wistar albinos.
11.2.1.1.- Matériel végetal

Il est composé des épis de Plantago albicans L., récoltés dans la wilaya d’El-Oued et

séchés a 'ombre avant d’étre broyés.
11.2.1.1.1.- Choix des especes végétales

Le genre Plantago est le plus grand genre de la famille Plantaginaceae avec environ 265
especes. L'utilisation traditionnelle extensive et les applications médicinales modernes de
plusieurs especes de Plantago sont la conséquence de leur remarquable variété de propriétés
curatives a savoir astringentes, styptiques, antimicrobiennes, expectorantes, diurétiques et
adoucissantes (EI Souda et al., 2014). De nombreuse études sont signalées sur des différentes
activités biologiques des especes de Plantago comme hépato-protectrice, anti-inflammatoire
(Ozbek et al., 2010), antivirale, immunomodulatrice (TINKOV et al., 2014), antioxydante, anti-
obésité (Xiaolong et al., 2019), antirhumatismale (SARIC-KUNDALIC et al., 2010),
antidiabétique et anticancéreux (EL SOUDA et al., 2014).

Pour la présente étude le choix est porté sur plante spontanée a caractere médicinal du

Sahara septentrional Est algérien issue de la région d'El Oued. 1l s’agit de Plantago albicans L..
11.2.1.1.2.- Description botanique de I’espéce Plantago albicans

Plantago albicans L. (Photo 01) est une plante tres polymorphe, a des feuilles allongées a
3-5 nervures en général trés hispides, blanchatres, et des épis longs et étroits de 5-7 mm
dépassant les feuilles, paturages arides, pétales largement ovales et glabres et sépales antérieures
dissymétriques (QUEZEL et SANTA, 1963 ; OZENDA, 1977). (photo 01)

Le nom vient du mot latin "planta”, qui signifie "plante du pied", une référence aux larges
feuilles allongées touchant le sol que I'on trouve dans les rosettes basales de certaines espéces
(TUTEL et al., 2005).
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Photo 01.- Plantago albicans L. a Hassi Khelifa, Wilaya d'El Oued (Algérie)

11.2.1.1.3.- Répartition geographique

Les espéces de Plantago sont distribuées dans toutes les régions phytogéographiques soit
comme mauvaises herbes en culture, soit dans les environnements plus arides des déserts et des
oasis (GAZER et SHALABI, 2016).

Dans I'Algérie, les especes de Plantago est abondant sur les haut-plateaux et dans la
région présaharienne dont Ain Sefra, Zenaga, Laghouat, Bou Saada, Tolga et Biskra, mais plus
rare dans les Collines cotiéres (QUEZEL et SANTA, 1963; OZENDA, 1977).

11.2.1.1.4.- Position systématique

La position systématique de Plantago albicans L. selon QUEZEL et SANTA (1962) et
OZENDA (1977), est la suivante:

o Embranchement: Spermaphyte

o Sous-embranchement: Angiosperme
o Classe: Dicotylédones

. Ordre: Lamiales

o Famille: Plantaginaceae

o Genre: Plantago

o Espece: Plantago albicans L.




Chapitre 11 Matériel et méthodes

- Récolte et parties étudiées

Pour la présente étude l'espéce Plantago albicans L. est récoltée le 11 Mai 2019 au
niveau de Hassi Khelifa, Wilaya d'El Oued (Algérie), dans un point caractérisé par les
coordonnées géographiques de latitude 33° 30’ 39.4"” Nord, et de longitude 6° 58’ 28.92" Est.
Aprés la récupération de la plante, ses différentes parties sont séparés ou les épis sont la partie
retenue dans ce travail pour I'extraction et I'étude de leurs polysaccharides.

11.2.1.2.- Matériel animal

L’étude est réalisée sur vingt rats males et vingt rattes femelles de souche Wistar albinos,
provenus de I'Institut Pasteur d’Alger, agés de douze semaines, pesés environ 280-300 g pour les
rats males, 200-250 g pour les rattes femelles. Les animaux sont élevés a 1’animalerie de la

faculté de sciences de nature et de la vie, a université Echahid Hamma Lakhdar-EL-Oued.

Les rats sont identifiés et placés dans des cages plastique dans des conditions de
laboratoire standard a une température ambiante contrdlée d'environ 25°C et un taux d'humidité
de 45-64% selon un cycle lumiére / obscurité de 12 h (PAYANI et al., 2019). lIs sont nourris par
un régime alimentaire standard composé de mais, cellulose, protéine, saccharose, vitamine,
minéraux et huile (SOUTHON et al., 1984) et subis a une période d’adaptation de 15 jours avant
le début de I’étude. Apres la période d’adaptation, les animaux sont répartis selon ’homogénéité

du poids en quatre lots expérimentaux de cing rats pour chacun.
11.3.- Méthodes d'étude

Dans cette partie, il est développé la méthode d’extraction, les différents dosages

colorimétriques et les tests biologiques des polysaccharides isolés.
11.3.1.- Technique de séchage et de broyage

Un séchage de la partie a étudier de la plante est effectué a l'abri de la lumiere et a
température ambiante (ADDOUN et al., 2019), suivi d'un broyage avec un mixeur électrique
(MEHELLOU, 2015).

11.3.2.- Extraction hydrosolubles des polysaccharides

Soixante grammes (60 g) de poudre séche d’épis sont prétraités par 600 ml d’acétone a la
température ambiante pendant 3 heures (TABARSA et al., 2019). Puis, le broyat est macéré
dans I'eau distillée a 80°C pendant trois heures (HAO et al., 2020), la macération est répétée trois

fois (WANG et al., 2014). Aprés une centrifugation 3500 rpm pendant 10 min , le surnagent
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récupéré est precipité par addition de 4 volumes d'éthanol a 95% (XIA et al., 2019) a 4 °C
pendant une nuit (KAKAR et al., 2020). Apres centrifugation 3500 rpm pendant 10 min, les
culots obtenus, sont lavés avec ’acétone trois fois. Apres I’évaporation de 1’acétone a la
température ambiante (TABARSA et al., 2018), une poudre blanche et séche a été obtenue, c’est

I’extrait brut de polysaccharides hydrosolubles.

Le rendement est la quantité d’extrait obtenue a partir de la poudre végétale. Il est
exprimé sans unité ou en pourcentage. En pratique, on a fait le rapport de la masse de I’extrait
sur la masse de la poudre végétale qui a servi pour I’extraction qu’on a multiplié par 100. Ceci se

traduit par la formule suivante (CHEN et al., 2019) :

Poids des polysaccharides bruts sec (g) x 100

Rendement (%) =

Poids de la poudre sec de la plante (g)
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Pretraitement acétone / Tamb/ 3h
Filtration

filtrat

Maceération eau distillée /80°C /3 h

| Centrifugation
: 3500 rpm /10 min
culot surnagent

Precipitation éthanol /4 °C/16h

Centrifugation
3500 rpm /10 min

Surnagent culot

: Centrifugation
|
|

3500 rpm /10 min

surnagent culot

Séchage T° amb

Extrait brut

Figure 06.- Schéma général des différentes étapes d’extraction des polysaccharides
hydrosolubles (HAO et al., 2020; WANG et al., 2014; KAKAR et al., 2020; TABARSA et al.,
2018; TABARSA et al., 2019; XIA et al., 2019)
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11.3.3.- Composition des extraits bruts de polysaccharides

Les teneurs en oses totaux, oses neutres et protéines sont déterminés par des méthodes

colorimétriques.
11.3.3.1.- Dosage des protéines

Le dosage des protéines se fait par deux méthodes différentes dont la méthode de
LOWRY et al (1951) et la méthode de BRADFORD (1976).

11.3.3.1.1.- Méthode de LOWRY (1951)

La méthode de LOWRY et al est une méthode sensible de dosage colorimétrique des

protéines.

e Principe

Les protéines réagissent avec le réactif de Folin Ciocalteu pour donner des complexes
colorés. La couleur ainsi formée est due a la réaction du phosphomolybdate par la tyrosine et le
tryptophane. L'intensité de la coloration dépend donc de la quantité d'acides aminés aromatiques
présents et varie selon les protéines (YAPI, 2008).

e Mode opératoire

Dans des tubes a essai en verres et a I’aide d’une micropipette, 400 pl de I'étalon ou de
I'échantillon sont mélangés a 2 ml de réactif C de LOWRY puis agités et laissés pendant 10 min
a la température ambiante. En suite, 200 pl de réactif de Folin dilué (v/v) sont ajoutés au
mélange réactionnel avant de laisser les tubes incuber a I’obscurité pendant 30 min a la
température ambiante. L’ Absorbance est mesurée a 750 nm. La concentration en protéines est
obtenue par référence avec une gamme étalon de sérum albumine bovine (BSA) (LOWRY et al.,
1951).

11.3.3.1.2.- Méthode de BRADFORD

La concentration en protéines de D’extrait est déterminée selon la méthode de

BRADFORD (1976).
e Principe

Cette méthode est rapide, simple et sensible (SHEN, 2019). Elle a pour principe la
formation de complexes entre le bleu de Coomassie et les résidus basiques et aromatiques des

protéines et le changement du couleur du bleu de Coomassie. L’absorbance est mesurée a 595
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nm. La concentration en proteines est obtenue par référence avec une gamme étalon de sérum
albumine bovine (BRADFORD, 1976 ; LEBA, 2012).

e Mode opératoire

Deux cent (200) pl de I'étalon ou de l'échantillon et 2 ml de réactif de Coomassie sont
placés dans un tube a essai en verre et agités pendant 30 secondes. Aprés 2 min de réaction et
avant une heure, I'absorbance est mesurée a 595 nm par un spectrophotomeétre de type UV visible
(BRADFORD, 1976). Apres quelques minutes d’incubation, 1’absorbance est mesurée et

comparée a celle d’une gamme étalon d’albumine sérique bovine (BSA).
11.3.3.2.- Dosage des o0ses

Les deux méthodes de DUBOIS et al. (1956) et MONSIGNY et al. (1988) sont utilisés
pour évaluer des concentrations des oses totaux et des oses neutres respectivement dans 1’extrait

brut.
11.3.3.2.1.- Dosage des oses totaux

La teneur en oses totaux, est déterminée selon la meéthode de DUBOIS et al. (1956).
e Principe

Lorsque les hydrates de carbone sont déshydratés par l'acide sulfurique concentré, ils
produisent des dérivés du furfural. Une autre réaction entre les dérivés du furfural et le phénol
développe une couleur jaune-orange détectable a 490nm. L'absorption de la lumiére est
enregistrée sur un spectrophotometre (DUBOIS et al., 1956 ; GHLISSI et al., 2019).

e Mode opératoire

Deux cent (200) ul d’échantillon et 1 ml d'une solution aqueuse a 5% de phénol sont
mélangées dans un tube a essais en verre avec une agitation manuelle pendant 2 minute. Par la
suite, 2 ml d'acide sulfurique concentré sont ajoutés rapidement au mélange. Puis les tubes a
essai est porté au bain Marie a 90 °C durant 5 min. Apres avoir les tubes a essai reposés dans un
bain glace pendant 10 min, l'absorption de la lumiére & 490 nm est enregistrée sur un
spectrophotomeétre UV-visible (RUIZ, 2005). Les solutions de référence sont préparées de la
méme maniére que ci-dessus, sauf que les 2 ml d'échantillon sont remplacés par de I'eau distillée.
Le phénol utilisé dans cette procédure est préparé immédiatement avant les mesures (GHLISSI et
al., 2019).
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11.3.3.2.2.- Dosage des oses neutres

Les oses neutres sont dosés par une methode colorimétrique mis en point par
MONSIGNY et al. (1988).

e Principe

C’est une méthode simple et pratique qui permette des dosages précis avec de petits
échantillons de sucres neutres. Dans lequel les sucres neutres réagissent avec le résorcinol en
présence d'une solution d'acide sulfurique a 75% pour donner une couleur jaune brune
(MONSIGNY et al., 1988).

e Mode opératoire

Dans des tubes en verres, 400 ul d’échantillon, 400 ul de résorcinol de 6mg/ml et 2 ml
d'acide sulfurique concentré sont mélangées. Par la suite, les tubes sont placés pendant 30 min
dans un bain marie a 90°C, puis placés dans un bain de glace et a I'abri de la lumiére durant 30
min. La lecture est effectuée a la longueur d’onde 480 nm, au spectrophotométre UV visible
(MONSIGNY et al., 1988).

11.3.3.2.3.- Dosage de polyphénols

Le dosage de polyphénols est réalisé suivant la méthode de Folin Ciocalteu décrit par
SINGLETON et ROSSI (1965).

e Principe

La réduction du réactif de Folin Ciocalteu entraine une diminution de ses propriétés
colorimétriques. L'acide gallique est utilisé comme standard d'étalonnage (SLAVOV et al.,
2017). Le réactif est constitu¢é par un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide
phosphomolybdique. La réduction de réactif se fait lors de 1’oxydation des phénols, en un
mélange d’oxydes bleus de molybdéne. La coloration produite, dont 1’absorption maximum a
765 nm, est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits vegétaux
(BOIZOT et CHARPENTIER, 2006).

e Mode opératoire

Cent (100) pl d'extrait sont ajoutés a 0,5 ml de réactif de Folin Ciocalteu (dilué au 1/10).
Le mélange est agite et laissé au repos pendant 5 min. Aprés cela, 2 ml de solution de carbonate
de sodium NaCO3 (20%) sont ajoutés au mélange (AMEZOUAR et al., 2013). L'absorbance est
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lue a 765 nm apres 30 min d'incubation dans une température ambiante (MOUHOUBI-
TAFININE et al., 2016).

11.3.4.- Activités biologiques des polysaccharides
Il est noté le test des activités antioxydantes, antiinflammatoire et immunomodulatrice.
11.3.4.1.- Activité antioxydante in vitro

Le potentiel antioxydant des polysaccharides est évalué en utilisant deux méthodes. Tous
les dosages sont effectués en triple et la valeur de la moyenne est calculée. L'acide ascorbique est

utilisé comme référence.
11.3.4.1.1.- Réduction du radical 1,1°-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH)

Le dosage de la réduction des radicaux DPPH est parmi les méthodes les plus
fréquemment utilisées et offre la premiére approche pour I'évaluation de I'activité antioxydante
d’une molécule (SHAHIDI et ZHONG, 2015)

e Principe

Le diphényl picryl-hydrazyle est un radical libre stable ayant une couleur violette qui
possede un électron libre sur un atome du pont d’azote. Dans ce test, les antioxydants réduisent
le diphényl picryl-hydrazyl par un atome d’hydrogéne qui vient se fixer sur le radical en
entrainant une perte de couleur et une production d'un composé jaune. C’est ce qui permet le
suivi de I’efficacité¢ d’un antioxydant par spectrophotométrie (GUILLOUTY, 2016 ; TALBI et
al,. 2015).

DPPH + H-A DPPH-H + A

diphénylpicryhydrazine
DPPH

violet jaune

Figure 07.- Structure chimique du radical libre DPPH (MADI, 2018)
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e Mode opératoire

L'activité antioxydante des extraits polysaccharidique est mesurée par la méthode de
réduction du radical DPPH comme décrit par BRAND-WILLIAMS et al. (1995).

Cing cent (500) ul de I’extrait avec différant concentrations (0.5, 1, 1.5, 2 et 3 mg/ml) et
2 ml de solution de DPPH sont mélangés et agités. Ensuite, le mélange est incubé a I'obscurité
pendant 30 minutes. Un spectrophotometre UV-Vis est utilisé pour mesurer I'absorbance a 517
nm avec 1ml de l'eau ajoutée a 1 ml de DPPH comme blanc (control négatif) et l'acide
ascorbique comme control positif (HU et al., 2013).

L'effet de piégeage des radicaux DPPH est calculé selon I'équation suivante:
Effet de piégeage du radical DPPH (%) = (A blanc - A échantillon) / A blanc x 100

o A blanc : absorbance de control negatif
o A échantillon : absorbance d’échantillon (GHLISSI et al., 2019)

Chaque valeur représente la moyenne de trois expériences indépendantes.

La concentration d'extrait / control pour une inhibition de 50% (ICso) est déterminée en
tracant le pourcentage d'inhibition par rapport a la concentration (TUKAPPA et al., 2015).

11.3.4.1.2.- Puissance de I'activité de la réduction ferrique (FRAP)
La méthode de FRAP est simple, rapide et peu couteuse (TOLBA, 2016).
e Principe

La méthode de FRAP est un dosage colorimétrique du transfert d'électrons, basée sur la
capacité des produits testés a réduire le fer (BERKER, 2007). La présence de réducteurs tels
qu'une substance antioxydante provoque la réduction du fer ferrique (Fe* *) en fer ferreux (Fe? *).
Par conséquent, le Fe?" peut étre surveillé en mesurant la formation de bleu de Prusse de Perl a
700 nm. La couleur brune de la solution change en diverses nuances de vert et de bleu, en

fonction du pouvoir réducteur de la substance antioxydante (GHAISAS et al., 2008)

e Mode opératoire

La capacité réductrice de I'extrait polysaccharidique est déterminée par la méthode
d'OYAIZU (1986).
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Cing cent (500) ul de I’extrait avec différentes concentrations (0.5, 1, 1.5, 2 et 3 mg/ml),
ml de tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 1.25 ml de solution de potassium ferricyanure
(1%) sont mélangés et incubé a 50°C au bain-marie pendant 20 min. Le mélange incubé est
laissé a refroidir a température ambiante. Ensuit, 1.25 ml d'acide trichloroacétique TCA
(10%) sont ajoutés. La solution est centrifugés a 3000 rpm pendant 10 min ou un aliquote de
1.25 ml est retirée et 1.25 ml d'eau distillé suivie de 0,25 ml de solution de Chlorure ferrique
FeClI3 (0,1%) sont été ajoutés de sorte que le volume final était de 2.75 ml. L'absorbance de
la solution résultante est mesurée aprés 2 min a 700 nm contre un blanc semblablement
préparé, en remplacant 1’extrait par de 1’eau distillée qui permet de calibrer 1’appareil (UV-

VIS spectrophotometre).

Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur
des extraits testés (BOUGANDOUR et BENDIMERAD, 2012).

Le pourcentage de pouvoir réducteur de fer est calculé par la réaction suivante:
Pouvoir réducteur de fer (%) = [{Ao - A1/ Ao}] X 100

° Ao : est I'absorbance de FeCl3.

o Al : est I'absorbance de FeClI3 en présence de I'extrait (GHAISAS et al.,
2008).

Chaque valeur représente la moyenne de trois expériences indépendantes.

La concentration d'extrait / control pour une inhibition de 50% (ICso) est déterminée en

tracant le pourcentage d'inhibition par rapport a la concentration (TUKAPPA et al., 2015).
1.3.4.2.- Activité anti-inflammatoire in vitro

L'activité anti-inflammatoire des extraits polysaccharidique est étudiée en utilisant le test
d'inhibition de la denaturation d'albumine (KADA, 2018).

e Principe

Le principe de cette technique est basé sur la capacité d’extrait a empécher la

dénaturation thermique de protéine (CHANDRA et al., 2012).
e Mode opératoire

Deux cent (200) pl d'albumine d'ceuf (provenant d'un ceuf de poule frais), 2,8 ml de

solution saline tampon phosphate (PBS, pH 6,4) et 2 ml de concentrations variables de I’extrait
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de sorte que les concentrations finales deviennent 0.5, 1, 1.5, 2 et 3 mg/ml sont mélanges.
Ensuite, les mélanges sont incubés a 37°C au bain-marie pendant 15 min, puis chauffés a 70°C
pendant 5 min. Apreés refroidissement, leur absorbance est mesurée a 660 nm ou la solution

saline tampon phosphate est utilisé comme blanc (KENDUR et al., 2017).

Le diclofénac de sodium avec différentes concentrations est utilisé comme control positif
et traité de maniére similaire pour la détermination de I'absorbance (SANGITA et al., 2012).

Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines est calculé en utilisant la

formule suivante:
% Inhibition = 100 x (Ac - As) / Ac

. Ac : I'absorbance de control

o As : l'absorbance d’échantillon (CHANDRA et al., 2012).
Chaque valeur représente la moyenne de trois expériences indépendantes.

La concentration d'extrait / control pour une inhibition de 50% (ICso) a été déterminee en
tracant le pourcentage d'inhibition par rapport a la concentration (TUKAPPA et al., 2015).

11.3.4.3.- Activité immunodulatrice in vivo

Ce travail porte sur I'étude de I'effet toxique de l'acétate de plomb sur les compositions
sanguin généralement et sur l'activité du systeme de défense spécifiguement chez des rats males

et femelles de souche Wistar albinos.
11.3.4.3.1.- Traitement

Apres la période d’adaptation, les animaux sont répartis en quatre lots expérimentaux de

cing rats pour chacun.
La dose utilisée d’acétate de plomb est selon (SAKA et al., 2011)

e Lot 01 (T): Rats témoin.

e Lot 02 (C-) : Rats exposés a I’acétate de plomb (100 mg/kg poids des rats)
pendant 3 jours.

e Lot 03 (C+) : Rats traités par I’acide ascorbique (Vit C) (100mg/kg poids des rats)
pendant 15 jours et exposés a I’acétate de plomb (100 mg/kg poids des rattes) durant 3 jours.

e Lot 04 (PEPA) : Rats traités par PEPA (70mg/kg poids des rats) pendant 15 jours
et exposés a I’acétate de plomb (100 mg/kg poids des rats) durant 3 jours.
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Les 02 groupes males et femelles sont répartis de la méme facon.
11.3.4.3.2.- Sacrifice et prélévement de sang

Apres 16h de jelne les rats sont pesés, anesthésiés par chloroforme (94%) et sacrifiés par
décapitation (DEROUICHE, 2016). le prélévement sanguin s’effectue au moment de sacrifice
des rattes ou les sangs sont transférés dans des tubes contenant 1’anticoagulant EDTA et utilisés

pour l'analyse hématologique préalablement étiquetés (BERREDJEM, 2016).

11.3.4.3.3.- Analyse des parametres hématologique

L'analyse de la formule de la numération sanguine (FNS) est réalisée a l'aide d'un
analyseur de cellules sanguines automatisé. Les parametres analysés sont le nombre total de
globules blancs (GB), le nombre de lymphocytes, de granulocytes et de monocytes, le nombre de
globules rouges (GR) et de plaguettes (PLT) (Al-HAYDER et al., 2020).

I11.- Analyses statistique des résultats

L’analyse statistique des données est réalisée grace au logiciel MINITAB17 (Version
17.1.0) et Office de Microsoft (EXCEL 2007). Les résultats ont été représentés sous forme des

moyennes et écart-types (M + SEM). Les moyennes sont comparées par un test t de Student.
Les différences sont considérées comme :
* : Différence significatives (P < 0,05).
** . Différence hautement significative comparant au témoin (P < 0,01).
*** . Différence trés hautement significative comparant au témoin (P < 0,001).

P: Seuil de signification.
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Figure 08.- Schéma général du protocole de I’activité in vivo.
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Chapitre 111 Résultats et discussion

Les résultats des analyses biochimiques et des activités biologiques testées sur I’extrait
brut de polysaccharides hydrosolubles des épis de Plantago albicans L. (PEPA) sont présentés

dans ce chapitre.
I11.1.- Rendement d'extraction des polysaccharides

Le rendement massique de PEPA est de 7.12 %. Cette valeur est inférieur a celles
rapportées par PATEL et al. (2019) qui ont obtenu des rendements en polysaccharides bruts
solubles des graines et des enveloppes de Plantago ovata Forssk respectivement de 47,72 % et
64,55 % et par ADDOUN et al. (2019) qui ont remarqué un rendement final proche de 18,6 % a
base de graines séchées de Plantago ciliata. Ainsi, ZHAO et al. (2014) ont obtenu des

polysaccharides bruts des graines de Plantago depressa avec un rendement de 12,46 %.

Par contre le rendement noté est supérieure au rendement signalé par YE et al. (2011)
pour des polysaccharides des graines de Plantago asiatica L. de 2,467 %. Selon HAN et al.
(2016) et ZHANG et al. (2019), il y a quatre parameétres pourraient affecter au rendement des
polysaccharides, y compris le temps d'extraction, le rapport liquide / solide, le nombre

d'extraction et la température d'extraction.

Tableau 01.- Caractéristiques de 1’extrait polysaccharidique des épis de Plantago albicans L.

Caractéristiques | Poids(g) Aspect | Couleur | Rendement(%) Solubilité

Extrait 4.487 Poudre Blanc 7.12%. Eau distillé

polysaccharidique

Photo 02.-Extrait brut des polysaccharides hydrosolubles des épis de Plantago albicans L.
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I11.1.-Composition de I'extrait brut des polysaccharides isolés

Apres la séric de dosages colorimétriques, les concentrations d’oses totaux, d’oses
neutres, des protéines et des polyphénols sont évaluées (Fig. 09). D'apres les résultats, 1’extrait
polysaccharidique est doté de 79.5 % d’oses totaux, de 27.3 % d’oses neutres, de faibles teneurs
en protéines, soit 5 % selon LOWRY et 15 % selon BRADFORD et d'une absence de composés
phénoliques (0 %).

PATEL et al. (2018) ont isolé trois fractions polysaccharidiques w, wlet w2 extrait par la
méthode «eau chaude» a partir des feuilles de Plantago ovata, dont les teneurs en oses totaux des
trois fractions sont de 69, 79 et 71% respectivement. Il est remarqué que ce résultat est inférieur
que celui signalé chez la fraction isolé de Plantago albicans L.

Les teneurs en oses totaux de PDSP-1, PDSP-2, PDSP-3 et PDSP-4 sont indiquées a 90,7
%, 89,1 %, 93,1 % et 91,9 %, respectivement dans un extrait aqueux de quatre fractions
polysaccharidiques issus des graines de Plantago depressa (ZHAO et al., 2014). Ces teneurs

sont supérieures a celle obtenue pour la fraction isolée de Plantago albicans L.

Un taux d’oses neutres de 63.3 £ 3.17 % est noté par ADDOUN et al. (2019) dans un
extrait aqueux des polysaccharides graines de Plantago ciliata Desf. YIN et al. (2012) signalent
une teneur en protéines pour I'extrait des polysaccharides issus des graines de Plantago asiatica
L. de 1.45 %.

De méme, HU et al. (2013a) rapportent des teneurs en protéines des polysaccharides
graines de Plantago asiatica L. de 1.24 %. Ces teneures sont inferieures que celle marqué pour
I’extrait polysaccharidique de Plantago albicans L. Ces contenus faibles en protéines peut
s'expliquer par l'influence de température des milieux d'extraction, dont l'augmentation de la

température réduit la teneur en protéines dans I'extrait (MILANI et al., 2007).

LUKOVA et al. (2020) distinguent des teneurs de 0.34 £ 0.03 % de polyphénols pour les
polysaccharides des feuilles de 1’espéce végétale Plantago major L. Il est remarqué que ce
résultat est supérieur a celui obtenu pour I’espéce Plantago albicans L. L’absence de composés
phenoliques dans PEPA. est due au prétraitement de dépigmentation réalisé sur les épis broyés
avant I’extraction (ZHAO et al., 2014).
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Figure 09.- Composition biochimique de PEPA
111.3.- Activités biologiques de I'extrait polysaccharidique

Les potentialités biologiques de PEPA sont évaluées par ’activité antioxydante, par

I'activité anti-inflammatoire et par I'activité immunomodulatrice.
111.3.1.- Activité antioxydante

L'activité antioxydante de PEPA est évaluée par les tests DPPH et FRAP.
11.3.1.1.- Réduction du radical 1,1°-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH)

Les radicaux libres sont des substances qui ont des électrons non appariés dans leur
structure et se produisent largement dans la nature. En raison de leur instabilite, les radicaux
libres peuvent causer des problemes de santé nocifs induisant des dommages aux cellules et
altérant I'ADN, les protéines et les membranes lipidiques, ce qui peut entrainer plusieurs

maladies telles que le cancer, I'athérosclérose et le vieillissement (HAN et al., 2016).

Le modeéle de piégeage du radical DPPH stable est une méthode largement utilisée pour

évaluer la capacité de piégeage des radicaux libres des composés naturels (HU et al., 2013b). En
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interagissant avec le DPPH, les antioxydants transférent soit un électron, soit un atome

d'hydrogéne vers le radical DPPH en neutralisant son caractére radicalaire (YIN et al., 2010).
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Figure 10.- Pourcentage d'inhibition de I’activité de piégeage des radicaux DPPH par I’acide

ascorbique
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Figure 11.- Pourcentage d'inhibition des radicaux DPPH par PEPA

Pour chaque concentration testée (Fig. 11), le PEPA présente une activité antioxydante
vis a vis des radicaux DPPH. Cependant, il est a noter que pour toutes les concentrations testées

(de 1 a 2 mg/ml), ces activités antiradicalaires sont toujours inférieures a celles des solutions
d'acide ascorbique.
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Les valeurs d’ICso (concentration inhibitrice a 50 %) sont calculées a partirdes equations

linéairesde la courbe.

Tableau 02.- Les valeurs d’ICso d'inhibition des radicaux DPPH

ICs0 d’acide ascorbique (mg/ml) 0.28

ICso d’extrait (mg/ml) 8,946

Le PEPA a montré une activité antioxydante plus faible par rapport a 1’acide ascorbique.
Cela peut étre dd a la précipitation du polysaccharide, en raison de la présence de méthanol, il
représente environ les trois quarts du volume de la solution (YIN et al., 2010). YE et al. (2011)
ont signalé une valeur d'lICso de 0.32 mg/ml en étudiant I'effet antioxydant de polysaccharides de
graines de Plantago asiatica L., ce qui est plus supérieur au pouvoir antioxydant de I'espéce
investiguée. Des études antérieures ont montré que les polysaccharides possedent un effet anti-
radicalaire en raison de leurs caractéristiques structurelles spécifiques (GONG et al., 2015). Cela
peut étre di a la présence de nombreux hydroxyles qui pourraient agir comme donneur
d'électrons et transférer des électrons vers les radicaux DPPH, qui se combinent avec eux et
forment un radical stable pour terminer la réaction en chaine radicalaire (HU et al., 2013b ; HAN
etal., 2016).

111.3.1.2.- Puissance de I'activité de la réduction ferrique (FRAP)

De maniére générale, dans le but d’évaluer le pouvoir antioxydant de composés naturels
tels que les polysaccharides, des mesures de pouvoir réducteur sont réalisées. Une molécule
antioxydant permet la réduction de I'ion Fe** issu du ferricyanide de potassium en ion Fe?*. Par
conséquent, en ajoutant du FeCls, un complexe de couleur bleue spécifique est produit
(PETERA, 20186).
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Figure 12.- Courbe d’étalonnage de 1’activité antioxydante FRAP de 1’acide ascorbique
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Figure 13.- Courbe d’étalonnage de I’activité antioxydante FRAP de PEPA

Le pouvoir réducteur de 1’extrait est dose dépendante. A la concentration de Smg/ml, le
pouvoir réducteur de I’extrait est largement supérieur (absorbance = 0,271), mais en
comparaison avec l'acide ascorbique (utilisé comme témoin), le pouvoir réducteur de ce
polysaccharide est tres faible. En effet, a une concentration de 0.1 mg/ml, il est observe une
absorbance de 0.378 par l'acide ascorbique. Quelques études antérieures ont montré que le
pouvoir réducteur d’un composé peut servir comme un indicateur significatif de son activité

antioxydante potentielle (BOUGANDOUR et BENDIMERAD, 2012).
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111.4.-Activité anti-inflammatoire

L'inflammation est une réponse biologique complexe des tissus vasculaires endommageés
classée comme aigué ou chronique (PATRA et al., 2017).Les processus inflammatoires et anti-
inflammatoires impliquent de nombreuses molécules, dont la plupart sont des protéines (SAJID
et al., 2017). La dénaturation des protéines, avec le conséquence de perte leur activité
biologique, est une cause bien documentée de I'inflammation (TLILI et al., 2019).

L'activité anti-inflammatoire de PEPA est déterminée en utilisant letest d'inhibition de la
dénaturation de I'albumine.
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Figure 14.- Pourcentages d’inhibition de la dénaturation des protéines en fonction de la

concentration de diclofénac de soduim
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Figure 15.- Pourcentages d’inhibition de la dénaturation des protéines en fonction de la

concentration de PEPA
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Le diclofenac de sodium a présenté une inhibition de la dénaturation de I'albumine de
9.33 & 75.94% pour des concentrations de 100 a 700 (pg/ml) respectivement (Fig. 14).
Cependant, I'extrait a montré des pourcentages d'inhibition remarquables de 48.58 a 97.51% de
la dénaturation de I'albumine pour des concentrations de 250 a 2000 (pg/ml) respectivement
(Fig. 15).

Les valeurs des ICsq sont déterminées graphiquement par la régression linéaire.

Tableau 03.- Les valeurs d’ICsp d’inhibition de la dénaturation des protéines

ICso de diclofenac de sodium 480 (png/ml)

I1Cso d’extrait polysaccharidique 275 (ng/ml)

La présente étude a démontré que PEPA note un fort potentiel pour I'inhibition de la
dénaturation des protéines induite par la chaleur, avec une ICso de 275 pg / ml contre une ICso de

480 pg / ml de diclofénac de sodium.

La dénaturation des protéines est I'un des marqueurs fondamentaux de l'inflammation.
Cette dénaturation implique souvent l'altération des liaisons hydrogéne, électrostatique,
hydrophobe et disulfure (ABBOU et al., 2019 ; SAJID et al., 2017). En plus, elle déclenche la
formation d'antigénes en provoquant ainsi une hypersensibilité de type Il qui aboutit a une
inflammation. Donc, tout agent qui pourrait provoquer l'inhibition de la dénaturation des
protéines aura un potentiel thérapeutique prometteur en tant qu' agent anti-inflammatoire
(SANGEETHA et al., 2019).

Le mécanisme exact de l'inhibition de la dénaturation des protéines n'est pas encore tres
bien connu. Pour la voie biologique globale, I'analyse par RMN BSA réalisée par des études ont
montré que ce dernier contenait deux sites actifs avec les acides aminés thréonine, lysine et
tyrosine auxquels les molécules bioactives peuvent se lier pour activer et réguler la transduction
du signal (ABBOU et al., 2019).
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11.3.4.3.- Activité immunomodulatrice in vivo

Dans la présente étude, il est évalué I’effet de 1'extrait polysaccharidique PEPA de P.

albicans L. contre la cytotoxicité et les dommages induit par I'acétate de plomb.

Les figures (16-27) illustrent les résultats des analyses hématologiques des rats témoins et traités

apres 18 jours de traitement.
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Figure 16.- Variations du nombre des globules blancs (103uL) chez les rats males
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Figure 17.- Variations du nombre des globules blancs (10°uL) chez les rattes femelles
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Figure 18.- Variations du nombre des lymphocytes (10°uL) chez les rats males
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Figure 19.- Variations du nombre des lymphocytes (10°uL) chez les rattes femelles
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Figure 20.- Variations du nombre des granulocytes (103uL) chez les rats males
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Figure 21.- Variations du nombre des granulocytes (103uL) chez les rattes femelles
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Figure 22.- Variations du nombre des monocytes (103uL) chez les rats males
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Figure 23.- Variations du nombre des monocytes (10°uL) chez les rattes femelles
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Figure 24.- Variations du nombre des globules rouges (10°uL) chez les rats males
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Figure 25.- Variations du nombre des globules rouges (108uL) chez les rattes femelles
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Figure 26.-Variations du nombre des plaquettes (10°uL) chez les rats males
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Figure 27.- Variations du nombre des plaquettes (103uL) chez les rattes femelles

Les résultats ont montrés que, chez les rats males, I’administration d’acétate de plomb
n’a provoqué pas des changements au niveau du nombre des globules rouges, des globules
blancs, des monocytes et des plaquettes. Cependant, une augmentation significative des
lymphocytes (P < 0,05) et une diminution significative des granulocytes (P < 0,01) sont
enregistrées chez le groupe traité par I'acétate de plomb par rapport au groupe témoin. En plus,
I'exposition de l'acétate de plomb chez les rattes femelles a provogué une augmentation

significative de nombre des globules blancs et des lymphocytes (P < 0,01).

Chez les rats males le traitement par la vit C avant I’exposition a l'acétate de plomb a
provoqué une diminution significative des lymphocytes (P < 0,05), des granulocytes et des
plaquettes (P < 0,001), avec une augmentation significative des monocytes (P < 0,001). Chez les
rattes femelles traitées par la vit C, les résultats montrent une diminution significative des
globules blancs (P < 0,001) et des plaquettes (P < 0,05) avec une augmentation significative des

monocytes (P <0,001).

Concernant les rats males traités par PEPA, les résultats montrent une diminution
significative des globules blancs (P < 0,05), des lymphocytes (P < 0,01), des granulocytes et des
plaquettes (P < 0,001). Par contre, chez les rattes femelles, les résultats montrent une
augmentation significative des globules blancs (P <0,001), des lymphocytes, des granulocytes (P

<0,05) et des monocytes (P <0,01).

Les résultats du groupes exposées a 1’acétate de plomb seulement (control -) n‘ont montré

aucun changement au niveau des globules rouges chez les deux sexes. Ces résultats peuvent étre
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expliqués par le fait que trois jours d’exposition a I’acétate de plomb n’est pas suffisant pour
montrer la diminution des globules rouges. Selon 1’étude de BERREDJEM (2016), il est indiqué
que l'administration du plomb durant six semaines chez des rats males, provoque une
augmentation importante du nombre des leucocytes pour le groupe traité par le plomb seul
comparativement au groupe témoin tandis que chez les rattes femelles le plomb induit une

diminution significative des globules rouges et d’hémoglobine.

DEWANJEE et al. (2013) ont trouvé que les paramétres hématologiques ont montré une
réduction significative (p <0,01) du nombre total d'érythrocytes apres 40 jours de traitement avec
l'acétate de plomb. En plus, ANDJELKOVIC et al. (2019) ont noté que le groupe exposé de
plomb a affiché une diminution significative d’hématocrite, d'hémoglobine et des érythrocytes
apres 6 semaines par rapport aux valeurs obtenues du groupe témoin. En outre, SIMSEK et al.
(2009) ont démontré que le nombre de globules rouges et de globules blancs ont
significativement diminué dans les groupes intoxiqués par le plomb par rapport au groupe témoin
(p <0,05).

Les résultats de groupe (control -) ont montré une diminution significative des globules
blancs chez les rattes femelles et aucun changement chez les rats males. Ces résultats sont
similaire a ce que IBRAHIM et al. (2009) a trouvé, dont les paramétres hématologiques ne
présentent aucune différence significative pour le nombre des globules blancs par rapport au

controle.

La présente étude révéele que le PEPA a montré un effet sur les cellules immunitaires a la
présence d’acétate de plomb chez les rattes femelles. Les résultats ont indiqué une augmentation
de maniére significative de nombre des globules blancs, des granulocytes, des lymphocytes et
des monocytes par rapport au témoin. Contrairement, les résultats ont montré un effet inverse
chez les rats males ou il est noté une diminution significative des globules blancs, des

granulocytes et des lymphocytes.
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Conclusion et perspectives

Le présent travail a pour objectif d'étudier I'un des principes actifs des plantes médicinales de
point de vue structurel et fonctionnel, soit les polysaccharides. Aprés une extraction par maceration
a chaud avec de l'eau distillée des polysaccharides hydrosolubles issus des épis de la plante
spontanée Plantago albicans L. de la famille Plantaginaceae, il est noté un rendement massique
(PEPA) de 7.12 %.

L'analyse des compositions de la fraction PEPA est réalisée par différentes méthodes des
dosages colorimétriques. D'apres les résultats, 1’extrait polysaccharidique contient de 79.5 % d’oses
totaux, de 27.3 % d’oses neutres, de faibles teneurs en protéines, soit 5 % selon LOWRY et 15 %

selon BRADFORD et d'une absence de composés phénoliques (0 %).

Concernant les activités biologiques recherchées, 1’évaluation de ’activité antioxydante in
vitro de I'extrait polysaccharidique par la méthode de piégeage de radical libre DPPH et la méthode
de puissance de I'activité de la réduction ferrique (FRAP) a montré une activité antioxydante faible

de PEPA par rapport a 1’acide ascorbique.

L'activité anti-inflammatoire in vitro de PEPA est testée par la méthode d'inhibition de la
dénaturation des protéines. Les résultats indiquent que I'extrait polysaccharidique isolé présente un
fort potentiel pour l'inhibition de la dénaturation des protéines avec un pourcentage d'inhibition de

97.51% pour la concentration de 2 mg/ml.

Par ailleurs, I'activité immunomodulatrice in vivo est évaluée sur des rates males et femelles
de souche Wistar albinos intoxiqués par 1’acétate de plomb. A la lumiére des résultats obtenus, le
prétraitement par PEPA chez les rattes femelles induit une augmentation significative de certains
parametres hématologique (GB, LYMPH, GRAN, MID), ce qui montre un effet immunostimulant
de PEPA.
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Perspectives

Pour I’obtention d’un rendement plus ¢élevé d'extraction des polysaccharides, il est nécessaire
d’optimiser les conditions d’extraction (température, temps et le nombre d'extraction, type et

pourcentage d'alcool- ajouté au cours de la précipitation des polysaccharides).

A fin de déterminer la composition en oses constitutifs et la caractérisation structurelle de
I'extrait polysaccharidique obtenu, 1l faut utiliser des méthodes avancées tel que la chromatographie
en phase liquide a haute performance (HPLC), la chromatographie en phase gazeuse (GC) couplée a

la spectrométrie de masse (SM) et la résonance magnétique nucléaire (RMN).

Il est souhaitable d’utiliser des autres méthodes et/ou tests pour une meilleure évaluation des

potentiels antioxydants et anti-inflammatoire de la fraction PEPA.

En fin une étude supplémentaire est nécessaire pour expliquer 1’effet inverse de PEPA, dont
une diminution des cellules immunitaires (globules blancs, granulocytes et lymphocytes) chez les

rates males par rapport aux rattes femelles.
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Annexe 1

Les différentes gammes étalons sont illustrées dans les tableaux 1, 2, 3 et 4.

Tableau 1. — Gamme d'étalonnage de glucose

Concentration (mg/l) 10 20 50 80 100 Blanc
Glc SM 0.1 g/l (ml) 0.1 02 | 05 0.8 1 0
Eau Distillée (ml) 0.9 08 | 05 0.2 0 1
Tableau 2. — Gamme d'étalonnage d’acide gallique
Concentration (mg/l) 100 200 250 300 350 | Blanc
A galliqgue SM 1 g/l (ml) 0.1 0.2 0.25 0.30 0.35 0
Eau Distillée (ml) 0.9 0.8 0.75 0.70 0.65 1
Tableau 3. — Gamme d'étalonnage de SAB (LOWRY, 1951)
Concentration (mg/l) 100 200 500 800 1000 Blanc
BSA SM 1 g/l (ml) 0.1 0.2 0.5 0.8 1 0
Eau Distillée (ml) 0.9 0.8 0.5 0.2 0 1
Tableau 4. — Gamme d'étalonnage de SAB ( BRADFORD , 1976)
Concentration (mg/l) 10 20 50 80 100 Blanc
BSA SM 0.1 g/l (ml) 0.1 0.2 0.5 0.8 1 0
Eau Distillée (ml) 0.9 0.8 0.5 0.2 0 1
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Annexe 02

Les différentes solutions utilisées, les concentrations et la méthode de préparation de
chacune, sont illustrés dans le tableau 5.

Tableau 5. — Méthodes de préparation des différentes solutions utilisées

Manipulation Solution Concentration Méthode de préparation
Extrait Dissoudre 10 mg de I’extrait
polysaccharidique dans 10 ml
19/ deau distillée
Dosages des Glucose 0.19/ Dissoudre 1 mg du glucose dans
0ses 10 ml d’eau distillée.
Phénol 5% Dissoudre 500 mg de phénol
dans

10 ml d’eau distillée
Resorcinol 6 mg/ml Dissoudre 150 mg de résorcinol
dans 250 ml d’eau distillée

Dosages des BSA 1g/1 Dissoudre 10 mg du BSA dans
proteins 10 ml

d'eau distillée

NaOH 0.5% Dissoudre 500 mg de NaOH
dans 100 ml d’eau distillée.
LOWRY A 2% Dissoudre 2 g de Na2CO3 dans
100 ml de NaOH 0.5 %
Na2 tartrate 1% Dissoudre 1 g de Na2 tartrate
dans 100 ml d’eau distillée.
LOWRY B 0.5% Dissoudre 50 mg de CuSO4.

5H20 dans 10 ml de Na2
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tartrate 1%

LOWRY C Mélanger 100 ml de LOWRY A
avec 2 ml de LOWRY B.
BSA 0.19/ Dissoudre 1 mg du BSA dans 10
ml d'eau distillée
Bleu de Mettre 25 ml d’éthanol 95%
Coomassie avec 50 mg du bleu de
Coomassie.

Agiter pendant 2h, mélanger
avec 50 ml d'acide phosphorique
de 85%.
Diluer avec I'eau distillee
jusqu'a 500 ml
Dosages des A gallique 19/ Dissoudre 10 mg d’ A gallique
polyphones dans 10 ml

d'eau distillée

Na2CO3 20% Dissoudre 2 g du Na2CO3 dans
10 ml d'eau distillée
Activité DPPH 4% Préparation fraiche : Dissoudre
antioxidant 4 g du DPPH dans 100 ml du
Méthanol
FeClI3 0.1% Dissoudre 100 mg du FeClI3

dans 100 ml d'eau distillée
TCA 10% Dissoudre 10 g du TCA dans
100 ml d'eau distillée

Potassium 1% Dissoudre 1 g du K3Fe dans 100
ferricyanure ml d'eau distillée
PBS 0.2M ; PHG6.6 KH2S04 ; KHSO4
activité anti- PBS PH6.4 KH2S04 ; KHSO4

inflammatoire
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Annexe 3

Le dosage des oses est réalisé par deux méthodes a partir de différentes concentrations de
glucose (Glc) (0.01-0.1 g/l), les oses totaux sont dosés par la méthode de DUBOIS (1956) et la
méthode de MONSIGNY (1988) a permis de doser les oses neutres.
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Figure 01.- Courbe d’étalonnage pour les oses totaux (DUBOIS, 1956)
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Figure 02.- Courbe d’étalonnage des oses neutres (MONSIGNY, 1988)



Annexes

Annexe 04

Le dosage des proteines est effectué par deux méthodes. La premiere méthode est la méthode
de LOWRY (1951) qui a pour déterminer la quantité de protéines dans les extraits bruts a partir de
gamme d’étalons (0.1 - 1 g/l) de sérum albumine bovine (SAB) et celle de BRADFORD (1976)
(0.01—0.1 g/l de SAB.

y =0,001x

16 - R2=0,997
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Figure 03.- Courbe d’étalonnage pour les protéines (LOWRY, 1951)
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Figure 04.- Courbe d’étalonnage pour les protéines (BRADFORD, 1976)
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Annexe 5

Le dosage des polyphénols est effectué par la méthode SINGLETON et ROSSI (1965) a
partir de gamme d’étalons (0.1 — 0.35 mg/l) d’acide gallique.

0.7 7
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Figure 05.- Courbe d’étalonnage pour les polyphénols
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Annexe 6

Le dosage de Dl’activité antioxydante est réalis¢ par deux tests. La réduction du radical
DPPH et la puissance de l'activit¢ de la réduction ferrique (FRAP) sont effectués a partir

d’une gamme d’étalons a différentes concentrations d’acide ascorbique (Vit C) (0.001 — 0.000 g/l).
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0.595 -
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Figure 06.- Courbe d’étalonnage de I’activité de piégeage des radicaux DPPH en fonction de la

concentration d’acide ascorbique
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Annexe 7

Le dosage l'activité anti-inflammatoire d'extrait polysaccharidique est étudié en utilisant le

test d'inhibition de la dénaturation d'albumine a partir d’une gamme d’étalons a différentes

concentrations de diclofénac de sodium.
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Figure 07.- Courbe d’étalonnage de la dénaturation des protéines en fonction de la concentration de

diclofénac de soduim
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Annexe 08

Il est indiqué les photos des étapes de 1’expérimentation.

Photo 06.- Epis de Plantago Albicans L.
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Photo 08.-Etape de précipitation

Photo 10.- Sacrifice et prélevement de sang
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Résumés

Résume

Le présent travail est ciblé & caractériser et a évaluer les activités antioxydante, anti-
inflammatoire et immunodulatrice des polysaccharides issu des épis de Plantago albicans L.
(Plantaginaceae), une plante spontanée a caractére médicinal récoltée au Sahara septentrional Est
Algeérien de la région d'EIOued. Les analyses des compositions chimiques de la fraction obtenue
(PEPA) ont montré un taux de 79.5 % d’oses totaux, de 27.3 % d’oses neutres, de faibles teneurs en
protéines, soit 5 % selon LOWRY et 15 % selon BRADFORD et d'une absence de composés
phénoliques (0 %). L'évaluation du pouvoir antioxydant par la méthode du piégeage des radicaux
libres DPPH et la méthode de puissance de l'activité de la réduction ferrique (FRAP) a noté une
faible activité antioxydante de PEPA avec un pourcentage d’inhibition des radicaux DPPH de
11.33% pour 2 mg/ml de concentration. L'étude de l'effet anti-inflammatoire de PEPA (in vitro)
indique que I'extrait présente un fort potentiel pour I'inhibition de la dénaturation des protéines avec
un pourcentage d'inhibition de 97.51% pour la concentration de 2 mg/ml. Par ailleurs, I'activité
immunomodulatrice in vivo évaluée sur Vingt (20) rats males et Vingt (20) rattes femelles de souche
Wistar albinos ,apparemment en bonne santé, ont été répartis en huit groupes de cinqg rats dans
chacun: deux lots temoins, deux lots intoxiqués par I’acétate de plomb (100 mg/kg), deux lots traités
par D’extrais polysaccharidique (70 mg/kg) apres intoxiqués par I’acétate de plomb (100 mg/kg),
deux lots traités par 1’acide ascorbique (100 mg/kg) aprés intoxiqués par 1’acétate de plomb (100
mg/kg). L’extrait , I’acide ascorbique et ’acétate de plomb ont ajoutés dans leur eau potable. Les
résultats ont montrés un effet immunostimulant chez les rattes femelles par une augmentation
significative de certains parameétres hématologique (GB, LYMPH, GRAN, MID) et un effet inverse

chez les rats males par une diminution des mémes parameétres testés.

Mots clés: Polysaccharides hydrosolubles, Plantago albicans L., Activités biologiques,
Region d'El Oued.



Résumés

Abstract

The present work is aimed at characterizing and evaluating the antioxidant, anti- inflammatory
and immunodulatory activities of polysaccharides from the spikes of Plantago albicans L.
(Plantaginaceae), a spontaneous plant of medicinal character harvested in the Northern Algerian
Sahara of the region of ElI Oued. The analysis of the chemical compositions of the fraction obtained
(PEPA) showed a rate of 79.5% of total sugars, of 27.3% of neutral sugars, of low protein contents,
that is 5% according to LOWRY and 15% according to BRADFORD and an absence of phenolic
compounds (0%). The antioxidant power evaluation by the DPPH free radical scavenging method and
the ferric reduction activity potency method (FRAP) noted a weak antioxidant activity of PEPA with a
DPPH radical inhibition percentage of 11.33 % for 2 mg / ml of concentration. The study of the anti-
inflammatory effect of PEPA (in vitro) indicates that the extract has a high potential for the inhibition
of protein denaturation with a percentage inhibition of 97.51% for the concentration of 2 mg / ml. In
addition, the immunomodulatory activity in vivo evaluated on twenty (20) male rats and twenty (20)
female rats of Wistar albinos strain, apparently healthy, were divided into eight groups of five rats in
each: two control groups, two intoxicated groups with lead acetate (100 mg / kg), two batches treated
with the polysaccharide extract (70 mg / kg) after intoxication with lead acetate (100 mg / kg), two
batches treated with ascorbic acid (100 mg / kg) after poisoned by lead acetate (100 mg / kg). The
extract, ascorbic acid and lead acetate have been added to their drinking water. The results showed an
immunostimulating effect in female rats by a significant increase in certain hematological parameters
(GB, LYMPH, GRAN, MID) and an opposite effect in male rats by a decrease in the same parameters
tested.

Keywords: Water-soluble polysaccharides, Plantago albicans L., Biological activities, region of El
Oued.
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