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Résumé

Nos travaux portent sur une espece fruitiére exotique, d’origine tropicale, ¢’est le goyavier

(Psidium guajava L.) qui appartient a la famille des Myrtacees.

Nous nous sommes intéressés d’abord a 1’aspect phytochimique en faisant un criblage qui
a révéle plusieurs métabolites secondaires, en 1’occurrence les flavonoides, les tanins et les
anthocyanes. Une séparation chromatographique sur couche mince (CCM) a donné un
chromatogramme avec six taches. Le rapport frontal nous a permis de préciser les familles des
polyphénols présents, qui sont les flavonols, flavones, flavonones.

Les résultats de I’activité anti-inflammatoire réalisée in vivo sur des rats indiquent que
I’extrait foliaire du goyavier exerce un effet anti-inflammatoire intéressant et plus important

que le Diclofénac en agissant positivement sur 1’cedéme.

Le potentiel antidiabétique a été également évalué. Les résultats obtenus montrent une

activité modérée en diminuant la glycémie des rats testés in vivo.

Mots clés : Psidium guajava L.- Extrait foliaire- Métabolites secondaires- Activité anti-

inflammatoire- Activité anti-diabétique.



Abstract

Our work focuses on an exotic fruit species of tropical origin, the guava tree (Psidium

guajava L.) which belongs to the Myrtaceae family.

We first looked at the phytochemical aspect by doing a screening which revealed several
secondary metabolites, namely flavonoids, tannins and anthocyanins. Thin layer
chromatographic separation (TLC) gave a chromatogram with six spots. The frontal report
allowed us to specify the families of the polyphenols present, which are the flavonols,

flavones, flavonones.

The results of the anti-inflammatory activity carried out in vivo in rats indicate that the
foliar extract of guava tree exerts an interesting and more important anti-inflammatory effect

than Diclofenac by acting positively on edema.

The antidiabetic potential was also evaluated. The results obtained show moderate activity
in reducing the glycemia of the rats tested in vivo.

Keywords : Psidium guajava L.- Leaf extract- Secondary metabolites- Anti-inflammatory

activity- Anti-diabetic activity.
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Liste des abréviations

cm : Centimeétre

CCM : Chromatographie sur Couche Mince
Da : Dalton

Fe Cl3: Chlorure de fer

Kcal : kilocalorie

Kj : Kilojoule

LC-MS : Chromatographie en phase liquide avec spectrométrie de masse
m : Métre

mg : Milligramme

ml:Millilitre

mm: Millimétre

NaCl : Chlorure de sodium

NaOH : Hydroxyde de sodium

OH : Ton d’hydroxyde

PH : Potentiel Hydrogéne

PM : Poids moléculaire

UV : Ultra-Violet

V: Volume

°C : Degré Celsius

Mg : microgramme
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Introduction

De nos jours, la majorité de la population mondiale, plus particulierement dans les
pays en voie de développement, se soigne surtout avec des remédes traditionnels a base de
plantes. Cette source semble inépuisable puisque seuls pres de 400000 espéces végétales
connues ont été investiguées sur les plans chimique et pharmacologique, et que chaque
espece peut contenir jusqu’a plusieurs centaines de constituants différents. (Hostettmann et

al., 1998).

Un grand nombre de plantes médicinales et aromatiques d’autres, possédent des propriétés
biologiques tres intéressantes, qui trouvent leur application dans divers domaines en

particulier en médecine.

Malgré I'utilisation traditionnelle des plantes pendant de nombreux siecles dans le traitement
des maladies, seul un nombre relativement petit d'especes ont été étudiées pour d’éventuelles
applications médicales. Les données relatives a I'innocuité et a I'efficacité sont disponibles
pour un nombre encore plus restreint de plantes. Leurs extraits et principes actifs sont mal
connus (Heide, 1991).

L’évaluation des propriétés phyto-thérapeutiques, telle que 1’activité anti-inflammatoire et
antidiabétique, est considére comme trés importante et tres utile, en particulier pour les
plantes qui sont largement utilisées en médecine traditionnelle. Ces plantes représentent une
large source de substances biologiquement actives. En effet, les principes actifs doués
d’activités biologiques intéressantes font 1’objet de nombreuses recherches in vivo comme in

vitro.

Le continent Africain est dot¢é d’une biodiversit¢é immense en plantes riches dans
le monde, avec un nombre tres élevé de plantes utilisées pour des alimentaires et
thérapeutiques. Ces plantes représentent un réservoir immense de composés potentiels comme
les métabolites secondaires qui ont l'avantage d'étre d'une grande diversité de structure

chimique, et ils possédent un tres large éventail d'activités biologiques (Baba Aissa, 1999).

L’Algérie dispose d’une grande diversité floristique a laquelle s’ajoute une tradition
séculaire d’utilisation traditionnelle des plantes. On compte environ 3000 espéces de plantes
dont 15% sont endemiques. (Quezel et Santa, 1963).
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Les espéces tropicales renferment une grande proportion de plantes médicinales reconnues
dans le monde. Une telle profusion d'especes, identifiées mais encore jamais étudiées a fond,
représente une énorme source potentielle de dérivés chimiques utiles pour I'Homme
(Levingston et Zamora, 1983, in Bouchoukh, 2021). Parmi ces espéces le goyavier
(Psidium guajava L.) qui est une espéce fruitiére d’origine d’Amérique. Cet arbre est inconnu

en Algérie malgré la richesse de son fruit et ses feuilles.

Notre étude s’intéresse a 1’aspect phyto-chimique et biologique de Psidium guajava L. et a

pour objectifs :

- Un criblage phyto-chimique de I’extrait foliaire pour détecter les groupes de métabolites
secondaires présents.

- Une séparation chromatographique sur couche mince des composés de 1’extrait
butanolique de I’espéce Psidium guajava L

- Une évaluation in vivo du potentiel anti-inflammatoire de notre extrait.

- Une évaluation in vivo de I’activité antidiabétique de notre extrait.
Le présent document est divisé en deux parties :

-Une synthése bibliographique divisée en trois chapitres pour décrire 1’espéce étudiée, le
métabolisme secondaire et les activités biologiques
-Une partie expérimentale divisée en matériel et méthodes, et les résultats et leur discussion.

-A la fin, une conclusion générale et des perspectives.
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Partie 1 : Synthese bibliographique

Chapitre | : Présentation de I’espeéce (Psidium guajava L.)

I.1. Famille des Myrtacées

La famille des Myrtacées est I’une des principales familles d’arbres fruitiers commerciaux au
monde (de Paulo Farias et al., 2020), présents principalement dans les régions tropicales et
subtropicales du monde, étant souvent I'une des familles dominantes des foréts atlantiques

brésiliennes.(Seraglio et al., 2018).

Les myrtacées dans une distribution moderne sont I'une des plus importantesfamille de plantes
d'angiospermes, comprenant environ 142 genres et5500 especes (Kubitzki et al., 1990),se
trouvent principalement dans I'némisphere sud et contiennent des plantes bénéfiques saines
comme le clou de girofle, lI'eucalyptus et la cannelle. Psidium, Myrciaria, Eugenia, Syzygium
et Acca sont les genres les plus étudiés chez les Myrtacées en raison de la présence de
composés bioactifs attribués a de nombreuses fonctions avantageuses. (Santos et al., 2020)
De plus, certains constituants végétaux présentent une pertinence écologique puisque leurs
fruits sont une source nutritionnelle pour la faune locale (Piz0,2002). La composition
organique de certains genres de la famille des Myrtacées comprend des composés phénoliques
virils et des polyphénols, comme les flavonoides, les acides phénoliques, les tanins, les
stilbénes, les lignanes, les coumarines et tocophérols, lipides fonctionnels et caroténoides
(Duarte et Paull,2015).

Tableau 1: Genres des Myrtacées (Aronson, 2016)

Baeckea Gomidesia Myrtus
Callistemon Leptospermum Pimenta
Calothamnus Lophostemon Pseudanamomis
Calyptranthes Marlierea Psidium
Chamelaucium Melaleuca Rhodomyrtus
Corymbia Metrosideros Siphoneugena
Eucalyptus Myrcia Syncarpia
Eugenia Myrcianthes Syzygium
Feijoa Myrciaria Tristaniopsis
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1.2. Le goyavier (Psidium guajava L.)
1.2.1. Généralités

La goyave (Psidium guajava L.) fait partie de la famille des myrtacées. Le genre Psidium
comprend environ 150 especes, mais Psidium guajava est le fruit le plus important de ce
genre (Pommer et Murakami, 2009).La goyave (Psidium guajava L.), la «pomme des
tropiques», est considérée comme 1’une des cultures fruitiéres les plus exquises, les plus
nutritives et les plus rémunératrices des régions tropicales et subtropicales du monde. Les
fruits de goyave sont appréciés dans le monde entier pour la consommation fraiche et
transformés en autres délices. 1l surpasse les autres fruits tropicaux en termes de productivite,
de résistance, d'adaptabilité et de valeur nutritionnelle et assure des rendements économiques

plus élevés au producteur avec un minimum d'intrants (Gill, 2016).

Il s'est répandu rapidement et facilement dans les tropiques grace a ses graines abondantes et
hautement viables. La goyave s'est naturalisée dans la mesure ou les habitants de différentes

régions considerent qu'elle est originaire de leur propre terre (Gill, 2016).

1.2.2. Description botanique

La goyave (Psidium guajava L.) est un petit arbre ou arbuste ramifié atteignant 7-10 m de
haut. Le systéme racinaire est superficiel. Le tronc est ligneux, dur, avec une écorce tachetée
lisse et pale caractéristique qui se détache en fines lamelles, une fois que le tronc a atteint
environ 20 cm de diametre. Les branches peuvent étre ascendantes, étalées ou tombantes, ce

qui donne différentes formes de couvert forestier. (Rodriguez et al., 2016)

Les feuilles sont opposeées le long des tiges et portées par de courtes tiges (pétioles) de 4 a 10
mm de long. Les limbes (7-15 cm de long et 3-7 cm de large) sont quelque peu de forme
ovale avec bouts arrondis ou pointus.lls ont des poils dessous et ont des marges
entieres.Chaque feuille a un nervure centrale proéminente et 10 a 20 paires de cotes veines.
(Prabhudesai et al., 2019)

Les fleurs sont généralement portées individuellement dans les fourches supérieures des
feuilles.Ces fleurs mesurent environ 25 mm de diametre et sont portée sur une tige velue de 1
a 2,5 cm de long.Chaque fleur a quatre ou cing sépales verts (6-15 mm de long)qui sont
fusionnés a la base et quatre ou cing pétales blancs (10-20 mm de long). Ils ont aussi de
grandes nombre (200-250) de petites étamines blanches (6-10 mm de long) et un style (6-12
mm de long). (Prabhudesai et al., 2019)
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Le fruit est soit arrondi, ovoide ou en forme de poire et vire du vert au jaunatre en couleur a
mesure qu'il marit.Ces baies (2,5-10 cm de long) sont couronné des restes des sépales
persistants et ont un rose juteux, blanc ou jaunatre pulpe colorée contenant de nombreuses
graines. Les graines sont de couleur jaunatre et réniforme (Prabhudesaiet al., 2019).

Figure 2 : Diverses parties de goyave (a) Feuilles (b) Fleurs (c) Fruit (d) Graines (e) écorce
dans le fruit (Naseeret al., 2018)
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1.2.3. Dénomination internationale

Tableau2 : Noms populaires du goyavier. (Site 1)

Francais

goyavier / goyave ; pied de goyave (La Réunion) / goyave ; goyavier, pied-
goyave (Guadeloupe, Martinique) ; gouyave (Haiti)

Créole antillais

goyav, gwayav, pyégwayav, griyav, gouyav (TRAMIL)

Anglais guava

Allemand Guave

Néerlandais guave, djamboekloetoek
Italien guava

Espagnol guayabo / guayaba
Portugais goiabeira / goiaba

Précolombien

kuiabu, wayaba, ballicachi, balikisi; caraibe (langue des hommes) : bulabui ;
arawak (langue des femmes) : walipa (Rollet)

Créole gwiyav (Ste-Lucie) (Rollet)

Philippines guava, bayabas (tagalog), guyabas (iloko) (PROSEA)
Brunei jambubatu (malais), biyabas (PROSEA)

Indonésie jambubiji (malais), jambuklutuk (javanais) (PROSEA)
Malaysia jambubiji, jambukampuchia, jambuberase (nord) (PROSEA)
Thailande farang (centre), ma-kuai, ma-man (nord) (PROSEA)
Vietnam 0i (PROSEA)

Laos si da (PROSEA)

Cambodge trapaeksruk (PROSEA)

Birmanie malakapen (PROSEA)
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1.2.4. Taxonomie

Régne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae
Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae

Genre : Psidium

Espece : PsidiumGuajava L. (Site 3)

1.2.5. Origine et répartition géographique

L’origine géographique du goyavier est I'Amérique centrale, cet arbre exotique est
maintenant naturalisé dans de nombreuses régions tropicales et subtropicales du monde entier
(figure 03). 1l se propage avec une tellerapidité et croit avec tant de vigueur qu’en moins d’un
demi-siécle, On le trouve a I’état sauvage et cultivé au Mexique, aux Antilles, dans le
Guatemala, le Brésil, la Thailande, le Pérou, la Chine (Singh, S. 2011 ; Camarena-Tello et
al., 2018)

C'est un arbre fruitier que I'on trouve dans I'ensemble de I'Amérique Tropicale. Originaire des
foréts tropicales humides et seches, on le trouve également sur les rives des fleuves. En
Europe, il n'est pas trés rustique et ne résiste pas a des températures négatives prolongées.
(Site 4) En Afrique tropicale, c'est une plante qui envahit les terrains agricoles abandonnés
avant détre elle-méme recouverte par une végetation plus élevee qui limite son
développement. Les oiseaux, les guépes, les singes ou I’homme recherchent son fruit : la

goyave. (Site 5)
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Figure 3 : Distribution du goyavier dans le monde (Site 6)

1.2.6. Variétes
De par le monde, on compte une centaine de variétés de goyaves, qui different beaucoup entre

elles par leur goQt et leur aspect, les deux variétés les plus fréquentes sont :
» Lagoyave en forme de poire (Psidium pyriferum ou pirifera)

Elle est trés appréciée pour sa chair rose carnée et son golt sucré. Son parfum évoque la
fraise. On la déguste sous forme de confiture épaisse, de gelée et de pate de fruit. Et comme

la poire, sa pulpe est granuleuse.
» Lagoyave en forme de pomme (Psidium pomiferum ou pomifera)

La goyave en forme de pomme posséde une chair ferme couleur rose saumon, dégageant un
parfum musqué, mais a la saveur toujours douce. Elle est surtout dégustée en compote. (site7)
De plus, cette baie lorsqu’elle murit, sa peau fine passe du vert pale au jaune et
passe du rose au rouge chez certaines variétés.A noter, que la variété de couleurrouge est
connue en tant que fruit de qualité inférieure. (Sahuet al., 2016)
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La particularité de ce fruit exotique réside dans la délicieuse saveur de sa chair juteuse,
fondante, au godt pénétrant de fraise et de péche mélée Les goyaves se choisissent en testant
leur peau (verte se teintant de jaune a maturité) qui doit céder sous une tres légére pression du

doigt. Il suffit surtout de se laisser guider par leur parfum. (Site8)

(A) (B)

Figure 4 : Les variétés les plus fréquentes de la goyave en forme de pomme (A)
et de poire (B) (Sahuet al., 2016)

Figure 5 : Différentes couleurs de la peau de la goyave. (Site 11)
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Figure 6 : Différentes couleurs de la pulpe de la goyave. (Site 11)

1.2.7. Climat et sol

En raison de sa nature rustique, le goyavier est cultivé avec succes dans les régions
tropicales et subtropicales, jusqu'a 1500 m au-dessus du niveau de la mer. Cet arbre ce
développe sur une large gamme de sol (PH allant de 4,5 a 8,2) et toléere une

hydromorphietemporaire de méme qu’une certaine salinité.

Il apprécie mieux un sol bien drainé etlégerement humide, et une exposition plein soleil.
Toutefois, il pourra supporter un gel 1égersur de tres courte durée. Il faut, signaler que les

pluies pendant la période de récoltedétériorent la qualité du fruit. (Normand, 2002)

1.2.8. Production mondiale

Statistiquement, aucune étude récente et précise n’a été établie sur le pays le plus
producteur de la goyave. Toutefois, nous pouvons avancer celle établie dans les travaux de
Tiwari. A titre d’exemple, la production en goyave était de 21 ; 4 ; 2,7 ; 2,6 et 2,3 millionsde
tonne en Inde, Chine, Kenya, Thailande et Indonésie respectivement durant [’année

2012/2013. (Tiwari et al., 2013)

10
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1.2.9. Le goyavier en Algérie

Le goyavier a ¢été introduit par les frangais au jardin botanique de I’ancienne école
d’agriculture de Philippeville (Skikda) en 1952. Un seul arbre était planté et sa variété est non
identifiée. La plantation de trois autres arbres a été réussie en 2010 dans le méme jardin
(Bouchoukh, 2021)

En Algérie, la goyave est tres peu cultivée, selon Hadj Ahmed Hamada, le seul agriculteur en
Algérie a se spécialiser dans sa culture, ce fruit a été introduit a la fin desannées 1970 a titre
d'expérimentation. D’autre part, certains affirment que ce fruit a été introduit en Algérie
directement du Moyen-Orient, d'autres pensent qu'il a été ramenéd'’Amérique Latine par les
colons. Il a méme été planté au Jardin d'Essais du Hamma, & Alger.

En 1978, il a été créé un verger de 2 hectares au niveau d'un ex-domaine agricole social (Das)
a Fouka, quirelevait a I'époque de la wilaya de Blida, qui porte aujourd’hui le nom de
Domaine M'seguem-Abdelkader, sur la route de Douaouda. Abandonné en 1987, il a été
repris en1991 par Hadj Hamada pour pouvoir préserver ce fruit exotique. Aujourd'hui

cetagriculteur, récolte prés de 3 tonnes par ans, commercialisés uniqguement a Fouka. (Site 9)

1.2.10. Utilisation de I’espéce Psidium guajava L
La goyave (Psidium guajava L.) est une plante fruitiere largement cultivée et distribuée dans

le monde entier, il sert de plante économique, végétale et médicinale.

Le fruit a une pulpe jaune clair ou rose, est consommé frais ou en conserve, et est transformé
pour étre utilisé dans les produits laitiers et cuits au four. Il est riche en vitamine C, en
glucides, en protéines, en phosphore de calcium, en vitamine A, en acide pantothénigue, en

riboflavine et en thiamine ( Reddy et Kumar ,2018).

Pour utiliser les goyaves dans les tartes, les puddings, les glaces, la gelée, la confiture, le
chutney, le jus de relish et le sirop, il existe d'innombrables recettes. Le bois est utilisé en
menuiserie et en tournage, C'est un bon bois de feu et aussi une source de charbon de bois
(site 2).

En Asie du Sud-Est, les feuilles sont utilisées pour fabriquer une teinture noire pour la soie et
le coton. Les racines, les feuilles, les fruits immatures et I'écorce ont également une
importance médicinale. En raison de leur astringence, ils sont utilisés pour la gastro-entérite,
la diarrhée et la dysenterie, comme remede contre la toux, les maux de gorge et de poitrine,
etc...(site 2).

11
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1.2.11. Valeurs nutritionnelles de la goyave

Les goyaves font souvent partie des superfruits,étant riche en fibres alimentaires, vitamines A
et C, foliqueacide, et les minéraux alimentaires, potassium,cuivre et manganése. Ayant
généralementlarge profil hypocalorique de nutriments essentiels, unseul fruit de goyave
commun (P. guajava) contient environ quatre fois la quantité de vitamine C en tant que

orange (Hassimotto et al., 2005).

Tableau 3 : La valeur alimentaire et le contenu des fruits de goyave (site3).

Valeur nutritionnelle pour 100 g de goyave
Energie 285 kJ (68 kcal)
Glucides 14,32 g
Sucres 8,92 ¢
Fibres alimentaires 544
Matieres grasses 0,95¢
Protéines 2,55 ¢
Equiv. vitamine A 3lg
béta-caroténe 374 ug
Thiamine (B1) 0,067 mg
Riboflavine (B2) 0,04 mg
Niacine (B3) 1,084 mg
Acide pantothénique 0,451 mg
Vitamine B6 0,11 mg
Folate (B9) 49 pg
Vitamine C 228,3 mg
Vitamine K 2,249

Fer 0,26 mg
Magnésium 22 mg
Manganése 0,15 mg
Phosphore 40 mg
Potassium 417 mg
Sodium 2mg
Zinc 0,23 mg
Lycopéne 5204

12
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1.2.12. Utilisation médicinale du goyavier

Psidium guajava L. est un petit arbre médicinal originaire du sud Amérique. Elle été utilisée
traditionnellement comme plante médicinale dans le monde entier pour un certain nombre de
maux (Kaneria et Chanda, 2011).

Toutes les parties de cet arbre, y compris les fruits, les feuilles, I'écorce et les racines, ont été
utilisé pour traiter les maux d'estomac et la diarrhée dans de nombreux pays (Barbalho et al.,
2012).

Tableau 4: Utilisations éthnomedicales mondiales de la goyave (Kamanth et al., 2008).

Pays Utilisation

Amazonie Pour la diarrhée, la dysenterie, les troubles menstruels, les maux

d'estomac,vertige.

Brésil Pour I'anorexie, le choléra, la diarrhée, les problemes digestifs,dysenterie,
insuffisance gastrique, inflammation des muqueusesmembranes, laryngite,

bouche (gonflement), problemes de peau, plaiegorge, ulceres, pertes vaginales.

Cuba Pour les rhumes, la dysenterie, la dyspepsie.
Ghana Pour la toux, diarrhée, dysenterie, maux de dents.
Haiti Pour la dysenterie, la diarrhée, I'épilepsie, les démangeaisons, les hémorroides,

la gale, la peau plaies, maux de gorge, maux d'estomac, plaies et comme

antiseptiqueet astringent.

Inde Pour I'anorexie, les affections cérébrales, I'accouchement, la

chorée,convulsions, épilepsie, néphrite, jaunisse.

Malaisie Pour la dermatite, la diarrhée, I'épilepsie, I'hystérie, les troubles menstruels.

Mexique Pour la surdité, la diarrhée, les démangeaisons, la gale, les maux d'estomac,

I'enflure, ulcere, plaies.

Pérou Pour la conjonctivite, la toux, la diarrhée, les probléemes digestifs,
dysenterie, cedéme, goutte, hémorragies, gastro-entérite, gastrite, problémes

pulmonaires, SPM, choc, écoulement vaginal, vertiges, vomissements.

Philippines Pour les plaies et comme astringent.

Trinidad Pour les infections bactériennes, la purification du sang, la diarrhée et

Dysenterie.

13
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1.2.13. Propriétés pharmacologiques du Psidium guajava L

< Activité antioxydante :

Des decouvertes récentes ont révélé que P. guajavaest une excellente source de composés
phytochimiques antioxydants (Okwu et Ekeke, 2003).L'extrait méthanolique de feuilles a
révélé une activité antioxydante élevée. Les principes actifs sont la quercétine,quercétine-3-O-
glucopyranoside, morine, acide ascorbique, caroténoides et polyphénols (Jimenez-Escrig et
al., 2001).

D'autres études observent que les fruits de goyave également un effet antioxydantet I'activité
radioprotectrice dans le dosage avec le technétium-99m (Abreu et al., 2006).

< Activité antimicrobienne :

Les effets inhibiteurs des extraits aqueux et alcooliques dePsidium guajava (racine, feuilles)
sur la croissancede Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella enteritidis, Bacillus cereus, Proteusspp., Shigellaspp. et Escherichia coli, agent
causal d'infections intestinales chez I'nomme ont été examinés a l'aide de la gélose in
vitrométhode de diffusion par puits (Chah et al., 2006).

L'extrait de racine méthanolique a ensuite été séparé par colonnechromatographe, donnant
quatre composés antibactériens. Troisdes substances antibactériennes ont été détectées dans
les feuilles quisont des dérivés de la quercétine(Prabuet al., 2006 ; Arima et Danno, 2002).

P. guajava est attribué a la guajavérine,l'acide et le composeé flavonoide guaijaverin(Limsong
et al., 2004).huile essentielle y—terpinéneet y—pinene affichées activité antimicrobienne contre

Propionibacteriumacnés (Athikomkulchai et al., 2008).

Dans une autre étude, il a été observé que I'extrait méthanolique deles fruits mars ont une
action fongicide contre ArthriniumsacchariSouches M001 et Chaetomiumfunicola M002
(Sato et al., 2000).

14
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< Activité anti-diarrhéique :

Les feuilles de P. guajava L. sont traditionnellement utilisées commemeédicament
antidiarrhéiqgue (Ro0ss,1999 ;Lozoya et al.,1994). Cette activité est expliquéepar
spasmolytique, effets antibactériens et antiamibiens et composés phytochimiques tels que les
flavonoides etil a été rapporté que les tanins présentent une activité antidiarrhéique en
dénaturant les protéines, d'ouformant une interaction protéine-tannates qui réduisentla

perméabilité de la muqueuse intestinale (Shakeera et al., 2013 ; Ezekwesili et al., 2010).

De plus,les propriétés antagonistes du calcium du composé biologiquement actif a savoir la
quercétine expliquent 1’effet spasmolytique de ce remede a base de plantes populaire
(Morales et al., 1994).

« Activité anticancéreuse :

Extraits de feuilles, huile de feuilles, graines de goyave et entieresextraits de plantes ont été
évalués pour leur potentielapplications chimiothérapeutiques. Activité contrediverses lignées
cellulaires cancéreuses humaines ont étédémontré, y compris la prostate, le colon etcancers de

I'épiderme, ainsi que la leucémie et mélanome (Kumari et al.,2013).

La plante était également rapporté pour posséder des effets anticancéreux contre lignées
cellulaires cancéreuses séelectionnées comme le cancer du col de l'utérus, cancer du sein et
ostéosarcome , carcinome colorectal et fibroblaste pulmonaire (Sulain et al.,2012 ;Vieira et
al.,2014)
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Chapitre 11 : Les métabolites secondaires

11.1. Généralités sur les métabolites primaire et secondaire
Les métabolites sont les produits intermédiaires des réactions métaboliques catalysées par les

enzymes variées qui se produisent naturellement dans des cellules. Ce terme est
habituellement employé pour décrire des petites molécules. (sitel10)

Un métabolite primaire est un type de métabolite qui est directement impliqué dans la
croissance, le développement et la reproduction normale d'un organisme ou d'une cellule. Il
est typiquement présent dans denombreux organismes taxonomiquement éloignés, ils sont :
les sucres, les acides aminés, leslipides, 1’amidon, les protéines et les acides nucléiques,

(Bruneton, 2009)

11.2. Les métabolites secondaires

Le terme «métabolite secondaire», qui a probablement été introduit par Albrecht Kossel en
1891, est utilisé pour décrire une vaste gamme de composés chimiques dans les plantes, qui
sont responsables des fonctions périphérique indirectement essentielles a la vie des plantes.
Telles que la communication intercellulaire, la défense, la régulation des cycles catalytiques
(Yezza et Bouchama, 2014).

Les métabolites secondaires (M) sont présents dans toutes les plantes supérieures, et ayant une
répartition limitée dans Il'organisme de la plante. Dont plus de 200.000 structures ont été
définies (Hartmann, 2007) et sont d’une variété structurale extraordinaire mais sont produits
en faible quantité. Ces molécules marquent de maniére originale, une espéce, une famille ou
un genre de plante et permettent parfois d’établir une taxonomie chimique (Yezza et

Bouchama, 2014)

11.3. Role des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires ne sont pas vitaux pour [’organisme mais jouent
nécessairement un réle important par la machinerie enzymatique complexe nécessaire a leur
production. Ils ont des rdles écologiques (allomone, phéromone...), ces molécules
furentsélectionnées au cours de 1’évolution pour I’interaction qu’elles ont avec un récepteur
d’unautre organisme, Elles représentent donc une grande source d’agents thérapeutiques

(Thomas, 2009).
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Ils pourraient jouer un réle dans la défense contre les herbivores, et dans les relations
entre les plantes et leur environnement: plusieurs composes phénoliques participent a
lafiltration des UV, les pigments floraux sont essentiels aux processus de pollinisation
(Gravot,2008).

11.4. Classifications des composés secondaires
On peut classer les métabolites secondaires en trois grands groupes : les composés

phénoliques, les terpenes et les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une trés grande
diversité de composés qui possedent une tres large gamme d'activités en biologie humaine. lls
présentent une énorme valeur économique (en particulier pour I'industrie pharmaceutique et la
cosmétique (Aref et Heded, 2015).

11.4.1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques ou les polyphénols (PP) constituent une famille de molécules trés
largement répandues dans le régne végeétal. Sont des produits du métabolisme secondaire des
plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Ce qui signifie qu’ils n’exercent pas de fonctions
directes au niveau des activités fondamentales de 1I’organisme végétal, comme la croissance,

ou la reproduction (Yusuf, 2006).

Les polyphénols sont des produits de la condensation de molécules d’acétylcoenzyme A et de

phénylalanine. Cette biosyntheése a permis la formation d’une grande diversité de molécules
qui sont spécifiques d’une espece de plante, d’un organe ou d’un tissu particulier (NKhili,
2009).

Groupe hvdroxvle OH
H“"\-\.‘\“
Movau aromatique — & |
-‘h‘\.\_‘\-\:’:‘-;:r

Groupe phenol

Figure 7: Structure chimique des composés phenoliques (Manallah, 2012)
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Tableau 5: Activités biologiques des composés polyphénoliques (Bahorun, 1997)

Polyphénols

Activités

Acides Phénols (cinnamiques et
benzoiques)

Antibactériennes Antifongiques
Antioxydantes

Protectrices vasculaires et

Coumarines L
antioedémateuses
Anti tumorales, Anti carcinogenes Anti-
y inflammatoires
Flavonoides o
Hypotenseurs et diurétiques
Antioxydantes
Anthocyanes Protectrices capillaro-veineux

Pro anthocyanidines

Effets stabilisants sur le collagéne
Antioxydantes Anti

tumorales Antifongiques Anti-
inflammatoires

Tanins galliques et catéchiques

Antioxydantes

Tableau 6: Classification des familles des composés phénoliques. (crozier et al., 2006)

Nombre de Squelette Classification Exemple
carbones
7 C6-C1 Acides phénols Acide gallique
8 C6-C2 Acétophénones Gallacetophénone
) ) . Acide p-
8 C6-C2 Acide phényle acétique
hydroxyphénylacétique
Acides ) )
9 C6-C3 ) ) Acide p- coumarique
hydroxycinamiques
9 C6-C3 Coumarines Esculitine
10 C6-C4 Naphthoquinones Juglone
13 C6-C1-C6 Xanthones Mangiferine
14 C6-C2-C6 Stilbénes Resveratrol
15 C6-C3-C6 Flavonoides Naringénine
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11.4.1.1. Les flavonoides

1. Définition
Les flavonoides représentent le groupe le plus vaste et le plus distribué dans le régne
veégétal.lls constituent des pigments responsables des colorations jaunes, oranges et rouges de

différents organes végétaux.

Les flavonoides sont une large classe de faible poids moléculaire, des composés phénoliques
veégétaux secondaires caractérises par le noyau flavane. Largement distribué dans les feuilles,
graines, écorces et les fleurs de plantes, plus de 4000 flavonoides ont été identifiés a ce jour.
Chez les plantes, ces composés offrent une protection contre le rayonnement ultraviolet, les

pathogénes et les herbivores (Harborne et Williams, 2000).

Ils sont constitués de cycles benzoiques présentant plusieurs groupements hydroxyles et sont

pour cette raison également nommeés polyphénols (Descheemaeker et Provoost, 1999).

Figure 8 : Structure de base des Flavonoides. (Crozier, 2003)

2. Principales classes de flavonoides
Dans le régne des plantes, les flavonoides sont largement distribués. llssont classés en
différentes catégories : les flavones, les flavonols, les flavanones, les flavanonols, les
isoflavones, les isoflavanones, les chalcones, les aurones et les anthocyanes (Harborne et
Williams, 2000 ; Kuresh et al., 2002).

2.1.Flavonols
Les flavonols sont caractérisés par la présence d’une double liaison en position 2-3 et d’un

groupement hydroxyle en C3. Elles sont les flavonoides les plus répandus dans le régne
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veégétal, leur couleur varie du blanc au jaune (Baba et Zaibet , 2020). on trouve le

kaempférol , le quercétol ; le myricétol et I'isorhamétol.

R1

HO

R1=H, R2=0H : ksemplerol
R1=0H, R2 = OH : quercetine oH 0
R1=0H, R2 = glucose-rhamnose : rutine

Figure 9 : Structure chimique des flavonols (Crosier, 2003).

2.2 .Flavones

Les flavones comme tous les flavonoides ont une structure C6-C3-C6 avec en C3

“apparitiond“un hétérocycle porteur d“un groupement carbonyle et d“une insaturation
(Muanda, 2010).

FLAVONES
_____-J-.q_'___-f:ll-!
e, s 4D - .l-_
T "
~—
" apigénine (R=H, R'=H)
Lutéoline (R=H, R'=0H)

Figure 10 : Structure des Flavones. (Macheix et al., 2005)
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2.3.Flavanones
Les flavanones ont une structure similaire a celle des flavones mais ne possédent pas

d“insturation au niveau de 1“herocycle (Muanda, 2010).

2.4.Les anthocyanes
Les anthocyanes (du grec anthos, fleur et Kuanos, bleu violet) terme général qui regroupe les

anthocyanidols et leurs dérivés glycosylés (Guignard , 1996).Ce sont des pigments , rouge en

milieu acide virant au bleu-violet en milieu neutre ou faiblement alcalin (Kosir et al., 2004).

La structure de base des anthocyanines est caractérisee par un noyau "flavon™ généralement
glucosylé en position C3(Ribereau , 1968). Ces molécules faisant partie de la famille des
flavonoides et capables d'absorber la lumiére visible, sont des pigments qui colorent les
plantes en bleu, rouge, mauve, rose ou orange (Harbone , 1967 ; Brouillard , 1986),elles
sont généralement localisées dans les vacuoles des cellules épidermiques, qui sont de

veéritables poches remplis d'eau (Harbone et Grayer , 1988).
Les trois principaux anthocyanes sont :

e La pélargonidine : possédant un OH en 4’ et engendrant une couleur rouge-orange.

e La cyanidine : possédant deux OH en 3’, 4’ ou en 4’, 5’et engendrant une couleur
rouge magenta.

e La delphinidine : possédant trois OH en 3’, 4’, 5’et engendrant une couleur

mauve.(Dahmani, 2018).

Ry

OH

HO o
[ "

Z
A

h‘ﬁ/’ N
OH

OH

Figure 11 : Structure de base des anthocyanes (Muanda, 2010).
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11.4.1.2. Les tanins

1. Définition
D’un point de vue biochimique, une premiere définition a été proposée par BateSmith, (1973)
c’est que les tanins sont des composés phénoliques hydrosolubles ayant un poids moléculaire

(PM) compris entre 500 et 3000 Da (Bruneton, 2009).

Les tannins se caractérisent par leur facult¢ a se combiner aux protéines et a d’autres
polymeres organiques tels que des glucides, des acides nucléiques, des stéroides et des

alcaloides pour former un précipité (Yezza et Bouchama, 2014).

IIs sont trés répandus dans le régne végétal, mais ils sont particulierement abondants dans
certaines familles comme les coniferes, les Fagacée, les Rosacée (Ghestem et al., 2001). Ils
peuvent exister dans divers organes: I'écorce, les feuilles, les fruits, les racines et les grains
(Khanbabae et Ree, 2001).

En général, ils sont subdivisés en deux groupes distincts en fonction du type de 1’acide
phénolique et du type de liaisons qui déterminent la taille et la réactivité chimique de la
molécule (Rira, 2006).

COOH \/ 0 /()ll
HO —<> l>— >7 OH
OH OH 97\
0)
acide gallique acide ellagique

Figure 12: Tanins hydrolysables (Redondo et al,2014)

2. Classification
Les tannins sont classés en deux grandes catégories, les tanins hydrolysables et les tanins

condensés (Jacob et Pignal, 1972).
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a) Tanins hydrolysables : Ce sont des polyesters de glucides et d’acides phénols, ils
sont facilement hydrolysables par les acides et les enzymes (tannase) en ose
(généralement le glucose) et en acides phénols. Selon la nature de 1’acide phénol on
distingue :

e Tanins galliques ou gallo-tanins : par hydrolyse ils libérent I’ose et 1’acide gallique

e Tanins ellagiques ou ellagi-tanins : par hydrolyse, ils libérent 1’ose, I’acide HHDP
(acide hexahydroxydiphénique) et différents dérives (acide ellagique et acide
chébulique).

b) Tanins condensés (pyrocatéchique ou proanthocyanidols) : Ils différent des tanins
hydrolysables par :

- Une structure voisine a celle des flavonoides.

- Absence de partie osidique.

- Non hydrolysables, en milieu acide fort et a chaud ils se polymérisent en donnant des

précipités insolubles rouges bruns appelés phlobaphenes.

IIs sont formés de 2 a plusieurs unités de flavan-3-ols (catéchol ou épicatéchol) et/ou de
flavan3,4-diols (proanthocyanidol) liés entre elles par des liaisons C-C, le plus souvent C4-C8
ou rarement C4-C6 (site 10)

Figure 13 : Structure de tanins condensés.(site11)
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11.4.1.3. Les quinones
Les quinones résultent de I'oxydation de dérivés aromatiques caractérisés par un motif 1,4-

dicétocyclohexa-2,5-diénique (para-quinones) ou par un motif 1,2-dicétocyclohexa-3,5-
diénique (ortho-quinones). La dione peut étre conjuguée aux doubles liaisons d'un noyau
benzénique (benzoquinones) ou a celles d'un systéme aromatique polycyclique condensé :
naphtalene (naphtoquinones), anthracéne (anthraguinones), naphtodianthréne
(naphtodianthrone) ( Krief, 2003) .

Ss

para-guinonea ortho-gquinone naphtoguinone

naphtodianthrones anthraguinone

Figure 14 : Quelques motifs quinoniques. (Krief, 2003)

11.4.1.4. Lignanes
Bien qu’il soit difficile de considérer les lignanes comme un métabolite secondaire compte

tenu de leur importance quantitative et biologique et de leur signification dans 1’évolution des
plantes terrestres, elle doivent étre logiquement rattachées aux composés phénoliques en
raison de leur structure chimique et des voies de biosynthése qui sont directement liées a celle

des phénylpropanoides (Macheixet al., 2005).

Ils résultent de la condensation d'unités phénylpropaniques. Quatre groupes peuvent étre
considérés : les lignanes (liaison entre deux carbones B des chaines latérales de deux unités

dérivées du phénylpropane), les néolignanes (un seul carbone f est en jeu), les "oligomeres",
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(condensation de 2 a 5 unités phénylpropaniques) et enfin les norlignanes avec un squelette en

C17 (Krief, 2003) .

Figure 15 : Structure générale des lignanes (C6-C3)2. (Site 11)

11.4.1.5. Coumarines
Les coumarines sont des composés phénoliques non volatils, sont trés répandues chez les

végétaux, notamment dans les racines et les écorces ; d’odeurs agréables, certaines servent en
parfumerie ou pour aromatiser le tabac ; d’autre sont trés toxiques telles que les aflatoxines

des champignons inférieurs (Garabeth et al., 2007).

Ce sont des substances aromatiques a C9 caractérisées par le noyau 2H-1- benzopyrane2- one,

lactones des acides ortho-hydroxyZ-cinnamiques (Ford et al., 2001).

Figurel6 : Structure chimique de coumarine benso a-pyrone (Garabethet al., 2007).

11.3.1.6. Les terpénes
Les terpénoides constituent une famille de composés largement répendues dans le régne

végétal. Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leurs squelettes

d’une unité isoprénique a 5 atomes de carbones (C5 H8) (Lamartiet al., 1994).1lsont des
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activités biologiques et pharmacologiques variées : anti-inflamatoire, antivirus, analgésiques,

antibactériennes et antifongiques (bisoliet al., 2008 ; Bruneton, 2009).

HSTRIEATTE

Figurel?7 : Molécule d’isopréne. (Muanda, 2010)

Le nombre d'unités isopréniques définit les différentes classes de terpénes : monoterpénes
(C10), sesquiterpenes (C15), diterpénes (C20), sesterterpenes (C25), triterpénes (C30) et
tétraterpenes (C40). Les terpenes simples en C10 et C15 sont certainement apparus
tardivement au cours de I'évolution et caractérisent les plantes vasculaires ayant développé

des appareils sécréteurs ( Krief, 2003) .

11.4.1.7. Les alcaloides

Les alcaloides sont d’origine naturelle, le plus souvent végétale. Ce sont des substances
organiques azotés et basiques, doués, a faible dose, de propriétés pharmacologiques marquées.
A 1’état naturel, ils sont généralement salifiés par les acides organiques (tratrates,maliates,....)

ou combineés a des tanins (Bruneton, 2009).

D’un point de vue biologique, les alcaloides présentent diverses activités a faible dose,
analgésiques (morphine), anesthésiques locaux (cocaine), antibactérienne, anticancéreuse...
(Bruneton, 2009 ; Hocquemiller et al., 1982).1ls exercent une large gamme d’activités

antidiabétiques a travers différents mecanismes (Switi et al., 2014).

Il existe trois classes d’alcaloides : (selon que : I’atome d’azote est intégré ou non dans

I’hétérocycle, et selon le précurseur des alcaloides).

-Les vrais alcaloides : sont bio synthétisés a partir des acides aminés et 1’atome d’azote est

inclue dans I’hétérocycle.

-Les Pseudo-alcaloides : représentent les mémes caractéristiques que les vrais alcaloides,

mais ne sont pas dérivés des acides aminés.
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-Les Proto-alcaloides :I’atome d’azote n’est pas inclue dans 1’hétérocycle et ils ne sont pas

synthétisés a partir des acides aminés (Bruneton, 1999).

D x? - 0

Quinoleine Quinine Isoquinoléine Papavérine

Indole Vindoline Pyrrolidine Senecionine
oM
O ~G
w0 o
\\/“\/ ” M N ™,
Quinolizidine Lupinine Pipéridine Nicotine
o 00 T
DN VA R
H,CON I
Tropane Atropine Purine O, Caféine

Figure 18 : Classes et exemples d’alcaloides (William, 2003).
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Chapitre 111 : Activités biologiques

I11.1. Activité anti-inflammatoire

111.1.1. L’inflammation
L’inflammation est la réponse de I’organisme a une agression ayant pourorigine des é¢léments

physiques : chaleur, froid, rayonnements ionisants... ou des elémentssolides exogénes ou
endogenes : pathogénes microbiens, piqire d’insecte, produits chimiquesou biologiques,
composés issus de la réaction immunitaire (complexes immuns, anticorps, cytotoxiques,
cytokines...) (Rousselet et al., 2005)

L'inflammation est I'un des mécanismes mis en jeux pour favoriser I'élimination de I'infection
et/ou la réparation des tissus lésés. C'est un processus véhiculé par des cellules dites
inflammatoires telles que les macrophages et les neutrophiles mais aussi par les cellules
stromales et endothéliales (Geng , 2003) . C'est une réaction coordonnée par tout un réseau
complexe de cytokines/chémokines posseédant parfois des actions redondantes ou opposées
(Ben-Baruch, 2006)

Les causes de la réaction inflammatoire sont multiples et représentent les agents
pathogénes. Ces causes déterminent des lésions cellulaires et tissulaires qui vont déclencher

I’inflammation :

e Infection : contamination par des micro-organismes (bactéries, virus, parasites,
champignons)

e Agents physiques : traumatisme, chaleur, froid, radiations.

e Agents chimiques : caustiques, toxines, venins ; corps étrangers : exogenes ou
endogenes.

e Défaut de vascularisation : réaction inflammatoire secondaire a une nécrose par
ischémie.

e Agression dysimmunitaire : (anomalie de la reponse immunitaire, allergies,
autoimmunité) (Eming et al., 2007)

L’inflammation est classée en deux catégories selon la durée et la cinétique du processus

inflammatoires :
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111.1.1.1. Inflammation aigué

De courte durée (quelques jours a quelques semaines) et qui se termine par 1’élimination du
stimulus nocif et par la réparation du tissu 1ésé (Dallegri et Ottonello, 1997).

L’inflammation aigué est la réponse immédiate de I’organisme a un agent agresseur, elleest
caractérisée par des phénomenes vasculoexsudatifs intenses, par une forte présence des
polymorphonucléaires au niveau du foyer inflammatoire (Dallegri et Ottonello, 1997 ;
Whyte, 2000). Les inflammations aigués gueérissent spontanément ou avec un traitement,

mais peuventlaisser des sequelles si la destruction tissulaire est importante (Botting, 2000).

Les étapes de la réponse inflammatoire aigué sont toujours les mémes quelque soient le
stimulus inflammatoire et le tissu enflammé (Figure 21). Des modifications vasculaires, telles
quel ‘augmentation de la perméabilité¢ de la paroi vasculaire apparaissent au niveau du tissu

enflammé.

Cette augmentation de la perméabilité permet au liquide plasmatique de s’échapper vers le
milieu extravasculaire, phénoméne connu sous le terme d’exsudation plasmatique. Ces
modifications vasculaires permettent le recrutement des leucocytes dans le milieu
extravasculaire qui se deplacent en suite vers le site inflammatoire. Ces leucocytes détruisent
et ¢liminent les stimuli nocifs qui s’y présentent, laissant place a la réparation du tissu

endommagé (Rankin, 2004).

L’agression cause des lésions tissulaires et vasculaires, ce qui entraine la libération de
médiateurs chimiques tel que ’histamine et le PAF.
Ces médiateurs provoquent la vasodilatation et augmentent la permeéabilité vasculaire
engendrantl’exsudation plasmatique et un cedeme local. Les neutrophiles adhérent en suite a

la paroivasculaire et la traversent pour migrer vers le site de I’inflammation (Regnault, 1992)
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Figure 19: Déroulement du processus inflammatoire.(Regnault, 1992)

L’inflammation aigué se déroule en trois phases : la phase vasculaire, la phase cellulaire et la

phase de réparation.

a- La phase vasculaire

La phase vasculaire est caractérisée par la tétrade classique (douleur, rougeur, chaleur et

tuméfaction) qui correspond a I’installation de deux phénomeénes, la congestion et I’cedeme.
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Cette réaction vasculaire est immédiate, quelques secondes apparait la rougeur associée a la

douleur qui est attribuée a la congestion (Giraudet et al., 1984 ; Regnault, 1992 ).

Il s’agit d’une modification du calibre vasculaire qui apparait trés rapidement, apres une bréve
vasoconstriction, et consiste a une vasodilatation artériolaire puis capillaire dans le site
inflammatoire. La congestion est déclenchée par I’action de médiateurs chimiques (Giraudet
etal., 1984).

La paroi vasculaire qui devient ainsi perméable, laisse échapper du liquide plasmatique dans
le milieu interstitiel, causant ainsi un enflamment local (Giraudet et al., 1984). Ce liquide,
connu sous le terme d’exsudat est riche en médiateurs inflammatoires, anticorps, composants
du complément et en différentes protéines plasmatiques. Ainsi, cette exsudation plasmatique
contribue a enrichir le milieu extravasculaire en facteurs destinés a entretenir et a amplifier la

réponse inflammatoire (Regnault, 1992).

Sous I’influence des différentes substances libérées dans le foyer inflammatoire (histamine,
sérotonine et interleukine-1), les cellules endothéliales modifient leur cytosquelette, ce qui

leur permet de se réetracter, donnant lieu & de fines ouvertures intercellulaires (Rankin, 2004).

Le passage de 1’exsudat riche en médiateurs vers le site enflammé induit un cedéme. Qui est

cliniguement caractérisé par un gonflement des tissus (Regnault, 1992).

Les modifications vasculaires, permettent la migration des leucocytes hors de la
microcirculation et leur accumulation dans le foyer lésionnel et déclenche alors la phase
cellulaire (Witko-sarsat et al., 2000).

b- la phase cellulaire

Les polynucléaires sont les premiéres cellules qui migrent vers le site enflammé, pendant les 6
a 24 premieres heures, puis un peu plus tard en 24 a 48 heures les monocytes et les
lymphocytes sont recrutés.La marginalisation des cellules sur le site enflammé se fait en une
trentaine de minutes. Lesquels sont adhérés le long des cellules endothéliales.(Wagner et
Roth, 2000).

Ce contact entre les cellules endothéliales et les cellules migratrices rendu possible par
I’expression de molécules adhésives, sous I’influence des médiateurs inflammatoires initiaux
aussi bien a la surface des cellules endothéliales qu’a la surface des leucocytes (Wagner et
Roth, 2000 ; Rankin, 2004).
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Des interactions additionnelles avec d’autres médiateurs tels que le PAF (Platelet Activated
Factor), le TNF-( (Tumor Necrosis Factor-() ou les lipopolysaccharides, augmentent
I’adhésivité de la paroi vasculaire. Ces médiateurs induisent I’expression de nouvelles

molécules de surface conduisant a 1’adhésion ferme des cellules (Dallegri et Ottonello, 1997).

Une fois adhérées, les cellules migrent vers le milieu extravasculaire a travers les

ouvertures initialement établies entre les cellules endothéliales (Rankin, 2004).

Elles se déplacent alors directement vers 1’agent causal de 1’inflammation, guidées par un
gradient de concentrations de substances dites chimio attractantes. Ces substances peuvent
étre libérées par 1’agent infectieux, les cellules endommagées, les cellules endothéliales et par

les leucocytes déja présents dans lefoyer inflammatoire (Wagner et Roth, 2000) (figure 22).

Arrivés au niveau du site inflammatoire, la phagocytose et la libération de différentes
enzymes hydrolytiques (protéase, ¢lastase et decollagénase....etc) des polynucléaires
permettent la destruction de 1’agent pathogeéne. Cependant, les macrophages permettent le
nettoyage du foyer inflammatoire et 1’élimination des débris cellulaires et tissulaires

(Diegelmann et Evans, 2004)
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Figure 20 : Principales étapes de I’extravasation du PMN et de sa migration vers le site
inflammatoire.(janewayet al., 2001).
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Cette migration est élicitée par des interactions adhésives entre les neutrophiles et
les cellules endothéliales et guidée par un gradient de concentrations de substances

chimio attractantes (janeway et al., 2001).
c- La phase de réparation

Cette derniere sera plus ou moins importante et son intensité est liée au degré de
destruction cellulaire. Les macrophages ne complétent pas seulement [’action des
polynucléaires neutrophiles, mais également jouent un réle de présentateurs de 1’antigéne et
de réparateurs. Il s’agit d’une régénérescence due a des molécules comme les cytokines et les

médiateurs dont le réle est parfaitement prédestiné.

Au début, ce sont les cellules endothéliales qui vont répare rlI’endothélium. Ceci est di a
diverses molécules telles que la collagénase I ou I, lesquelles agissent
sur le stroma cellulaire. Si la destruction est plus importante, non seulement les macrophages
vont participer a l’angiogénése, bientdt remplacés par les fibroblastes, ces dernicres
produisant la fibronectine, la laminine et du collagéne est I’¢lément clef de reconstruction.
Dans la réaction aigue, les vaisseaux reconstruits, feront que cette derniére va s’arréter

(Botting, 2000).
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Tableau 7: Différents leucocytes intervenant au cours de la réponse inflammatoire

(Botting, 2000 ; Rankin, 2004)

Type cellulaire

Fonction basique

Neutrophiles

Mastocytes

Basophiles

Eosinophiles

Plaquettes

Monocytes

Migrent vers le tissu extravasculaire, ont des propriétés phagocytaires et sont
activés par des chimioattractants dans le site de 1’agression.

Cellules phagocytaires, résidentes dans les tissus de connections et dans les
muqueuses. Liberent de médiateurs inflammatoires (essentiellement
anaphylactiques).

Morphologiquement similaires aux mastocytes. Migrent vers le tissu
extravasculaire et ont des propriétés phagocytaires. Interviennent dans les
réactions allergiques.

Migrent vers le tissu extravasculaire ou ils peuvent survivre plusieurs
semaines. lls ont des propriétés phagocytaires et interviennent dans les
infections parasitaires.

Source initiales de médiateurs inflammatoires et interviennent aussi dans la
cascade de coagulation.

Se différentient en macrophages tissulaires, dans le foie, les poumons... ou ils
peuvent y survivre pendant des années. Ce sont de puissants phagocytes, ils
sont impliqués dans la présentation de I’antigéne aux lymphocytes T et B et
dans la libération des médiateurs inflammatoires.
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111.1.1.2. Inflammation chronique

Qui échappe au contrdle physiologique conduisant ainsi a la persistance des stimuli
inflammatoires. En effet, la réponse inflammatoire chronique peut durer plusieurs mois, voir
méme des années. La chronicité de la réponse inflammatoire est ainsi la base de nombreuses
pathologies, telles que ’arthrite rhumatoide, I’emphyséme pulmonaire et la golte.(Regnault,
1992 ; Anzai et al., 2004 ; Blake et al., 2000).

La persistance de la réaction inflammatoire et la perturbation de son controle
physiologique conduisent a la chronicité de I’inflammation (Blake et al., 2000). En effet, une
infiltration excessive des leucocytes au niveau du site inflammatoire et une mauvaise
élimination de 1’agent causal de I’inflammation sont a I’origine du développement de
I’inflammation chronique (Rankin, 2004).

L’inflammation chronique est également provoquée dans le cas de certaines maladies auto-
immunes, ou des antiggnes du soit activent continuellement le systeme
immunitaire. La réponse inflammatoire chronique est ainsi caractérisée par une longue durée
(Anzai et al., 2004).C’est ce qui arrive dans les crises de la goutte par exemple, causées par le
dépdt de cristaux d’urate dans les tissus.

La présence de ces cristaux attire les neutrophiles qui les phagocytent. Etant résistants a
I’action des enzymes lysosomiales, les neutrophiles n’arrivent pas a s’en débarrasser et les
rejettent avec leurs enzymes dans les tissus environnants. Ce qui conduit au recrutement de
nouveaux leucocytes, essentiellement les macrophages et les lymphocytes et amplifie la

réponse inflammatoire qui devient chronique (Regnault, 1992).

111.1.2. Le systéme immunitaire
111.1.2.1. Systéme immunitaire inné

Les organismes vivants multicellulaires ont développé des mécanismes de défense
contre les agressions. Parmi ces mécanismes, l'immunité innée ou naturelle constitue
lapremiére et la plus importante ligne de defense de l'organisme. En effet, chez les
organismes metazoaires, a l'exception des vertébres, elle représente l'unique moyen de
défense. Seuls les organismes plus évolués ont développé une immunité adaptée.
L'immunité innée est donc le point de départ de la réaction immunitaire globale qui

meénera ultimement a I'élimination du pathogene. (Beutler, 2004)

La réponse immunitaire innée est la plus souvent déclenchée lors d'une infection ou aucours

d'une blessure par exemple. Parmi nos mécanismes de défense naturels pour faireface a ce
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type d'agression, on compte: 1) une barriére anatomique intacte comme lesmuqueuses et la
peau; 2) une augmentation de la température du corps; 3) le pH acidesur la peau et dans notre

estomac qui est défavorable a la croissance d'une majorité demicroorganismes.

Ces mécanismes sont tres efficaces mais peuvent s'avérer insuffisantslorsque le tissu est
infecté suite a une lésion. D'autres causes, comme des traumatismesinternes ou les allergies
peuvent induire des réactions inflammatoires sans présenced'infection. La figure suivante

résume l'immunité innée et ses principalescomposantes. (Rabb, 2002)

Les mécanismes de I'immunité innée
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Figure 21 : Résumé de I'immunité innée. (Site 11)

111.1.2.2. Systéme immunitaire adapté

Lorsque les mécanismes de défense non spécifiques ne sont pas suffisants, un autre
volet de I'immunité entre en interaction tres étroite avec I'immunité innée. Les macrophages et
les cellules dendritiques, particulierement, sont essentiels pour activer I'immunité adaptée.
Cette derniere agit par I'intermédiaire de cellules spécialisées, les lymphocytes B et T. Les
lymphocytes eux-mémes se sous divisent en T auxiliaires CD4+ (Th) et T cytotoxiques CD8+

(Tc) et T régulateurs (Treg).
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La réponse adaptée se distingue de la réponse innée par une haute speécificité de
reconnaissance ainsi qu'une capacité de mémoire lors d'infections subséquentes. En effet, les
lymphocytes T qui ont déja été activés lors d'une infection précédente resterontdans la
circulation plusieurs années. Lors d'infections subséquentes par les mémesantigénes, ces
lymphocytes pourront s'activer de facon plus rapide que leur contrepartienaive. (Goldsby et al.,
2001)

Les cellules B peuvent reconnaitre directement un antigene via leur anticorps membranaire.
Lorsqu'elles rencontrent leur cible, elles s'activent et se divisent en deux populations qui
donneront les cellules sécrétrices d'anticorps, les plasmocytes, et des cellules B @ mémoire qui
se reéactiveront plus rapidement dans I'éventualité d'une seconde rencontre avec le méme
antigene. Les plasmocytes elaborent et sécretent les anticorps. Ces derniers sont des protéines
de haut poids moléculaire capables de reconnaitre une cible (antigéne) spécifique et ce, a
travers les milliers présents sur une seule cellule étrangére. Ces anticorps seront libérés dans

la circulation et pourront favoriser I'élimination des pathogenes de plusieurs facons :
- Neutralisation : en se liant4au pathogene, ils peuvent empécher son entrée dans les cellules.

- Opsonisation : ils favorisent la phagocytose en agissant comme des récepteurs pour les

macrophages.

- Activation du complément : les anticorps sont capables d'activer des enzymes lytiques
circulant normalement sous forme inactive dans le sang et les tissus. (Goldsby et al., 2001)

La biologie des cellules T est différente par rapport a celle des cellules B dans la mesure ou
ces cellules ne peuvent pas s'activer directement en rencontrant un pathogéne. En effet, leurs
récepteurs membranaires ne sont pas des anticorps a proprement parler comme les cellules B.
Leur activation requiére I'action de cellules présentatrices d'antigénes (APC) (Goldsby et al.,
2001)
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Figure 22 : Résumé de I'immunité adaptatif. (Site 11)

111.1.3. L’activité anti-inflammatoire

Les anti-inflammatoires sont des médicaments qui antagonisent les processus inflammatoires.
A cOté des analgésiques antipyrétiques tels que 1’acide, acétylsalicylique (Aspirine) doués
aforte dose ou a doses continues, de propriétés anti inflammatoires (Mohr et al ., 2001).

Les anti-inflammatoires sont répartis en deux grands groupes :
a- Anti-inflammatoires-non-stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) ont été utilisés avec succes pour le
soulagement de la douleur, la fiévre et ’inflammation depuis plus de 3000 ans et ils sont
toujours utilisés quotidiennement par des millions de patients a travers le monde. Ce sont des
médicaments a propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiques et analgésiques. lls présentent
une grande hétérogénéité chimique mais ils ont en commun 1I’inhibition non sélective de

I'enzyme cyclo-oxygénase (Bidaut-Russel, 2001).
b- Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou les glucocorticoides constituent une vaste

famille de médicaments dérivés du cortisol. Ils représentent le traitement le plus efficace
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utilisé pour les maladies inflammatoires chroniques tel que I’asthme, I’arthrite-rhumatoide, les

maladies inflammatoires de I’intestin et les maladies auto-immune (PayneetAdcock,2001)

Le P. guajava a été employé traditionnellement contre des perturbations gastro intestinales et
des maux respiratoires. L'inhibition de la lipoxygénase par I'huile essentielle des feuilles
expliquent rationnellement leur utilisation pharmacologique sous formed'inhalation
d'améliorer plusieurs maux supérieurs de région respiratoire liés a l'inflammation. (EI-
Ahmady et al., 2013)

111.2. Activité antidiabétique

111.2.1. Généralités sur le diabete

L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) définie le terme « diabete » comme étant un
trouble métabolique a 1’étiologie multiple, caractéris¢ par une hyperglycémie chronique
accompagneée de perturbations du métabolisme des hydrates de carbone, des lipides et des
protéines dues a des désordres dans la sécrétion et/ou [D’action de [’insuline

(insulinorésistance) (HAS,2014 ;ORS, 2015).

Selon I’OMS, ’insuline est une hormone qui régule la concentration de sucre dans le sang. On
dit qu'une personne est diabétique quand son taux de glucose dans le sang (ou glycémie), a
jeun, est supérieure a 1.26 g/L ou 7 mmol/L.

Les symptdmes du diabéte sucré sont caractéristiques et se manifestent par une polyurie, une
polydipsie, un amaigrissement, et parfois par une polyphagie et des troubles Partie
bibliographique 4 de la vision (ADA, 2014).

Le diabéte est une « pandémie mondiale » qui constitue une cause majeure de cécité : prés de
2% des sujets deviennent aveugles et environ 10% presentent des atteintes visuelles graves,
d’insuffisance rénale :10 a 20% des diabétiques, d’accidents cardiaques, d’accidents
vasculaires cérébraux : 50% des diabétiques meurent d’une maladie cardio-vasculaire et

d’amputation des membres inférieurs (Vanderwood et al,2010 ; Géraldine, 2015).

Selon la Fédération Internationale du Diabéte (FID), I’épidémie mondiale du diabete a
explosé pour toucher en 2013, 382 millions de personnes, soit 8,3 % de la population adulte.
Si cette tendance se poursuit, 550 millions de personnes environ, soit un adulte sur 10, seront

atteintes de diabéte d'ici 2030, ce qui représente pres de 10 millions de nouveaux cas par an.
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Notons de plus que la proportion de personnes atteintes du diabéte mais non diagnostiquées
est estimé a pres de 46% soit environ 175 millions. . L’OMS prévoit qu’en 2030, le diabete

sera la 7eme cause de décés dans le monde (OMS, 2018).

En Algérie, le nombre de diabétiques adultes calculé en 2010 est de 1.63 millions avec une

prévalence de 8.5%, ce nombre est estimé d’augmenter a 2.85 millions avec une prévalence

de 9.4% en 2030 (Shaw et al., 2010)

111.2.2. Classification du Diabete
La classification adaptée par ’OMS et I’AAD, est basée sur deux criteres, les stades cliniques

et I’étiologie du diabéte sucré, nous distinguons ainsi le diabéte de typel (A : auto-immun et
B : idiopathique), le diabéte de type 2 :des« diabétes autres types» et le diabéte gestationnel
(ADA, 2014).

111.2.2.1. Diabéte de Type 1
Le diabete de typel(DT1) est représenté par 5-10% des diabétiques (ADA, 2014).
Anciennement appelé diabéte insulinodépendant (DID) ou encore juvénile car il touche le

plus souvent I’enfant et I’adulte jeune de moins de 35 ans ( Zerguini, 2008).

C’est une maladie auto-immune (90% des cas), qui résulte de la destruction des cellules B des
flots de Langerhans du pancréas, cette destruction conduit a une carence quasi complete

d’insuline et par conséquence, une augmentation de la glycémie sanguine (Zerriouh, 2015).

Les causes de ce processus destructeur ne sont pas totalement comprises, mais une
susceptibilité génétique combinée a des facteurs déclencheurs environnementaux, tels qu’une

infection virale, des toxines ou certains facteurs alimentaires, est impliquée (FID, 2017).

Elle est diagnostiquée par une glycémie élevée ainsi que par la présence d’auto-anticorps
(contre les ilots pancréatiques et contre 1’insuline) dans la circulation sanguine ,Le diagnostic
de la maladie doit se faire rapidement pour débuter I’insulinothérapie (injection d’insuline
exogene) et preserver le maximum et le plus longtemps possible, le peu de cellules 8 restantes

intactes ( Spinas, 2001) .

Les symptomes de diabete de typel sont les suivants : excrétion excessive d’urine (polyurie),
sensation de soif (polydipsie), faim constante, perte de poids, altération de la vision et fatigue.

Ces symptbmes peuvent apparaitre brutalement (Selles, 2012).
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111.2.2.2. Diabéte de Type 2

Le diabete de type 2 est plus fréquent, et compte pour 90-95 % des diabétiques (ADA,
2014).11 souvent appelé diabéte adulte ou insulino-indépendant, affecte habituellement les
adultes ages de plus de 40 ans. Par contre, de plus en plus de jeunes enfants ayant un surplus

de poids en souffrent également (Kaplan, 2006).

Il est donc considéré comme le résultat de facteurs liés au mode de vie (stress, sédentarité...)
ainsi que de la combinaison de facteurs génétiques et environnementaux. L’émergence de la
recherche génétique a permis de mettre en évidence des corrélations entre certains marqueurs

génétiques et le risque de diabéte (génes de prédisposition) (ADA, 2008).

Le diabete de type 2 est caractérisé par une résistance a I’insuline et une carence relative de la
sécrétion d’insuline. Son apparition est lente : il peut évoluer avec un degré d’hyperglycémie
suffisant pour engendrer des atteintes organiques et fonctionnelles dans de nombreux tissus
mais sans symptome clinique et donc sans diagnostic pendant plusieurs années (Monnier,
2010).

Classiquement, le diabéte de type 2 évolue naturellement en 3 étapes :

— Une étape de pré diabéte qui se caractérise par des anomalies de la glycorégulation avec une

glycémie a jeun supérieure a la normale mais inférieure a 1,26 g/l [7,0 mmol/I])
— Une phase infra clinique asymptomatique, relativement longue (= 10 ans)

—Une phase clinique avec symptdmes et complications chroniques (Romli, 2016)

41




Partie

experimentale



Materiel et méthodes



Matériels et méthodes

I. Etude phytochimique
I.1. Matériel végétal
On a travaillé sur I’extrait butanolique des feuilles du goyavier (Psidium guajava L.). Les

feuilles ont été collectées en mai 2018. On a cueilli les feuilles fraiches d’un arbre planté au

niveau du jardin botanique de I’ancienne école d’agriculture de Skikda depuis 1952.

On a utilisé directement 1’extrait sec, en poudre, qui a été conservé a 4°C. Cet extrait a été
obtenu apres 1’affrontement de la phase aqueuse avec le butanol et séchage a I’évaporateur
rotatif.

1.2. Criblage phytochimique

Cette partie du travail a été réalisée au niveau du laboratoire de recherche de Biochimie

Appliquée de I'université des Fréres Mentouri, Constantine 1.

Le criblage phytochimique est une analyse qualitative basée sur des réactions de colorations
et/ ou de précipitations par des réactifs spécifiques. C’est I’un des outils indispensables qui
permet de déceler la présence des différents groupes des phytocomposés dans une plante
donnée. C’est ainsi que ces plantes investiguées sont passées au screening phytochimique en

se référant aux techniques décrites dans les travaux de Sofowora (1982).

1.2.1. Détection des Polyphénols

La réaction au chlorure ferrique (Fe Cl3) a permis de caractériser les polyphénols. A 2 ml
d’infusé a 5 % de poudre végétale on ajoute 2 gouttes de solution alcoolique de FeCls a 2%.
L’apparition d’une coloration bleue noirdtre ou verte plus ou moins foncée fut le signe de la
présence de polyphénols (Bruneton, 2009).

1.2.2. Criblage des flavonoides

1ml de chaque extrait a été traité par quelques gouttes d'acide chlorhydrique concentré et
guelques tournures de magnésium, l'apparition d'une coloration rouge, orange ou jaune
indique la présence des flavonoides (Malec et Pomilio, 2003).

1.2.3. Criblage des Anthocyanes

Les anthocyanes constituent une classe de flavonoides responsables de la coloration rouge et

violette de nombreux fruits, fleurs et certaines feuilles.

Un large répertoire de couleurs dans la gamme rouge bleu est disponible pour les
anthocyanines en raison de leur complexation avec d'autres polyphénols et ions métalliques.

Les anthocyanes ont été mises en évidence via le protocole suivant :
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2,5 ml de ’extrait aqueux sont ajoutés a 1 ml de HCI a 20%, une coloration rose- rouge
s’accentue ; puis ’ajout de 5 ml de NH4OH fait virer la solution au bleu violacé indiquant

ainsi la présence d’anthocyanes.

En solution avec ’acide chlorhydrique et ’ammoniac a 50%, les anthocyanes se colorent en

rouge violacé. (Badiaga, 2011).

1.2.4. Criblage des Tanins

100 mg d’extrait hydro-méthanolique sont dissout dans 25ml de 1’eau distillée chaude puis
additionner de trois a quatre gouttes de Na Cl 10 %. La solution ainsi obtenue est filtrée, le
filtrat est ensuite réparti dans quatre tubes a essai le 4eme tube servant de témoin :

Tube 1 : addition de quatre a cing gouttes de gélatine a 1%.
Tube 2 : addition de quatre a cing gouttes de gélatine salée (gélatine 1% +Na CI 10%)
L’apparition d’une précipitation par la gélatine salée signifie la présence de Tanins.

Tube 3 : addition de quatre a cing goutes de Fe Cl31%.

v La couleur vire au bleu noirs en présence de tanins galliques et au brun verdatre en
présence de tanins catéchiques.

v" Bleu-vert ou vert noir est dd aux tanins du type catéchols.

<

Noir bleuatre signifie la présence de tanins de type pyrogallols.
v" Une réaction négative a la salée accompagnée d’une coloration verte ou bleu noir avec

FeCl3 ; sont dues a la présence de deux types de composés phénoliques.(Rizk, 1982)

1.3. Chromatographie sur couche mince (CCM)
Cette partie du travail a été réalisée au niveau du laboratoire pédagogique de Biochimie de

I’université des Fréres Mentouri, Constantine 1.

La chromatographie sur couche minceest a la fois une méthode de séparation et
d’identification de divers constituant d’un mélange (Mrouf, 2002).Elle est essentiellement
une chromatographie liquide exécutée sur une couche de particule d’une substance

polymerisée immobilisée sur un support planaire (Yrjonen, 2004).

La chromatographie sur couche mince est une méthode simple et rapide qui permet de suivre

1I’évolution d’une réaction ou de tester la pureté de composés organique (Djamel et Aggoune,

2012).
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1.3.1. Principe de la technique
Le principe de la chromatographie repose sur la répartition des solutés entre 1’absorbant fixe
et la phase liquide mobile chaque un des solutés est soumis a une force de rétention par

adsorption et une force d’entrainement par la phase mobile.

Les substances peuvent étre identifiées en calculant la valeur RF qui peut étre comparée a
celle de la littérature ou a celles des étalons. La migration dépond de leur nature et leur

polarité et celle de la phase mobile.
RF= Distance parcourue par la soluté / Distance parcourue par solvant).

Tableau 8 : Flavonoides et leurs RF .

Substances RF
Polyhdroxyflavines 0.00-0.25
Oligohudroxy 0.3-0.5

Oligométhoxyflavones

Flavonones
Flavonoles 0.5-0.75

Méthoxyflavones

1.3.2. Mode opératoire

1.3.2.1. Préparation de la phase mobile
la phase mobile (éluant) est constituée par mélange des solvants organique. L’élution

commence avec des solvants peu polaire puis poursuivie par des solvants plus polaire (Burgot
.G, Burgot .J, 2011) .

Il existe plusieurs systemes solvants, nous avons choisis le systéme solvant : Butanol/Acide
acétique/H20 (20/5/25 ; viviv).

On a préparé un volume de 300 ml de la phase mobile. On a versé le mélange dans une cuve

chromatographique en verre, qu’on ferme bien.
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Figure 24 : Cuve bien fermée

1.3.2.2. Phase stationnaire
C’est une couche d’adsorbant étalé uniformément sur un support en aluminium ou en verre de

dimensions variables (généralement 20 x 20 cm, 20 x 10 cm) avec une épaisseur comprise
entre 0.5 et 2 mm. La chromatographie sur couche mince a été réalisé sur une plaque
d’aluminium commerciale recouverte de gel de silice : 60G ; 20x20cm et 0.5cmd’épaisseur.
1.3.2.3. Le dépot de I’échantillon

Le dép6t de I’échantillon est appliqué linéairement point par point avec une pipette capillaire
en verre a usage unique. Le capillaire doit étre posé perpendiculaire et prudemment sur la
plaque pour ne pas gratter le gel. Nous avons effectué plusieurs dép6ts du méme échantillon

en méme endroit pour concentrer la tache déposée.
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Figure 25 : Dépot de 1I’échantillon.

1.3.2.4. Développement de la chromatographie
La plaque est déposée verticalement dans la phase mobile constituée, comme

indiqué auparavant, par un ou plusieurs solvants organiques. Pour une bonne
¢lution, la cuve contenant le solvant d’élution doit étre saturée en vapeur, le solvant monte
par capillarité, et les différents constituants de 1’échantillon déposé migrent avec

des vitesses différentes.

Lorsque la position du front du solvant arrive & environ 1 cm de extréemiteé supérieur, la plaque
est retirée, le niveau du solvant est tracé par un trait fin, puis la plaque est séchée a I’air libre,

marqué les taches saillants avec un crayon.

Vapeur de solvant

Spots obtenus

Plaque de CCM = ———b aprés nugration

Ligne de dépot — |

Figure 26 : Migration des constituants de I’extrait lors d’'une CCM analytique

(Khalfallah, 2013)
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Figure 27 : Développement de la CCM.

1.3.2.5. Révélation
Si les composants sont colorés, leur séparation est facilement observable, dans le cas contraire

la révélation peut se faire soit aux UV ou bien par des méthodes chimiques.

Nous avons utilisés la révélation par UV (a 250nm et a 365nm), ce qui permet d’observer les

taches.

I1. Evaluation in-vivo de I'activité anti-inflammatoire
Cette partie du travail a été réalisée au niveau du laboratoire de 1’Animalerie de I'université

des Freres Mentouri, Constantine 1.

11.1. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué de 1’extrait butanolique sec des feuilles du goyavier (Psidium
guajava L.)

11.2. Matériel animal

L’étude a été réalisée sur 12 rats males adultes de souche Wistar albinos, pesant entre 270 et
377 g. Ces animaux sont élevés au niveau de 1’animalerie de 1’université des fréres Mentouri

de Constantine 1.
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Les rats sont peses, marquees et logés dans des cages en polypropylene en 3 lots homogeénes
une semaine avant 1’étude pour leur permettre une adaptation aux nouvelles conditions du
milieu. Chaque lot est composé de 4 individus chacun. La litiére utilisée est de la sciure de
bois. La température ambiante était de 20 a 24°C, avec un cycle de 10/14 h

(lumiere/obscurité). Les rats disposaient d’un libre acces a la nourriture et a 1'eau de robinet.

Figure 28 : Rats males de souche Wistar albinos.

11.3. Protocole expérimental

Pour mettre en évidence I’activité anti-inflammatoire de I’extrait d’une plante, on utilise un
modéle expérimental d’inflammation de la patte arriére des rats induit par le formaldéhyde
1% (Sen et Nag, 1991).

L'eedéme est provoqué par l'injection dans l'aponévrose de la plante du pied d’une
solution de formol a 1%, selon laquelle I’inflammation est induite au niveau de la vodte

plantaire de la patte droite du rat.

L’cedéme causé par cet agent phlogogéne sera traduit en volume et mesuré par le

Pléthysmometre ce qui permet de suivre 1’évolution du processus inflammatoire.

Pour chaque essai de I’activité anti-inflammatoire, trois lots de quatre souris ont été utilisés,
ces souris ont été mises a jeun, 12 heures avant la période d’expérimentation (Epa et al.,
2015).
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Figure 29 : Préparation du formol 1%.

Figure 30 : Injection du formol 1% dans I'aponévrose de la plante du pied.

e Lot témoin : Les rats de ce lot recoivent 4 ml/kg de la solution véhicule (eau
physiologique) par voie intra-péritonéale (IP), 30 mn avant I’injection de 0.04 ml de
formaldéhyde 1% dans la vodte plantaire de la patte droite du rat.

e Lot référence : Les rats de ce lot ont été traités par voie (IP) avec un anti-inflammatoire
utilisé en thérapeutique, 30 mn avant I’injection du formol, I’administration de I’anti-
inflammatoire se fait a raison de 25mg/kg.

e Lot essai : L’extrait a tester est administré aux rats par voie (IP) a raison de 200 mg/kg,

30 mn avant I’injection du formol.

49




Matériels et méthodes

Figure 32 : L’anti-inflammatoire (Diclofenac).

Figure 33 : Extrait butanolique des feuilles de Psidium guajava L.
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11.4. Mesure de I’activité anti-inflammatoire
11.4.1. Mesure de I’cedéme
Le suivi de I’évolution de 1’cedéme se fait par mesure des deux pattes : une patte traitée P(t) et

une patte non traitée P(nt), et ceci a 0, 30, 60, 120 et 180 mn apres injection du formol.

)

Avant I'injection Mesure du diamétre

Figure 34: Mesure d’cedéme.

11.4.2. Calcul du pourcentage d’augmentation du volume de la patte (% AUG)
Le pourcentage d’augmentation (% AUG) de I’cedéme est calculé par la formule suivante :

%AUG= (Dn-Do) x 100/Do
Dn: Diamétre de la patte la iéme heure aprés I’injection du formol.

DO : Diamétre de la patte avant 1’injection du formol. (Mansori, 2015)

11.4.2. Calcul du pourcentage d’inhibition de I’cedéme (% INH)
Le pourcentage d’inhibition (%INH) de 1’cedéme est calculé par rapport au lot témoin. Il est

obtenu par la formule suivante (Sezekely et al., 1997).

% INH = (%AUG témoin -%AUG traité) x 100/ %AUG témoin

I11. Evaluation in vivo de I’activité antidiabétique
Cette partie du travail a été réalisée au niveau du laboratoire de I’ Animalerie de I’université

des Fréres Mentouri, Constantine 1.
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I11.1. Matériel végeétal
Le matériel végétal est constitué de I’extrait butanolique sec des feuilles du goyavier (Psidium

guajava L.)

111.2. Matériel animal
L’¢étude a été réalisée sur 12 rats méles adultes de souche Wistar albinos, pesant entre 270 et
377 g. Ces animaux sont élevés au niveau de 1’animalerie de 1’université des fréres Mentouri

de Constantine 1.

Les rats sont pesés, marquées et logés dans des cages en polypropyléne en 3 lots homogeénes
une semaine avant 1’étude pour leur permettre une adaptation aux nouvelles conditions du
milieu. Chaque lot est composé de 4 individus chacun. La litiere utilisée est de la sciure de
bois renouvelée 3 fois par semaine pour garder, le bon conditionnement hygiénique des

souris.

La température ambiante était de 20 a 24°C, avec un cycle de 10/14 h (lumiere/obscurité). Les

rats disposaient d’un libre accés a la nourriture et a I'eau de robinet.

111.3. Test de tolérance au glucose (OGTT = Oral Glucose Tolérance Test)

111.3.1. Principe
Le test de tolérance au glucose par voie orale a index dérivé L’OGTT (ou Hyperglycémie

Provoquée par voie Orale, HGPO) est un test simple, utilisé en routine clinique.

Apres une nuit de jelne, des échantillons de sang, pour détermination des concentrations de
glucose et de I’insuline, sont prélevés a 0, 30, 60 et 120 minutes apres une charge orale de

glucose (75 g) chez ’humain.

La tolérance au glucose est reflétée par I’efficacité de I’organisme a faire diminuer la

glycémie apres une charge en glucose (Choukem et Gautier, 2008).

111.3.2. Protocole expérimental
111.3.2.1. Induction du glucose

Pour évaluer I’activité antidiabétique de 1’extrait foliaire de Psidium guajava L, un diabete
sucré similaire au diabéte de type II a été induit par gavage d’une dose unique de glucose a

raison de 2g/1000g de poids corporel aux rats mis a jeun pendant environ 16 heures.
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Figure 35 : Gavage d’une dose unique de glucose (2g/1000g).

111.3.2.2. Test de tolérance
Le test de tolérance a été effectué sur 12 rats males normaux a jeun pendant la nuit (16 h).

Premiérement, la glycémie de tous les rats a jeun a été mesurée a partir du bout de la queue a

«0 minx» a l'aide d'un lecteur de glycémie (Accu-chek active, Roche) .
Ensuite, les rats ont été divisés en trois groupes (n = 4).

-Les rats du groupe | représentent les témoins, ils ont recu une solution de NaCl (0.9%,10

ml/kg p.c.) avant 30 min de I’administration de glucose.

-Les rats du groupe Il ont recu une dose unique de médicament Bionorm (0.5 mg/kg) comme

controle positif, avant 30 min de I’administration de glucose.

-Les rats du groupe Ill ont regu des doses de 200 mg/kg de I’extrait foliaire de Psidium

guajava L par voie intra péritonéale, avant 30 min de I’administration de glucose.

Apreés le prétraitement en eau physiologique, Bionorm et extrait foliaire, les rats ont ensuite
recu le glucose (2g/kg). La solution de glucose (40 g/ 125 ml) a été administrée par gavage.

La concentration de glucose sanguin a était estimé a 30, 60 et 120 min.
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Figure 37 : L’évaluation du taux glucose sanguin a I’aide d’un glucométre et des bandelettes
adaptées.
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Résultats et discussion

I. Etude phytochimique

I.1. Criblage phytochimiques
Des tests phytochimiques ont été réalisés sur les I’extrait des feuilles de 1’espéce étudiée

(Psidium guajava L.), afin de caracteriser les groupes de métabolites secondaires. Ces
réactions sont basées sur des phénomenes de précipitation ou de coloration par des réactifs
spécifiques.

I.1.1. Criblage des Flavonoides

L’apparition d’une couleur rouge intense dans I’extrait hydro-méthanolique des feuilles avec
I'acide chlorhydrique concentré et du magnésium indique la présence des flavonoides (extrait

fortement riche en flavonoides).

sr.

Figure 38: Résultats du criblage des flavonoides

1.1.2. Criblage des Anthocyanes
Le criblage phytochimique des anthocyanes (1) a révélé une forte concentration de ces

molécules dans les feuilles de 1’espéce Psidium guajava L. dans un milieu acide en présence
de NaOH. Les mémes tests ont révélé la présence d’une faible concentration en anthocyanes

(2) dans un milieu basique en présence de gélatine 1% dans les feuilles de cette plante.
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Figure 39: Résultats du criblage des anthocyanes

1.1.3. Criblage des Tanins
L’apparition d’une couleur vert noiratre intense dans 1’extrait hydro-meéthanoliques des

feuilles de P. guajava avec le FeCls indique que les feuilles de cette plante sont riches en

tanins catéchiques.

Figure 40: Résultats du criblage des tanins
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Figure 41 : Résultats du criblage phytochimique de I’extrait foliaire de Psidium guajava L.

Les résultats du criblage phytochimique sont reportés dans le Tableau 1, 1l révele la présence

ou I’absence d’un groupe de métabolites secondaires.

Tableau 9 : Résultats des tests phytochimiques de Psidium guajava L.

Composés Flavonoides Tanins Tanins Anthocyanes | Anthocyanes (2)
Phénoliques galliques catéchiques (1)
Psidium guajava +++ - +++ + ++

- Négative ; + Faiblement positif ; ++ Positif ; +++ fortement positif.
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1.2. La chromatographie sur couche mince (CCM)

Pour séparer les molécules contenant dans notre extrait et avoir une idee sur la composition
chimique de ce dernier, une chromatographie analytique sur couche mince a été réalisé en

utilisant le systeme solvant (Butanol/Acide acétique/eau).

Le chromatogramme comporte une série de spots qui apparaissent plus clairement sous
lumiére UV a 254 nm et ont été délimités au crayon. On a pu détecter six taches différentes.

Détection visible Révélation par UV (254 nm)
Figure 42 : Chromatogramme obtenu aprés CCM.

On a calculé le rapport frontal de chaque tache, les résultats sont résumés sur le tableau ci-

dessous.
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Tableau 10 : les rapports frontaux des différents spots séparés CCM de extraits butanolique.

Spots révélés Rapport frontal (Rf)
Spot 1 0.15
Spot 2 0.25
Spot 3 0.38
Spot 4 0.47
Spot 5 0.67
Spot 6 0.74

Le screening phytochimique réalisé dans notre travail confirme la richesse de la plante en

flavonoides et aussi leur présence sous différentes formes.

Le chromatogramme obtenu dans notre travail montre différentes valeurs Rf des taches

observées sous UV apres leur séparation.

On remarque que le systéeme solvant choisis a bien séparé les constituants de dép6t, avec des
différentes migrations. Cette migration est en fonction de la polarité des substances, de

polarité de I’éluant et du pouvoir d’adsorption de la phase stationnaire.

D’aprés le Rf des spots, on peut identifier les flavonoides par exemple, un RF compris entre
(0.3-0.5) correspond au flavonones ou flavonols, le cas de spot 5 et spot 6.

Les Méthoxyflavones ont les valeurs les plus élevees de RF (0.5-0.75) (Bandyukova et

Shinkarenko,1973) qui correspond au spot 3 et spot 4.

Ces résultats confirment que les feuilles du goyavier sont riches en flavonoides ; de type

flavonones, flavonols et flavones.

Des études ont montré aprés détection UV que 1’espéce psidium guajava contient des
anthocyanines (delphinidin-3-O-glucoside et cyanidin-3-O-glucoside) ont été identifiés, ainsi
qu’'une dizaine de flavonoides (myricetine-3-O-arabinoside, myricetine-3-O-xyloside,
isorhamnetine-3-O-galactopyranoside, quercétine et isorhamnetine), des proanthicyanidines
(gallocatechine-(4a-8)-gallocatechol et gallocatéchine-(4a-8)-catechine), des
sesquiterpénoides (acide abscisique et turpinionosides A), des triterpenes(pinfaensine,
pedunculoside, acide guavenoique, acide madécassique et acide asiatique) ( Flores et
al.,2015).
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Les études faites sur les feuilles de cette espéce montrent que la plus forte concentration de

ces flavonoides a été retrouvée dans les feuilles matures au mois de juin.

Une étude tres récente a montré des taux plus élevés de la teneur en composés phénoliques
dans les feuilles du goyavier cultive en Algérie par rapport a celui étudié dans les travaux

cités ci-dessus, dans des pays tropicaux de I’Amérique et d’Asie (Bouchoukh, 2021).

1.3. Evaluation de activité anti-inflammatoire
L’¢étude a été faite in vivo pour évaluer I'activité anti-inflammatoire de 1’extrait des feuilles de

(Psidium guajava L.) avec une dose de 200 mg/kg administrée par voie intra-péritonéale.

Les expériences ont été réalisées suivant le modéle de 1'cedéme de la patte des rats induit par

le formol 1%.

Les résultats obtenus sont représentés sous forme de diagramme mettant en valeur 1’évolution
du diamétre de I’cedéme en fonction du temps dans les trois lots de rats, tous avec un cedéme.
Un premier lot est traité par 1’eau physiologique (témoin négatif), le deuxiéme par le

diclofénac (anti-inflammatoire non stéroidien) et le troisieme par notre extrait.

L'injection de 100ul de formol a 1 %, au niveau de la patte des rats, provoque une

inflammation visible dans 1’heure qui suit cette injection (diametre de I’cedéme est de 7.5mm).

Aprés linjection de Il'eau physiologique, le formol entraine une augmentation
significative du volume de la patte des rats de 0, 33+0,005, 0,45+0,01, 0,42 +0,01 et 0,42
+0,02 & 30 mn, 60 mn et 120 mn et 180mn, respectivement.

L’injection du diclofénac a la dose de 10 mg/kg par voie i-p prévient de facon significative
l'augmentation du volume de la patte du rat. Elle est de 0,2+0,02, 0,2+0,01, 0,2+0,005 et
0,27+0,005 a 30, 60, 120, 180 mn; respectivement.

En ce qui concerne I’extrait foliaire de Psidium guajava a fortement inhibé I’évolution du
volume de 1I’cedéme de la patte du rat, de ce fait cet extrait a montré une meilleure activité

anti-inflammatoire, de celle du médicament, le diclofénac.

Les valeurs d’inhibitions enregistrées sont de 0.125 +0.011, 0.05 = 0,010, 0,05 = 0,01 et
0.025 £ 0,01 apres 30, 60, 120 et 180 mn, respectivement.
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Figure 43 : Courbes de 1’évolution de 1’cedéme en présence d’un prétraitement par voie

intra péritonéale, aprés 1’injection de formol 1%.

Nos résultats révélent une activité anti-inflammatoire in vivo remarquable de 1’extrait foliaire

du goyavier et plus importante que le Diclofénac.

Les études faites sur les feuilles de cette espece sont rares, surtout celles qui s’ intéressent

I’activité anti-inflammatoire.

Plusieurs études de I’activité anti inflammatoire ont été réalisées sur les Myrtacées, parmi
elles I’activité anti-inflammatoire de 1’extrait foliaire de I’espece Syzygium guineense a éte
évaluée par I’estimation d’inhibition de I’cedéme de la patte postérieure de souris a la
carraghénine avec le Plétysmomeétre. Par ce principe I’extrait aqueux s’est révélé plus actif
plus précisément a la deuxieme heure avec la dose de 200 mg/kg. Ainsi, le décocté aqueux a
la dose de 100 mg/kg et 200 mg/kg présente une inhibition de I’inflammation dans les
premiéres phases. Avec I’indométacine utilisée a la dose de 8mg/kg comme produit de
référence, I’inhibition maximum de I’cedéme a été de 80,02% a la troisieme heure.(Diallo,

2005)
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L’activité anti-inflammatoire s’expliquer en partie par la présence dans les feuilles de
Syzygium guineense des composes polyphénoliques comme les tanins et les flavonoides dont

la présence a été révélée par la chromatographie sur couche mince. (Bruneton, 1993)

Diverses expériences in vitro et in vivo ont montré que plusieurs composes phénoliques
possedent des activités anti-inflammatoires. Des composés phénoliques ont été signalés
comme bénéfiques dans le traitement des maladies inflammatoires chroniques associée a une
surproduction d'oxyde nitrique (NO) (Jiang et Dusting, 2003).Dans le processus
d'inflammation, le NO est produit a partir de la L-arginine par la NO synthase inductible
(iNOS). Le peroxynitrite, formé par la réaction rapide entre le superoxyde et le NO qui est
une substance toxique qui contribue aux lésions tissulaires dans les maladies inflammatoires
(Szabo, 2003).

1.4. Evaluation de I’activité antidiabétique
Les résultats de I’effet antidiabétique de I’extrait des feuilles de Psidium guajava sur des rats

ayants une augmentation de la glycémie sanguine durant 120min de traitement a une dose de

200mg/kg de poids corporel sont illustrés ci-dessous.
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Tableau 11 : Résultats du taux de glycémie chez les trois lots de rats testés

Lots Rats | Poids Volume t-30mn to +30mn | +60mn | +120mn
(9) administré(ml)

Lotl témoins | 1R | 243 1 101 | 141 | 180 144 109
2R | 240 1 98 109 | 182 138 106
1V | 230 1 95 105 | 150 143 127
1IR2V | 250 1 96 115 | 178 137 127
Moy 975 | 1175 | 1725 | 1405 | 1175

Lot2 2R | 247 0.48 64 61 77 65 63

Bionorm U /5E T 200 0.4 86 49 74 64 45
1V2R | 253 0.48 86 65 84 61 85
v | 174 0.32 94 70 139 109 124
Moy 825 | 61.25 | 935 | 7475 | 79.25

Lot3 RVL | 178 0.23 53 52 98 92 70

P.quajava oo 135 0.18 86 124 | 136 184 56

(Extrait

foliaire) RV3 | 1885 0.25 82 118 | 124 146 81
RV4 | 147 0.19 70 88 144 117 144
Moy 7275 | 955 | 1255 | 13475 | 87.75
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T-20 MIN TO MIN T30 MIN TEO MIN T120 MIN

Figure 44 : Graphique représentatif du taux de glycémie des rats traités par eau
physiologique, Bionorm et extrait foliaire de Psidium guajava L.

L’analyse des résultats montre une diminution tardive progressive de la glycémie chez les rats
ayants une hyperglycémie sanguine traités par les extraits butanoliques des feuilles de
Psidium guajava, avec une dose de 200mg/kg et cela du début jusqu’a la fin de 1’étude de

1.34g/L jusqu’a 0.87g/L pour I’extrait des feuilles.

A 1o de I’injection du glucose, la glycémie moyenne des rats non traitées et injectés avec de
I’eau physiologique, a raison de (250mg/kg) est de ’ordre de 1.17g/L, tandis que la glycémie
moyenne des rats traitées avec I’antidiabétique référence Binorm (0.5mg/1000g) est de
0.6g/L, on peut constater que la différence est flagrante ce qui prouve sans aucun doute 1’effet

du médicament déja utilisé sur le marché.

Notre plante Psidium guajava se place au milieu des deux lots précédents avec un taux de

glycémie moyen de 0.95g/L pour I’extrait des feuilles.

A t+30min; on a observé un pic considérable de 1.72g/l pour le lot témoins 1.56g/L et
0.93g/L pour le lot réference.

A t+60 min, le lot traité par I’extrait marque un pic considérable de 1.34 g/L. puis les trois lots
montrent une diminution progressive du taux de glycémie avec 0.79g/L pour le lot de
référence, 0.87g/1 pour les rats traités avec I’extrait de feuilles et lot normal est le moins avec

0.799/1 .
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En ce qui concerne I’extrait, il montre une activité antidiabétique, méme si elle est tardive,
elle est considérée comme importante. On suppose que la concentration administrée est faible

et a retardé la réaction des rats.

Le pouvoir anti-diabétique des feuilles de ’espeéce P. guajava a été étudié dans quelques
travaux. Les feuilles de cette espece sont habituellement utilisées dans la médecine
traditionnelle contre d’autres maladies. L'infusion des feuilles est utilisée comme
antispasmodique et pour les rhumatismes en Inde, comme antibiotique aux USA ou pour les
plaies, les ulceres et les douleurs dentaires. La bronchite, les crises d'asthme, la toux, les
maladies pulmonaires peuvent également étre traitées avec des thés de goyave. (Shruthi et
al., 2013 in Bouchoukh, 2021)

En Chine, une étude multicentrique randomisée a mis en évidence 1’effet sur la glycémie de
Psidium guajava L. sur des patients d’dge moyen de 59,6 ans diabétiques depuis 5,4 ans. Ils
ont recu des capsules contentant 500 mg d’extrait aqueux de feuilles de goyavier. Les résultats
montrent une hypoglycémie mais qui est moindre par rapport & la chlorpropamide et a la
metformine. Psidium guajava L. pourrait donc étre utilise dans la prévention du diabéte
(Cheng et Yang, 1983, Guillouty, 2016 in Bouchoukh, 2021)

Des études ont montré le role antidiabétique de la quercétine chez P. guajava. Ce flavonoide
inhibe l'activité de I’alpha-amylase et I’alpha-glucosidase, stimule I'activité¢ de 1’hexokinase
hépatique et de la glucose 6-phosphate déshydrogénase. (Mukhtar et al., 2004, Cheng et al.
2009, Manikanand et al., 2013, Ullah, 2019 ; in Bouchoukh, 2021)

Une étude in vitro trés récente de I’activité anti alpha-glucosidase de 1’extrait butanolique de
Psidium guajava L. a montré des résultats impréssionnants avec des poucentages d’inhibition

allant jusqu’a 100%. (Bouchoukh, 2021)
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Conclusion générale

L’utilisation des plantes médicinales en thérapeutique a travers le monde est trés ancienne et
connait actuellement un regain d’intérét, ces plantes représentent une source importante de

composés bioactifs.

Le goyavier (Psidium guajava L.), étant mal connu en Algérie, est une espece tropicale qui
mérite une intention particuliere vu son utilisation en médecine traditionnelle dans les pays
tropicaux et subtropicaux. Notre étude sur 1’extrait foliaire du goyavier confirme la richesse

de cette espéce en molécules bioactives.

Le criblage phytochimique a montré une multitude de types de composés dont les

flavonoides, les tanins et les anthocyanes.
La chromatographie sur couche mince a révélé la présence de plusieurs molécules.

L’¢tude de D’activité anti-inflammatoire est un paramétre important de 1’évaluation du
potentiel des especes vegétales pour leur exploitation dans le domaine pharmaceutique et

médicinal.

P. guajava s’est montré tres efficace contre 1’inflammation chez les rats. Ces resultats sont

promoteurs pour 1’utilisation des extraits foliaires de cette espéce comme anti-inflammatoire.

Le diabéte est la maladie du siécle et les remedes naturels sont toujours favoriser pour le
traiter. Nos extraits ont exercé un pouvoir antidiabétique intéressant sur les rats en baissant

leur glycémie a un taux acceptable.

Tous ces résultats nous encouragent de mieux étudier cette espéce exotique et toutes les autres

especes exotiques plantées dans nos jardins botanigques sans aucune exploitation scientifique.
Comme perspectives, nous pourrions :
-Etudier d’autres parties de I’arbre du goyavier, & savoir les fruits et 1’écorce.

-Faire une séparation chromatographique qualitative comme la LC-MS pour identifier les

composés phénoliques présents dans 1’extrait.

-Etendre 1’étude a d’autres espéces exotiques.
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Résumé

Nos travaux portent sur une espece fruitiere exotique, d’origine tropicale, c’est le goyavier

(Psidium guajava L.) qui appartient a la famille des Myrtacees.

Nous nous sommes intéressés d’abord a I’aspect phytochimique en faisant un criblage qui a révélé
plusieurs métabolites secondaires, en I’occurrence les flavonoides, les tanins et les anthocyanes. Une
séparation chromatographique sur couche mince (CCM) a donné un chromatogramme avec Six taches.
Le rapport frontal nous a permis de préciser les familles des polyphénols présents, qui sont les flavonols,

flavones, flavonones.

Les résultats de I’activité anti-inflammatoire réalisee in vivo sur des rats indiquent que 1’extrait
foliaire du goyavier exerce un effet anti-inflammatoire intéressant et plus important que le Diclofénac en

agissant positivement sur I’cedeme.

Le potentiel antidiabétique a été également évalué. Les résultats obtenus montrent une activité

modérée en diminuant la glycémie des rats testés in vivo.

Mots clés : Psidium guajava L.- Extrait foliaire- Métabolites secondaires- Activité anti-inflammatoire-
Activité anti-diabétique.
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