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Résume :

La phytothérapie peut constituer une médecine alternative ou au moins comme un
complément a la pharmacie classique pouvant constituée un traitement pour soigner plusieurs
pathologies dont le diabéte sucré. Dans ce contexte nous nous sommes intéresses a la
valorisation de deux plantes médicinales provenant du Sahara Algérienne, il s’agit de
Citrullus Colocynthis(CC) et Artemisia judaica qui appartiennent a la famille des
cucurbitacées et astéracées, respectivement ; Afin d’estimer qualitativement et
quantitativement les métabolites secondaires et d’évaluer leurs activité antidiabétique et
antioxydante in vitro. Les extraits hydro-méthanolique et les alcaloides totaux préparés a
partir des graines de CC et I’extrait hydro-methanolique prépare a partir de la partie aérienne
A. judaica ont donné des rendements de 6,9%, 0,55% et 6%, respectivement. L’analyse
qualitative a permis de mettre en évidence la présence des principaux métabolites secondaires
tels que les alcaloides, les tanins, les terpénoides et les quinones libres. La détermination
quantitative a montré que I’extrait hydro-méthanolique d’A. Judaica et plus riche en
polyphénols et flavonoides avec des teneurs de I’ordre 88,83+ 7,59 mg EAG /g d’extrait et
319,30+£8.15 mg C eq/g respectivement. Ainsi que, ’extrait hydro-methanolique de
C.Colocynthis présente des teneurs de (33,48+ 4,66 mg EAG /g d’extrait ,128,74+ 2.41 mg C
eq/g de I’extrait).

L’¢étude in vitro de 1’absorption de glucose par les cellules de la levure montrent
que les trois extraits sont influencée de maniere dose-dépendante et en favorisant 1’absorption
de glucose par la levure. L’activité antioxydante des extraits de ces plantes a été testée in vitro
par le test d’un pouvoir anti-radicalaire vis-a-vis le radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH). Les résultats de I’inhibition de I’a-amylase a montré que les extraits testés ont un

pouvoir inhibiteur et peuvent étre utilisés comme des antidiabétique.



En conclusion, cette étude a montré que ces deux plantes médicinales peuvent
constituer un substitut approprié des médicaments de synthéses utilisés dans le traitement du
diabéte, en raison de leurs hautes teneurs en métabolites secondaires qui leurs conférent un
puisant effet antioxydant et surtout antidiabétique.

Mots clés : Diabéte sucré, Citrullus colocynthis, Artemisia judaica, in vitro, activité

hypoglycémiante, a-amylase.
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Summary:

Phytotherapy can constitute an alternative medicine or at least as a complement to the
traditional pharmacy which can constitute a treatment to treat several pathologies including
diabetes mellitus. In this context we are interested in the valuation of two medicinal plants
from the Algerian Sahara, these are Citrullus colocynthis (CC) and Artemisia judaica which
belong to the family Cucurbitaceae and Asteraceae, respectively; In order to qualitatively and
quantitatively estimate the secondary metabolites and to evaluate their antidiabetic and
antioxidant activity in vitro. The hydro-methanolic extracts and total alkaloids prepared from
the seeds of CC and the hydro-methanolic extract prepared from the aerial part A. judaica
gave yields of 6.9%, 0.55% and 6%, respectively. The qualitative analysis made it possible to
highlight the presence of the main secondary metabolites such as alkaloids, tannins,
terpenoids and free quinones. The quantitative determination showed that the hydro-
methanolic extract of A. judaica and richer in polyphenols and flavonoids with contents of the
order of 88.83 £ 7.59 mg EAG / g of extract and 319.30 £ 8.15 mg C eq / g respectively. As
well as, the hydro-methanolic extract of C. colocynthis has contents of (33.48 + 4.66 mg EAG
/ g of extract, 128.74 + 2.41 mg C eq / g of extract).

The in vitro study of glucose uptake by yeast cells shows that the three extracts are
influenced in a dose-dependent manner and by promoting glucose uptake by yeast. The
antioxidant activity of the extracts of these plants was tested in vitro by testing an anti-free
radical power against the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical. The results of a-
amylase inhibition showed that the tested extracts have an inhibitory power and can be used
as antidiabetics.

In conclusion, this study showed that these two medicinal plants can be an
appropriate substitute for synthetic drugs used in the treatment of diabetes, because of their
high content of secondary metabolites which give them a powerful antioxidant and especially
antidiabetic effect.

Keywords: Diabetes mellitus, Citrullus colocynthis, Artemisia judaica, in vitro,

hypoglycaemic activity, a-amylase.
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Le diabete sucré est une maladie hétérogéne caractérisée par une hyperglycémie
chronique résultante d’un défaut de la sécrétion ou de I’action de I’insuline ou de ces deux
anomalies associées (OMS, 2002a). En plus des complications aigués du diabéte
(hyperglycémie, acidocétose et/ou syndrome hyperosmolaire), I’hyperglycémie chronique
provoque des complications dégénératives plus ou moins graves touchant le cceur, les
vaisseaux, les yeux, les reins et les nerfs (Capet et al., 1999). Cette physiopathologie a une
étiologie variable. Plusieurs défaillances existent et caractérisent les différentes formes du
diabéte sucré. Il est considéré comme I’'une des principales causes de décés dans le monde
selon la classification GDB « Global Burden of Disease» (Antonio et al., 2007). C’est une
maladie considérée par ’'OMS comme une épidémie et dont la prévalence a augmenté de
facon trés importante au cours de ces derniéres années. Actuellement, prés de 425 millions de
personnes dans le monde sont atteintes de diabete. Si I’augmentation de la prévalence se
poursuit, le nombre total de diabétiques atteindra 629 millions d’ici 2045, soit une
augmentation de 48 % (IDF, 2017).

En Algérie, la prévalence du diabete est estimée a 1,3 millions de diabétiques, ce
nombre peut atteindre prés de 4,2 millions en 2025 (Mesbah, 2010).Les médicaments
modernes, y compris l'insuline et les hypoglycémiants oraux (les biguanides, les
sulfonylurées), leur administration réguliére engendre d’effets indésirables (Bailey, 2008);
(Grant, 2003). Récemment, les diabétologues sont arrivés a 1’évidence d’un complément
thérapeutique constitué par les extraits de plantes est nécessaire pour optimiser le traitement
du diabéte (June et al., 2015).

De nos jours, les produits naturels sont considérés comme une source importante
pour la recherche de nouveaux composes actifs contre de nombreuses maladies. Le
développement de nouveaux médicaments s’appuie largement sur ’inventaire des ressources
naturelles des plantes médicinales. Ces derniéres, sont caractérisées par leur richesse en
molécules biologiquement actives trés variees. L’utilisation des plantes est partie intégrante
des traditions de toutes les cultures. En effet selon les données ethnobotaniques plus de 800
plantes sont utilisées en médecine traditionnelle pour le traitement du diabéte. Selon la
bibliographie, en Algérie, 60 espéces végétales environ sont utilisées par la population
diabétique (Azzi et al., 2012).

Pour plusieurs plantes, les composés actifs responsables de 1’activité pharmacologique
ont été identifiés, isolés, les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans les effets
thérapeutiques ont été partiellement ou complétement élucidés (Lamba et al., 2000).La

phytothérapie antidiabétique connait un essor important du fait de la découverte de plus en
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plus des plantes efficaces dans le traitement du diabéte, elle offre une opportunité pour trouver
des molécules naturel les susceptibles d’exercer des effets bénéfiques sur la régulation du
métabolisme glucidique en évitant les effets secondaires des substances synthétiques
(Eddouks et al., 2007).

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail dont le but principal est d’évaluer Iactivité
antidiabétique des différents extraits des deux plantes médicinales Citrullus colocynthis et
Artemisia judaica qu’elles appartiennent & la famille des Cucurbitacées et des Astéracees
respectivement. Elles sont utilisées en médecine traditionnelle et connues par leurs vertus
thérapeutiques de traiter le diabete sucré ou ses symptémes.

Ainsi, la présentation de notre travail sera structurée en trois partie comme suit :

e La premiere partie est consacrée a une synthése bibliographique comprend trois
chapitres :

-Le premier chapitre s’articule sur le diabéte sucre ; ses complications et ses traitements.

-le deuxieme chapitre porte sur la phytothérapie antidiabétique (les plantes medicinales
utilisée pour le traitement de diabéte sucre).

-Le troisieme chapitre c’est une présentation des plantes étudiées dont Citrullus
colocynthis L. et Artemisia judaica L.

e La seconde partie consiste a une étude expérimentale en illustrant le matériel végétal
et les méthodes utilisées dans notre travail.

e La troisieme partie est consacrée a la présentation et la discussion des résultats
obtenues.

Enfin, cette étude est achevée par une conclusion générale qui met en relief les
différents résultats clés auxquels on a abouti avec des recommandations et des perspectives

pour la poursuite et la continuité de la recherche dans cet axe.
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Chapitre 01 Diabete sucre

I.  Définition

Le diabéte sucré est une affection qui apparait lorsque le pancréas ne produit pas assez
d’insuline ou que I’organisme ne peut utiliser de maniére efficace I’insuline qui est produite
(OMS, 2002a). Il se reconnait par une élévation chronique de la glycémie qui s'accompagne
par une polydipsie, polyurie, asthénie, polyphagie, amaigrissement ou obésité, et des troubles
de la conscience aboutissant & un coma mortel (Calop et al., 2008) ; (Raccah, 2004).

D’autre terme, le diabéte est un groupe de maladies métaboliques, d'étiologie diverse,
caractérisées par une hyperglycémie chronique, accompagnées d'une perturbation des
métabolismes glucidique, lipidique et protéique, résultant d’un défaut de la sécrétion de
I’insuline ou de I’action de [Iinsuline ou de ces deux anomalies associées. Cette
hyperglycémie chronique est associée, a des degrés divers, & des complications a long terme,
touchant en particulier les yeux, les reins, les nerfs, le coeur et les vaisseaux sanguins (Rodier,
2001) ; ADA, 2008).

Le diabéte sucré se définit aussi par une hyperglycémie chronique, soit une glycémie a
jeun supérieure a 1,269/l (7mmol/l) ou une glycémie supeérieure a 2g /I (11,1 mmol/l) a
n’importe quel moment ou lors d’une hyperglycémie provoquée par voie orale a deux
reprises. Cette définition est fondée sur le seuil glycémique a risque de microangiopathie, en
particulier a risque de rétinopathie (ADA, 2007).

Il.  Criteres de diagnostiques

Une personne est diagnostiquée comme eétant diabétique quand elle présente une
glycémie a jeun de 126 mg/L et plus ou 7,00 mmol/L, avec des symptdomes du diabéte
associées avec une glycémie plasmatique occasionnelle de 200 mg/dL (11,1 mmol/L); ou
une glycémie de 200 mg/dL (11,1 mmol/L) 2 h aprés une charge de 75 g de glucose prise
par voie orale. Il y a quelques symptémes communs associés avec le diabéte, incluant la
polydipsie (soif excessive), polyurie (urines abondantes), polyphagie (faim excessive),
fatigue, perte de poids inhabituel, infections vaginales pour les femmes atteintes de cette
maladie, irritabilité, vision floue. Dans son dernier rapport, le Comité d’expert ADA,
recommande aussi ['utilisation du test de I’hémoglobine glyquée (HbA1C > 6.5 %), comme
critére pour le diagnostic du diabéte sucré. Le tableau ci-dessous regroupe les divers criteres

utilisés pour le diagnostic du diabéte sucré (ADA, 2007).
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Tableau 1: Les critéres utilisés pour le diagnostic du diabete sucré (ADA, 2007).

Hb A1C > 6.5%. Le test doit étre performé dans un laboratoire qui utilise une
méthode certifiée par NGSP, et standardisée pour un essai en DCCT.*

ou

Glycémie a jeun > 126 mg/dL (7.0 mmol/l). Un état de jeune est défini
comme abstention de la prise de calories pour au moins8h. *

Glycémie de 2h > 200 mg/dL (11.1 mmol/L) durant un TTOG. Le test doit
étre réalis¢é comme décrit par 1’organisation mondiale de la santé, en utilisant

Chez les personnes avec des symptomes classiques de ’hyperglycémie, des
acces de ’hyperglycémie ou une glycémie prise au hasard > 200 mg/dL (11.1
mmol/L).

*Dans 1’absence d’une hyperglycémie certaine, les critéres 1-3 doivent étre
confirmés par plusieurs tests répetes.

I1l.  Epidémiologie :

Le diabéte est un probléme de santé publique ; c’est une maladie chronique avec une
incidence et une prévalence trés élevée (OMS, 2016). Le nombre des personnes atteintes de
diabéte ne cesse d'augmenter. 1l est passé de 108 millions en 1980 a 422 millions en 2014. Ce
chiffre devrait continuer de croitre pour atteindre 622 millions en 2040. La prévalence
mondiale du diabete chez les adultes de plus de 18 ans est passée de 4,7% en 1980 a 8,5% en
2014 (OMS, 2016).

Le diabete est étroitement lié au surpoids et a l'obésité, qui progressent également : en
2014, plus d'un adulte sur trois était en surpoids et plus d'un sur dix était obese. En 2012, on a
estimé que 1,5 million de déces étaient directement d0 au diabéte et
que 2,2 millions de décés supplémentaires devaient étre attribués a I’hyperglycémie. Prés
de la moiti¢ des déces dii a I’hyperglycémie surviennent avant I’dge de 70 ans. L’OMS
prévoit qu’en 2030, le diabéte sera la septiéme cause de décés dans le monde avec un colt
économique de 612 milliards d'US$ durant l'année 2014 (OMS, 2016), pour atteindre 592
millions en 2035, soit une augmentation nette de 55%. La forme prédominante est le diabete
de type 2 (DT2), qui représente prés de 90% de tous les cas de diabéte (Hameed et al,. 2015).
La prévalence du diabéte dans le monde peut atteindre d'ici 2040, 642 millions (FID; 2015).
(Figures 1 et 2).

De méme, en 2010, la fédération internationale du diabéte (FID) a enregistré un

million632 milles diabétiques en Algeérie. Ce chiffre peut atteindre jusqu’ a 2 millions 850
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milles en2030, avec une augmentation de 61milles nouveaux cas recensés par an. La
prévalence mondiale, déclarée par FID, était de 8,5% et la prévalence nationale était de7,4 %.
Elle peut augmenter a plus 9,3% en 2030 (Whiting, 2011).

Western Pacific
¥ o1 1532 million

2015 14.2 million

| El.l.r-rém-:-e;ﬁmated preva.l.e-m-:e.: 415 rn%.llit.m"wori-dwi;de ,
! By 2040, 642 million people worldwide are expected to have diabetes

Figure 1: Estimations mondiales de la prévalence du diabéte pour 2015 et 2040 (FID,2013).
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46%

de cas non diagnostiqués

<100 @ 5.000-40.000 Pas de données

100-1.500 ® 40.000-100.000
& 1.500-8.000 &> 100,000

Figure 2: Diabéte, prévalence et mortalité (I’Atlas du Diabéte de la FID, 2013).
A : Prévalence mondiale du diabéte en 2013 et estimations pour 2035.

B : Cartographie du nombre de déces imputables au diabete dans le monde.

IV. Classification :

Depuis 1997, une nouvelle classification du diabéte sucré a été proposée par un groupe
d’experts sous la responsabilit¢ de I’Association Américaine du Diabéte (ADA) remplacant
celle élaborée en 1979 par le "National Diabétes Data Group” (NDDG) et confirmée en1980
par ’OMS (Rodier, 2001). Les expressions de diabete insulinodépendant et non
insulinodépendant sont supprimées. Le Comité d’Experts a estimé que ces termes, sources de
confusion, étaient basés sur une classification thérapeutique plutét qu’étiologique. La
nouvelle classification définis par ’OMS : le diabete de type 1, le diabete de type 2, diabéte
gestationnel et les autres diabétes d’étiologies spécifiques (figure 3) (Buysschaert et
Hermans, 1998).
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Diabéte gestationel

Diabéte de type 1
Autres diabetes
Ex: MODY G .

Diabéte de type 2 (90%)

Figure 3: Classification du diabéte selon ’'OMS.
v Le diabete de type 1:

Représente 10% environ de tous les cas de diabete et se déclare généralement a
I’enfance suite une destruction auto-immune des cellules insulino-sécrétrices dites cellules 3
des ilots de Langerhans pancréatiques (OMS, 2002a). L hyperglycémie apparait lorsqu’il ne
reste plus que 10 a 20% de cellules B fonctionnelles. Le processus auto-immun responsable
d’une « insulite » pancreatique se déroule sur de nombreuses annees (5 a 10 ans voire plus,
avant I’apparition du diabéte). Il en existe deux formes: une forme auto-immune, la plus
fréquente, dans laquelle une immunité cellulaire anormale détruit les cellules B, et une forme
idiopathique, plus rare (Buysschaert et Hermans, 1998 ; Grimaldi, 1999).

v Diabéte type 2:

C’est la forme de diabete la plus répandue représentant prés de 90% des cas
diagnostiqués. Il survient le plus souvent chez l'adulte. Le diabéte de type 2 est caractérisé par
une altération de I'insulino sécrétion et des anomalies des effets de I’insuline sur ses tissus
cibles (insulino sensibilité). Il résulte de la conjonction de plusieurs genes de susceptibilité,
dont I’expression dépend de facteurs environnementaux comme la consommation excessive
de graisses saturés, de sucres rapides, la sédentarité et I’obésité. L’histoire familiale et
I’appartenance a un groupe ethnique a risque sont des facteurs de risques majeurs de
développer un diabete de type2 (Haffner, 1998).

v Diabete gestationnel :

Cette forme de diabete est genéralement transitoire et disparait dans les semaines
suivant ’accouchement. Les femmes qui développent une résistance a I’insuline et, par
conséquent, une glycémie élevée pendant leur grossesse sont atteintes de diabete gestationnel

(Guariguata et al., 2014). Le diabéte gestationnel apparait généralement a un stade plus
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avancé de la grossesse, souvent vers le 2éme ou 3°™ trimestre. Ce trouble survient parce que
I’action de I'insuline est inhibée, probablement par les hormones de croissance et placentaires
; ce qui provoquerait une insensibilit¢ a I'insuline (également appelée insulino résistance)
(Hunt & Schuller, 2007) ; (Ali & Dornhorst, 2011).

v’ Autres types de diabéete : diabéte secondaire (spécifique)

Les autres types particuliers comprennent une grande variété de troubles relativement
peu courants, surtout des formes de diabéte définies génétiquement ou associées a d’autres
maladies ou a des médicament (Goldenberg et al.,2013). Comme le diabéte mono génique
(Diabéte de type adulte chez les jeunes MODY) ; le diabete due aux maladies du pancréas a
sécrétion externe et le diabéte due aux médicaments (le traitement du HIV aprés la
transplantation d’organe) (Maugendre et al., 2007).

V. Diabete sucrée et stress oxydant :

Le stress oxydant se définit par un déséquilibre entre production de radicaux libres et
especes anti-oxydante en faveur de la production de radicaux libres ou espéces reactives
oxygeénées (Favier, 2003).

Le stress oxydant augmente dans les différents tissus que ce soit dans le cas du diabéte
expérimentale ou chez les patients diabétiques, I'hyperglycémie induit une production
prolongée des espéces réactives de l'oxygene (ERO) intracellulaires et ceux-ci prolongent le
gradient électrochimique des protons générés dans la chaine mitochondriale menant a une
surproduction d'anions superoxydes, qui est lI'une des espéces réactives de l'oxygene qui peut
endommager les cellules dans de nombreuses voies a travers le stress oxydatif, en l'absence
d'une compensation appropriée de la réponse des réseaux antioxydants endogenes des
cellules, le systéeme est débordé, entrainant un deséquilibre d'oxydo-réduction, ce qui aggrave
encore la situation (Haleng et al., 2007).

De nombreuses pathologies, impliquant le stress oxydant dans leur développement, ont
été recensees. Outre les maladies cardiovasculaires (oxydation des lipides) et le cancer
(oxydation de I’ADN), c’est certainement dans le cadre du diabéte (obésité, syndrome
métabolique) que des avancées spectaculaires ont été réalisées au cours des dernieres années.
Plusieurs mécanismes pathogéniques conduisent a une augmentation du stress oxydant et
semblent étre impliqués dans ’apparition des complications du diabéte (Defraigne, 2005).

Les mécanismes conduisant a la formation des radicaux libres (EOA) sont notamment le
phénomeéne d’auto-oxydation du glucose, la voie de polyols, la voies de PKC, glycation des

protéines avec formation des AGE (figure 4) (Vincent et Taylor, 2006).
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Figure 4: Relations entre hyperglycemle et stress oxydant (Spinas & Lehmann.,2001).
VI. Complications liées au diabeéte sucre :

Dans la plupart des études sur la prise en charge du diabete, les complications sont
lices a une multitude de facteurs (environnement médical, disponibilité des moyens de
traitement et des centres de réferences, profil des patients, parcours de soins etc) (Belhadj et
al., 2016). Ces complications qui procedent de mécanismes complexes associant
I’hyperglycémie, insulino résistance, inflammation et athérogénése accelérée (Schlienger,
2013).

Les Complications meétaboliques aigues du diabete sucré les plus répandus sont
l’acidocétose et le coma hyper-osmolaire associés a une hyperglycémie excessive
(Gautier, 2005 ; Orban et Ichai, 2008). L’hypoglycémie représente aussi la complication
aigue la plus fréquente, elle peut étre dangereuse en cas de coma prolongé. Elles sont, le plus
souvent, la conséquence d’erreurs thérapeutiques ou d’un défaut de surveillance (Grimaldi et
al., 2009).Tous les diabétes sont menacés a plus ou moins long terme de complications
dégeénératives chroniques, pouvant mettre en jeu le pronostic fonctionnel ou vital de type
macro et micro-angiopathique. La macro-angiopathie est de plus en plus aggravé quand le

diabete s’associe a une hypertension artérielle et une dyslipidémie. Elle concerne le cceur
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(IDM), le cerveau (AVC)et les membres inferieurs(AOMI) avec une grande prévalence chez
les diabétiques de type Il. Le diabete multiplie par 40 I’incidence de lartérite des membres
inférieurs, par 3 celle de I'IDM et des AVC (Duron et Heurtier, 2005) ;(Schlienger, 2013).

La pathogenése des macro-complications met en jeu trois facteurs principaux : des
anomalies lipidiques (en particulier des modifications qualitatives et quantitatives des
lipoprotéines), des anomalies de I’hémostase (hyperactivité plaquettaire et é&tat de
procoagulant) et des modifications pariétales (épaississement et perte de compliance de la
paroi vasculaire) (Geoffroy, 2005).La micro-angiopathie atteigne les petits vaisseaux
(artérioles, veinules et capillaires de diamétre inférieur a 30um). Elle associé une modification
structurale de la lame basale endothéliale a une augmentation de la perméabilité pariétale a
I’origine de la fuite des protéines plasmatiques (Duron et Heurtier, 2005). Elle concerne
indifféremment tous les tissus et les organes, mais ses manifestations cliniques ne deviennent
sensibles qu’au niveau des fibres nerveuses (neuropathie), des micro-vaisseaux rénaux
(néphropathie) et rétiniens (rétinopathie) (Geoffroy, 2005).

Les complications de diabéte qui touchent les pieds sont étroitement liées a une
maladie vasculaire ou une neuropathie périphérique impliquent un risque accru de développer
des ulcérations, des infections et / ou des gangrénés du fait le risque d’imputation est 15 a 45
fois plus élevés que chez les personnes non diabétiques pour cela des mesures d’hygiéne
doivent étre prises obligatoirement (Meyer et al., 2006).

VII.  Traitements :

Les traitements du diabéte sont de deux types, les non médicamenteux (traitement
hygiénodiététiques) et les médicamenteux (antidiabétiques oraux (ADO) et insulinothérapie.
La recherche d’un équilibre glycémique optimal avec un taux de 1’hémoglobine glyquée
(HbAlc) < 6,5 % repose sur les résultats de 1’étude prospective britannique du diabéete de type
2. Cette étude a montré que la réduction de I’hyperglycémie chronique, attestée par le dosage
de ’HbAlc, permettait une diminution des complications, principalement micro-vasculaires
et nerveuses, mais aussi cardiovasculaires (UKPDS, 1998).

VII.1. Traitements non médicamenteux :

La réduction pondérale et la pratique réguliere de Dactivité physique (adaptée et
contr6lée) ont un effet favorable sur le contrdle de la glycémie, ce dernier ayant un effet
favorable sur I’insulino résistance. Des mesures hygiéno-diététiques doivent étre mises en
ceuvre dés que ’'HbAc est supérieure a 6. Une alimentation équilibrée est conseillée, avec une
diminution des apports en graisses saturées, des sucres et de 1’alcool (ANAES, 2000).Une

activité physique adaptée aux possibilités de chaque patient est recommandée chez le
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diabétique de type 2 (DT2) car elle contribue a une amélioration de la situation métabolique

(insulino sensibilité, niveau glycémique, pression artérielle, profil lipidique etc...) et pourrait

étre utile pour le contréle du poids (ANAES, 2000).L’auto-surveillance de la glycémie est un

temps primordial dans la prise en charge quotidienne des diabétiques traités par les anti-

hyperglycémiants oraux permettant le controle de la glycémie et 1’éviction des complications

de diabéte a long terme (FID, 2009).

VI1.2. Traitements médicamenteux :

Le traitement pharmacologique actuel de I’hyperglycémie du diabétique de type 2

repose sur :

Une stimulation de la sécrétion d’insuline par des sulfamides hypoglycémiants
(sulfonylurées) ou des glinides ;

Une diminution de la production hépatique de glucose par les Biguanides
(metformine);

Une augmentation de 1’action de I’insuline (diminution de I’insulinorésistance) par les
glitazones (ou thiazolidinediones) ou metformine ;

Un ralentissement de 1’absorption intestinale de glucides alimentaires par I’acarbose;
Une administration d’insuline (insulinothérapie) en cas d’échec d’antidiabétiques
oraux (Thissen et Buysschaert, 2005 ; Tielmans et al., 2007).

VI1.2.1. Les insulino-sécréteurs :

Les sulfamides hypoglycémiants (sulfonylurées) : commercialisés sont le
carbutamide (Glucidoral®), le gliclazide (Diamicron®), le glibenclamide (Daonil®),
le glipizide (Glibénese®) et le glimépiride (Amarel®). Les sulfamides
hypoglycémiants stimulaient la sécrétion d’insuline en fermant les canaux potassiques
ATP-dépendants (KATP) des cellules B-pancréatiques des ilots de Langerhans via leur
liaison a SUR1 (Récepteur Sulfamides), sous-unité de ces canaux ioniques. La
dépolarisation consécutive permet I’ouverture de canaux calciques, 1’augmentation
cytosolique de Ca2+ induisant la sécrétion d’insuline. Une autre cible intracellulaire a
été évoquée, par une équipe japonaise cette seconde cible est Epac2, un facteur
d’échange de la guanine pour Rap1 (Faure, 2009).

Les glinides ou méglitinides: Les glinides sont des antidiabétiques oraux apparentés
aux sulfamides hypoglycémiants. Ils agissent en stimulant la sécrétion d’insuline par
les cellules B-pancréatiques avec le méme mécanisme d’action que les sulfamides

hypoglycémiants leur action plus rapide en fait d’excellents médicaments pour «
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décapiter » le pic d’hyperglycémie postprandiale (avec moins d’hypoglycémies)
(Saloranta et al., 2002).
VI1.2.2. Les insulino-sensibilisateurs :

e Les biguanides: Les biguanides représentent une des principales classes des
antidiabétiques oraux. La seule molécule de cette classe médicamenteuse actuellement
disponible est la metformine. Son utilisation est privilégiée dans les situations
d’insulino résistance, notamment chez les sujets obeses ou en surpoids. Elle freine la
production hépatique de glucose (par inhibition de la néoglucogenése), augmente le
captage musculaire du glucose (translocation des transporteurs du glucose GLUT-4) et
la synthése musculaire de glycogéne, et inhibe la lipolyse au niveau du tissu adipeux et
la production de VLDL par le foie (Saloranta et al., 2002).

e Les glitazones (ou thiazolidinediones) : sont des médicaments hypoglycémiants
oraux relativement récents qui ont éte retirés du marché en 2011. La premiere de ces
molécules, la troglitazone, fut commercialisée aux Etats-Unis en 1997 avant d’étre
interdite plus tard en raison de son hépatotoxicité (Pillon et al., 2014). Ils sont des
ligands pharmacologiques de récepteurs nucléaires PPAR (peroxysome proliferator
activated receptor), sous-famille de la superfamille des récepteurs hormonaux
nucléaires. Ces récepteurs sont des facteurs de transcription activés par des ligands
naturels ou pharmacologiques. Les PPARs activés se fixent sur des sequences
spécifiques d’ADN (PP : peroxysome proliferator). Les glitazones sont les agents
pharmacologiques les plus puissants spécifiquement destinés a réduire la résistance a
I’insuline (Girard, 2001).

VI11.2.3. Les inhibiteurs de I'alpha-glucosidase :

Les inhibiteurs des a-glucosidases agissent, comme leur nom l'indique, en inhibant de
maniére compétitive les a-glucosidases intestinales. Elle vient en complément des autres
antidiabétiques oraux pour le traitement du diabéte de type 2, mal contrdlé, ou lors de la
contre-indication aux autres traitements (Laar, 2008). Les inhibiteurs des a-glucosidases sont
compétitifs des enzymes présentes dans les entérocytes de la bordure en brosse, enzymes
nécessaires pour hydrolyser les oligo- et les polysaccharides en monosaccharides afin de
permettre leur absorption (Dhital et al., 2013). L'inhibition de ces enzymes ralentit
I'absorption des glucides, réduisant ainsi I'hyperglycémie et I'nyperinsulinémie post-prandiale.
L'acarbose (Glucor®) a été le premier inhibiteur des alpha-glucosidases disponible, le miglitol

(Diastabol®) a été récemment mis sur le marché ; et enfin le voglibose, lui, n'est disponible

gu'au Japon (Laar, 2008).
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VI1.2.4. Insulinothérapie
En cas d’échec du traitement antidiabétique oral chez le diabétique de type 2, il parait
nécessaire d’instaurer 1’insulinothérapie précocement pour préserver le capital insulino
sécrétoire résiduel (Bosquet et Hartemann-Heurtier, 2004). 1l est recommandé actuellement
d’utiliser des associations d’insuline et d’antidiabétiques oraux dont les mécanismes d’action
différent, afin d’obtenir un équilibre glycémique dans des conditions de sécurité maximale
(Bosquet et Hartemann-Heurtier, 2004). L’insulinothérapie définitive devient bien
évidemment nécessaire en cas de contre-indication a la poursuite des antidiabétiques oraux
(insuffisance rénale, hépatique...) (Bosquet et Hartemann-Heurtier, 2004).
VIL.2.5. Les nouvelles classes d’antidiabétiques
De nouveaux agents antidiabétiques mettent a profit des systemes de régulation non
exploités jusqu’ici dans le traitement du diabeéte : le systeéme des incrétines et celui des

endocannabinoides (Archambeaud, 2008).

e Les incrétines présente de réels intéréts comme alternative au traitement du diabéte de
type 2. 1ls sont des hormones peptidiques secrétées par la muqueuse digestive lors du
passage du bol alimentaire. Ces incrétines libérées, en particulier le GIP (glucose-
dépendant insulinotropic polypeptide) et le GLP-1 (glucagon-like peptide), passent
dans le sang et induisent une augmentation de la sécrétion d’insuline par des cellules 3
du pancreéas, le GLP-1 étant le plus puissant stimulant de la sécrétion d’insuline. Par
ailleurs, les incrétines sont détruites rapidement, en quelques minutes, par des
enzymes peptidiques, en particulier la plus importante, la DPP-4 (dipeptidyl peptidase-
4) (Archambeaud, 2008). (DeMiguel-Yanes et al., 2011).

e Endocannabinoides: L’inhibition du récepteur CB1 des cannabinoides endogenes
améliore la sensibilit¢ a I'insuline, abaisse la glycémie, et ralentit 1’athérosclérose

(DeMiguel-Yanes et al., 2011).
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I.  Introduction :

A D’origine, la nature constituée de végétaux, servait d’alimentation aux hommes et aux
animaux peuplant la terre. Mais a coté de cette fonction nutritionnelle, I’homme découvrit
bien d’autres fonctions des végétaux, en I’occurrence, le pouvoir de guérir. En effet, cette
faculté de guérison des hommes avec les plantes fut connue de nos ancétres depuis les temps
reculés. Elle deviendra plus tard la médecine traditionnelle avec toutes les avancées qu’on
peut lui attribuer. Elle demeure, sans le moindre doute, le recours principal pour une grande
majorité des populations pour résoudre leurs problemes de santé (Carillon, 2000).

La phytothérapie est I’art de se soigner par les plantes (OMS, 2002a). C’est une
médecine tres ancienne. Actuellement, de nombreux médicaments tirent leur origine des
plantes médicinales. Cette forme de médecine ne s’oppose pas aux autres thérapies, elle
augmente I’efficacité d’un traitement ou atténue ses effets secondaires (Larousse, 2001).

Les plantes médicinales sont des drogues végétales d’au moins une partie possede des
propriétés capables de prévenir, soulager ou guérir des maladies avec ou sans principes actifs
déterminés. La plante représente la forme majeure des traitements traditionnels dans le monde
entier. Elle est caractérisée par ses effets positifs avec moins d’effets secondaires graves
(OMS, 2002a).

Le continent africain regorge une trés grande biodiversité des plantes medicinales
(Mangambu et al., 2010). Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS, 2002a), plus de
80% des populations africaines font recours a la médecine et la pharmacopée traditionnelles,
dépendent essentiellement des plantes médicinales traditionnelles pour leurs soins de santé
primaire (Kolling, 2010). Sur plus ou moins 300.000 espéces de plantes médicinales
recensées sur la planete, plus de 200.000 existent dans les pays tropicaux de 1’ Afrique et ont
des vertus médicinales (Kolling, 2010) ; (Mangambu et al., 2010).

De nombreux traitements traditionnels contre le diabete sont utilisés dans le monde
entier. Les médicaments a base de plantes et les formulations a base de plantes sont souvent
considérés comme moins toxiques et ont moins deffets secondaires (Annapurna et al.,
2001), et depuis des temps immémoriaux, les plantes ont servi comme premiére source de
médicaments pour les hommes, et elles ont continué a fournir a I’humanité, des remedes
thérapeutiques nouveaux et originaux jusqu’a aujourd’hui et beaucoup de médicaments sont

des produits naturels a base des plantes ou de leurs dérivés (Atanasov et al., 2015).
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Il.  Plantes antidiabétiques
I1.1. Dans le monde

Au cours de ces dernicres années, 1’étude ethnobotanique des plantes utilisées comme
antidiabétiques a suscité un grand intérét. De nombreux travaux de synthese ont été publiés
dans des revues spécialisées dans le domaine des plantes médicinales et diabéte. lls montrent
le grand intérét qui porte 1’utilisation traditionnelle des plantes antidiabétiques dans le monde
(Bailey et Day, 1989).

Plusieurs plantes sont connues avoir une activité antidiabétique, antihyperglycémiante,
hypoglycémiante ou hypolipidémiante, plus del123 especes de plantes recensées par les
ethno-pharmacologues, sont expérimentées contre le diabete du type IlI. Ces plantes
représentent 183 familles avec 725 genres (Bailey et Day, 1989) ; (Marles et Farnsworth,
1994).

Les investigations ethnopharmacologiques sont actuellement centrées sur la validation
expérimentale des propriétés curatives, traditionnellement attribuées a ces remedes. Dans 81%
des cas, les indications traditionnelles de plantes antidiabétiques ont été expérimentalement
confirmées (Marles et Farnsworth, 1994). Certaines de ces plantes, dont I’activité
pharmacologique a ¢été confirmée sur des modeles animaux, ont également fait I’objet de
plusieurs études cliniques (Ernst, 1997).

11.2. En Algérie :

Pendant longtemps, les remedes naturels et surtout les plantes médicinales ont été le
principal, voire I'unique recours de la médecine. En Algérie, les plantes médicinales et les
remedes n’ont jamais été totalement abandonnés et les gens n’ont jamais cessé de faire appel a
la médecine traditionnelle, ce qui a conduit a maintenir une tradition thérapeutique vivante
malgré le développement spectaculaire de la médecine moderne (Allali et al., 2008).

L’ Algérie bénéficie d’un climat trés diversifi¢, les plantes poussent en abondance dans
les régions cotieres, montagneuses et également sahariennes. Ces plantes constituent des
remedes naturels potentiels qui peuvent étre utilisés en traitement curatif et préventif
(Belouad, 1998).

Des enquétes ethnobotaniques récentes effectuées dans le but de répertorier les plantes
médicinales antidiabétiques dans 1’Est et I’Ouest Algérien (Allali et al., 2008) ; (Hamza et
al.,2009) soulignent I’importance qu’occupe ce patrimoine végétal dans la pharmacopée
traditionnelle et surtout dans le traitement du diabéte. De nombreuses plantes utilisées en
Algérie sont réputées posséder une action antidiabétique avec un usage fréquent dans une

grande partie de la population. Parmi ces plantes, certaines ont un effet déja mis en évidence



Chapitre 02 Plantes médicinales et le diabete

telles que : Trigonellafoenum-graecum (Khosla et al., 1995), Artemisia herba-alba (Al-
Khazraji et al., 1993), Globulariaalypum (Belouad, 1998).

De méme, Une enquéte ethnobotanique réalisée par Kouadri Boudjelthia et al., (2018)
sur 670 sujets diabétiques dans la région occidentale de Algérie (Chlef, Mostaganem,
Mascara, Oran, Sidi-Bel-Abbeés, Saida et Tiaret) a permis de recenser 24 plantes médicinales
antihyperglycemiques.

Cependant, un grand nombre de plantes réputées antidiabétiques n’a pas encore fait
I’objet d’études expérimentales.

I11.  Modes d’actions des plantes antidiabétiques :

Une trés grande variété de mécanismes est impliquée dans la baisse du niveau de
glucose dans le sang. Ceci est d0 a la grande variété de classes chimiques des constituants
hypoglycémiants provenant des plantes. Certains de ces composés se révelent véritablement
hypoglycémiants et pourraient avoir un potentiel thérapeutique, alors que d’autres produisent
simplement une hypoglycémie comme effet paralléle de leur toxicité, particulierement
hépatique (Jarald et al., 2008).

Ainsi, les chercheurs et les scientifiques se sont vivement intéressés, a étudier ces
plantes médicinales populaires a fin d’une part de prouver et de reproduire leur activité
antidiabétique dans les conditions du laboratoire et d’autre part de cerner le (s) principe(s)
actif(s), et d’expliquer son (leur) mécanisme d’action, dans un but de trouver de nouveaux
médicaments antidiabétiques plus efficaces et avec peu d’effets secondaires, ainsi plusieurs

sites d’actions ont été proposes (Figure 5) (Mohammed et al., 2014).
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Figure 5: Les différents sites d’actions de plantes médicinales utilisées pour le traitement du diabéte

sucré (Mohammed et al., 2014).

Les plantes médicinales ou leurs extraits utilisés dans le traitement du diabete peuvent

agir par différents mécanismes :

IILI.1. Au niveau de I’homéostasie glucidique :

- Stimulation de la sécrétion d’insuline a partir des cellules  et/ou induisent également

leur régénération,

- Mimant ’action de I’insuline,

- Action par ’apport d’éléments nécessaires (Cut+, Mg++, Ca++) au fonctionnement

des cellules B, et également la revitalisation et/ou I’hyperplasie de ces cellules (Mukherjee et

al., 2006),

- Action sur les enzymes hépatiques en stimulant la glycogénogenése et/ou I’inhibition

de la glycogénolyse (EI-Abhar et al., 2014),

- Prévention du stress oxydatif, qui peut étre impliqué dans le dysfonctionnement des

cellules 3 ;

- Inhibition de la réabsorption rénale du glucose ;
I11.2. Au niveau intestinal

- Modification de l'expression des génes et I’activité d’hormones impliquées dans la
digestiontelle que I'adiponectine, le resistine, et l'incretine (Rios et al., 2015).

-Action inhibitrice sur les enzymes digestives tels que I’a amylase et les a glucosidases,
ce qui réduit la dégradation de I’amidon et les oligosaccharides, par conséquent, elles agissent
par ralentissement et réduction de 1’absorption du glucose au niveau intestinal,- Inhibition des
transporteurs du glucose au niveau de la barriére intestinale limitant ainsil’absorption
intestinale du glucose, ou par stimulation de la captation du glucose par les adipocytes ou les

cellules musculaire (Chang et al., 2013).

Le tableau 02 présente quelques modes d’action des plantes antidiabétiques.

Tableau 2: Modes d’actions de quelques plantes antidiabétiques (Azzi,2013).

Noms scientifiques Familles li?ﬁ;:éee Modes d’action et références
Catharanthus roseus Stimule la sécrétion d'insuline a partir des
(L). G. Don Apocynacées Feuilles cellules B des ilots de Langerhans du
e pancréas [Nammi et al., 2003].
CitrulluscolocynthisL. Cucurbitacees Graines Stimule la Secretlonz%ég?uhne [Nammi et al.,
Coccinia grandis L. o . Stimulation de la glycogenese hépatique
Voigt. Cucurbitacees | Fruits [Shibib et al., 1993].
NeriumoleanderL. Apocynacées Feuilles Inhibition a-glucozsolgfﬁe [Ishikawa et al.,
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Augmentation le nombre de cellules B dans
Morus alba L. Moraceées Feuilles les Tlots de Langerhans [Mohammadi et Naik,
2008].

Aeglemarmelos Rutacées

Stimule la captation du glucose par les
Feuilles cellules [Sharma et al., 2007].

Fruits Réduire la résistance a I’insuline [Sharma et
al., 2007].

IV.  Principes actifs a effets antidiabétiques :

Les végetaux synthétisent un grand nombre de substances naturelles issues de leur
métabolisme. Le métabolisme est I’ensemble des réaction chimiques d’un organisme par un
équilibre entre synthese (anabolisme) et dégradation (catabolisme). Ce processus permet
d’aboutir a la production d’espéces chimiques regroupées sous I’appellation de métabolites.
Parmi elles, les métabolites primaires, des molécules fondamentales indispensables a la vie,
permettant aux végétaux d’assurer les fonctions vitales associées a la photosynthese telles que
la croissance, la reproduction, I’immunité, etc. Parmi eux sont inclus les phytostérols, les
nucléotides, les aminoacides, les lipides et les acides organiques (Crozier, Jaganath,
&Clifford,2006). Les métabolites secondaires sont quant a eux spécifiques et génétiquement
contrélés. Ces derniers sont des constituants minoritaires élaborés a partir des métabolites
primaires et possedent des activités biologiques représentant une importante source de
biomolécules aux bénéfices certains pour I’Homme (Crozier et al., 2006).

Il existe plus de 200 000 métabolites secondaires, dont plus de 200 présentent une
activité hypoglycémiante (Marles et Farnsworth, 1995 ; Lamba et al., 2000). Ainsi un
certains nombres de groupes, tels que des alcaloides, des saponines, des flavonoides des
glycosides, des polysaccharides, des peptidoglycanes, acides aminés et d'autres obtenus a
partir de diverses sources végetales, semblent avoir des effets, d'une importance particuliere,
dans le traitement du diabete (Mukherjee et al., 2006 ; Soumyanath, 2006).

IV.1. Les flavonoides

Les flavonoides sont des derivés du noyau flavone ou 2-phenyl chromone portant des
fonctions phénols libres, éthers ou glycosides. Le noyau flavone est lui-méme un dérivé du
noyau flavane de base (Bruneton, 1999). Les flavonoides se répartissent en quinze familles
de composés, dont les plus importantessont les suivantes : flavones, flavonols, flavanones,
flavanonols, isoflavones, isoflavanones, chalcones, aurones et anthocyanes (figure 6)
(Harborne et Williams, 2000).
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Figure 6: Structure générale des flavonoides et leur numérotation.
IV.2. Tanins
Ce sont des substances de saveur astringente ayant la propriété de tanner la peau et de se
combiner aux protéines animales par des liaisons hydrogenes (Pousset, 198). Ce sont des
composes polyphénoliques qui permettent de stopper les hémorragies et de lutter contre les
infections. Les plantes riches en tanins sont utilisées pour retendre les tissus souples comme
dans le cas des veines variqueuses, pour drainer les secrétions excessives, comme dans la
diarrhée et pour réparer les tissus endommageés par un eczéma ou une brulure (Nowitz et
Bottet, 2000).

IV.3. Les saponosides
Les saponosides sont constituées de six unités d'isopréne et sont également dérivées du
squaléne. Les saponines sont des glycosides triterpéniques de poids moléculaire éleve,
contenant un glycoside attaché a un stérol ou a dautres triterpenes. lls sont largement
distribués dans les plantes et se composent de deux parties : la glycone (sucre) et I'aglycone
ou le génine (triterpéne) (Woitke et al., 1970). Deux saponines représentatives sont

présentées a la figure 7.
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Figure 7: Structures de deux saponines (Haralampidis et al., 2002).

IV.4. Les glycosides (Hétérosides)

Les glycosides sont des substances organiques complexes qui résultent de
I’établissement d’une composante osidique et d’'une composante non osidique (aglycone ou la
génine) (Bruneton, 1993). Il existe un trés grand nombre d’hétérosides végétaux. Certains
sont treés répandus tandis que I’existence d’autres est limitée a quelques centaines d’espéces
ou méme a un seul genre ou a une seule espece (Bruneton, 1993).

IV.5. Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques azotées (appartenant au vivant) d’origine
vegétale a caractére alcalin et présentant une structure complexe (Jean 2009). Leur atome
d’azote est inclus dans un systéme hétérocyclique ; les alcaloides possédent une activité
pharmacologique significative (Aniszewski, 2015). Plusieurs auteurs pensaient que ces
alcaloides avaient pour origine le seul regne végétale.lls sont exceptionnels chez les bactéries,
assez rares chez les champignons, existent chez les animaux et se trouvent également chez les
organismes marins (les éponges) (Bruneton, 1999).

IV.5.1. Classification des alcaloides

La classification la plus adaptée est basée sur 1’origine biogénétique, c'est-a-dire de les
classer en trois groupes selon leur précurseur biosynthétique : les alcaloides vrais, les proto-
alcaloides et les pseudo-alcaloides (Badiaga, 2011). Les alcaloides vrais dérivent d’acides
aminés et comportent un atome d’azote dans un systéme hétérocyclique (Tidjani & Rhouati,

2016). Les pseudo-alcaloides présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des
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alcaloides vrais, mais ne sont pas des dérivés des acides aminés. Il s’agit dans la majorité des
cas connus, disoprénoides et I'on parle d’alcaloide terpénique : les alcaloides
monoterpeniques tels que la B-skytanthine, sesquiterpéniques des nymphaeaceae, les
alcaloides diterpéniques comme [’aconitine, du tubercule d’aconit ou stéroidiques

(paravallarine) (figure 8) (Jean, 2009; Tidjani&Rhouati, 2016 ; Eguchi et al., 2017).
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Figure 8: Les pseudo-alcaloides monoterpeniques (Badiaga, 2011).

Les proto-alcaloides sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans un
systéeme hétérocyclique Diverse substances réepondent a cette définition : des amines simples
comme la sérotonine, la mescaline du peyotl ou la cathinone du thé des Abyssins, mais aussi
les bétaine qui résultent de la quaternarisation de 1’azote des acides aminés (figure 9)
(Badiaga, 2011; Jean, 2009; Pharmacognosie, 1999).
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Figure 9: Les proto-alcaloides (Badiaga, 2011).
IV.5.2. Origine biosynthétique des alcaloides
Nous avons noté précédemment que I’origine des alcaloides vrais remonte aux acide
aminés entre autre : l’ornithine, la lysine, la phénylalanine, la tyrosine, la tryptophane,
I’histidine et I’acide anthranilique. La formation du systeme hétérocyclique passe
généralement par un processus inter ou intramoléculaire simple : la formation d’une base de

Schiffou, fréquemment la réaction de Manich (Badiaga, 2011).
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La formation d’alcaloide peut nécessiter 1’intervention d’une seule molécule d’acide
aminé, c'est le cas de I’hygrine ou de la cathine, de deux molécules du méme acide aminé
comme pour les quinolizidines et les benzylisoquinoléines, plus rarement e deux acide aminés
différents (tubulosine) ou de plusieurs molécules du méme acide aminé dans le cas de la
spartéine. Quand la molécule comporte des carbones supplémentaires, ils sont apportés par
des ¢léments largement impliqués dans d’autre métabolismes : acétate (tropanes),
diméthylallylpyrophosphate (ergolines, furoquinoléines) ou plus spécifiques a un groupe
particulier de végétaux comme le sécologanoside (alcaloide indolo-monoterpeniques). Les
oxydations allyliques, les couplages oxydatifs, 1’oxydation des noyaux aromatiques, les
estérifications, les éthérifications, etc. justifient D’existence des nombreuses variations
structurales. Pour les alcaloides terpéniques, ils sont un peu particuliers et leurs précurseurs
ont une origine strictement terpénique et ’amination de la molécule est tardive (Badiaga,

2011).
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IV.5.3. Utilité thérapeutique et usages pharmacologiques des alcaloides
Ces derniéres années l'attention s'est portée sur I’activité biologique des alcaloides, qui
forcément dépend de leur composition chimique en raison du role qu'elle joue dans la
prévention des maladies chroniques telles que les pathologies du ceeur, le cancer, le diabete,
I'hypertension, et la maladie d’Alzheimer (Bourgou, Beji, Medini, &Ksouri, 2016).Les
alcaloides sont recherchés pour leurs physiologiques constituant ainsi des substances
particulierement intéressantes pour leur activités pharmacologiques qui s’exercent dans les

domaines les plus variés (Badiaga, 2011):

e Les alcaloides qui agissent au niveau du systeme nerveux central sont soient
dépresseurs (morphine, scopolamine) ou stimulants (strychnine, caféine) ;

e Les alcaloides qui interviennent au niveau de systeme nerveux autonome sont
sympathomimétiques (éphédrine) ou sympatholytiques (yohimbine),
parasympathomimeétiques (ésérine, pilocarpine), anticholinergiques (atropine,
hyoscyamine), ganglioplégiques (spartéine, nicotine).

Le tableau 03 présente quelques alcaloides a effet antidiabétique

Tableau 3: Les alcaloides a effet antidiabétique.

Plante Familles .qut'e et Activité sur Références
principe active
(tzgg”wliense Lapins Hammouda et
. . I diabétiques. Amer, 1966
Tecomastans Bignoniacées tecostanine)
Feuilles Adipocytes Costantino et
(Tecomine) isolés al., 2003
Trigonellafoenum Fabacées Graines Rats diab. Shani et
graecum L. (Trigonelline) Alloxane al.,1974
Graines .
Lupinustermis Fabacées (Qinolizidine :2- . R,a-ts Shani et al.,
3 : diabétiques. 1974
thionosparteine)
. . o S Patients avec Leatherdale et
Momordicacharantia | Cucurbitacées Partie aérienne diab. Type 2 al., 1081
Papaver somniferum Papavéracées Fruits (Morfine, Cellule B Hill et al., 1987
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| | | papaverine) | pancréatique | |
V.  Toxicite des plantes antidiabétiques

La toxicité des plantes médicinales peut étre liece a des mélanges de composés actifs
qu'elles contiennent, leurs interactions avec dautres herbes, les médicaments et les
contaminants. Les plantes contiennent des mélanges complexes de terpenes, alcaloides, des
saponines et autres substances chimiques. Ce qui augmente le risque de réactions indésirables
par leurs effets additifs ou synergiques des interactions chimiques (Trevoux et al., 2000
;Soumyanath, 2006).

Plus de 377 espéces associées au traitement de diabete sucré sont considérées toxiques
(Marles et Farnsworth, 1995), ces plantes peuvent entrainer une chute trop brutale de la
glycémie avec malaise hypoglycémique, voire coma, au méme titre que I’insuline ou les
autres médicaments hypoglycémiants, surtout si ces plantes sont associées a un traitement
déja existant et qui équilibrait le diabete. L'hypoglycémie provoquée est accompagnée d'un
effet B-bloquant adrénergique et d'une hépatotoxicité (Marles et Farnsworth, 1995).

La toxicité d’une substance au niveau de I’organisme dépend de la nature de la
substance, de la dose et de la durée d’exposition, des différents facteurs liés a I’individu (sexe,
age, ¢tat nutritionnel et hormonal), des facteurs environnementaux et de [’exposition

simultanée ou antérieure a d’autres produits chimiques (Soumyanath, 2006).
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I. Lacoloquinte Citrullus colocynthis L. Schard, Linnaea 12 : 414 (1838)
Cucurbitacées
I.1. Noms vernaculaires
Arabe: Handal, Hadag, Handhal; Hantal, Hadjja,;
Berber : Taberka, Tefersite, Tadjellet,
Frangais : coloquinte, chicotin
Anglais : Colocynth, bitter apple, bitter gourd, egusi (John et Cincinnati, 1898 ;
MeradChiali, 1973).
1.2. Taxonomie
Selon les classifications classiques pré-moléculaires (Cronquist, 1988), les
Cucurbitaceae sont des dicotylédones appartenant a [’ordre des Violales. Parmi les
classifications basées essentiellement sur des critéres morphologiques et anatomiques, celle de

Cronquist est la plus utilisee.

Regne Végétale
Sous regne plantes vasculaires
Super division spermaphytes
Division angiospermes
Classe dicotylédones
Sous classe dialypétales
Ordre violales
Famille cucurbitacées
Genre Citrullus
Espéece colocynthis

1.3. Description morphologique
C’est une plante rampante herbacée, annuelle ou vivace, hispide mais & poiles non

piquantes (figure 11) (Khare ,2004) elle présente :

e Les tiges angulaires, rugueuses, rampantes ou migrantes et rudes (figure 2A);

e Les feuilles de 5 a 10 cm de longueur, ont un limbe découpé en 5 a 7 lobes (figure 2B)

e Les fleurs jaunes verdatre, monoiques a sexes séparés, solitaires, apparaissent I'été
entre Mai et Ao(t a l'aisselle des feuilles. La corolle de couleur jaune comporte cing
lobes (figure 2C) ;

e Les fruits sphériques de 7 a 10 cm de diameétre, ressemblant a une petite pasteque, de

couleur verte panachée de jaune clair, devient completement jaune a maturité. La chair
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Iégére, spongieuse, de couleur jaune orangé. Une plante produit 15 a 30 fruits (Figure
2D) ;

e Les graines de petite taille (6mm de longueur), ovoides et aplaties, lisse, de couleur

variant de l'orange au brun noiratre et ont une saveur amere (John et Cincinnati,
1898) (figure 2F).

e Les racines sous forme rhizome tubéreux, charnue, épaisse, et riche en eau (John et
Cincinnati, 1898 ; Duke, 1983) (figure 2G).

......

Fruits a I’état frais D Fruit a ’état sec E
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: Ve ‘,'_ s A
Graines F Racines G

Figure 11: les différentes parties de Citrullus Colocynthis ((spichigeret al., 2004)).
I.4. Répartition géographique

La coloquinte, originaire des sols arides, est trés fréquente dans les régions tropicales
humides ou modérément séches, elle est peu presente dans les zones tempérées (Bruneton,
1996). Elle occupe une région trés vaste qui s’étend du Nord-Africain, du Sahara, Egypte,
Arabie Saoudite jusqu’au Inde, ainsi que la région méditerranéenne (John et Cincinnati,
1898).

1.5. Actions thérapeutiques

Les graines de la coloquinte sont largement répandus dans la médecine traditionnelle,
car elles possedent diverses propriétés thérapeutiques : purgatives, anti-tumorale (Darwish
Sayed et al., 1973) ; (Ziyyat et al., 1997) ; (Habs et al., 1984), antirhumatismal (Al-Faraj,
1995), anti-inflammatoire, laxative (Al Ziyyat et al., 1997), contre les troubles urogénitaux,
la leucémie, ’ictére, la fievre, ’ascite, les désordres biliaires, les hémorroides, constipation,
'cedéme, les infections bactériennes et le cancer(Delazar et al., 2006; Ziyyat et al., 1997).

Dans les pratiques ethnobotanique, les racines de la plante ont servi au traitement des
cas d’inflammation du sein, des aménorrhées, des rhumatismes et des douleurs d’articulation
(Al-Faraj, 1995). En application externe, ils sont utilisés pour soulager les douleurs
ophtalmiques et utériques (Baba Aissa, 1999).

Les feuilles sont employées pour le traitement de ’ictére et I’asthme (Kirtikar et Basu,
1984). Elles sont utilisées contre 1’hémorragie, prescrites pour soulager les douleurs des
membres inférieurs, le dos et les articulations (Baba Aissa, 1999).

L'huile extraite a partir des graines est employée pour traiter des morsures (de serpent,
de scorpion), épilepsie, pour favoriser la croissance de cheveux et pour noircir les cheveux
gris (Roy et al., 2007).

Plusieurs effets thérapeutiques des différentes parties de la coloquinte ont été recherchés

scientifiquement au laboratoire in vivo et in vitro (Tableau 04).
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Tableau 4: Quelques études sur les effets thérapeutiques de la coloquinte (Citrullus

colocynthis) a travers le monde).

Region

Métabolites / partie

Effets thérapeutiques

Références

utilisées
Iran Flavonoide (Fruits) Pouvoir antioxydant important Delasgggt al.
Extrait méthanolique Pouvoir antioxvdant Kumar et
(Fruits) Y 2008 al.,
Inde Extrait méthanolique Antiulcéreux Gill et
(graines) al.,2011
Activité cancérogene aprés
Soudan Graines administration Habs et al.
- ) : . 1984
épicutanée chronique aux Souris
Une activite antiallergique (un effet
inhibiteur sur .
. T . Yoshikawa et
Eqvpte Cucurbitacine E l'oreille : réactions passifs al. 2007
ayp (Fruits) anaphylactiques N
cutanées comme un modeéle de type |
allergique chez la souris)
Effets hypoglycémiant et anti-
Extrait aqueux, hyperglycemlant Abdel Hassan
Iraq Saponines, chez les lapins normaux et rendus
. . " et al., 2000
alcaloides et glycosides diabétiques par
I’alloxane
Effet antibacterien (sur Escherichia
Extrait aqueux et extrait coli et . Marzouk et
. et Pseudomonas aeruginosa) et
acetone (différent . . al.,
arties) _ antlfqnglque _ 2009
P (Candida albicanset Candida '
Tunisie glabrata)
Extrait aqueux (différent Proprieté analgesiques et anti- Marzouk et
parties) inflammatoire al., 2012;
Marzouk et
Extrait aqueux (feuilles) | Effet anticoagulant et anti microbien al.,
2012
Bendjeddou
Extrait aqueux (fruits) Activité immunostimulante. et
Algérie al., 2003
Huile fixe des graines Anti- hyperllpldemlque chez les rats Mezian et
obeses al.,2012
Effets hypoglycémiant,
. . hypolipémiant chez les Yoshikawa et
Egypte Extrait des graines rats normaux et rendus diabétiques al., 2007
par STZ
R-(Pyrazol-1-yl-)- C . Nmila et al.,
Maroc L-alanine (Graines) Activité insulino-stimulante 2000
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1.7. Toxicité
Depuis I’antiquité, les fruits de la coloquinte sont considérés comme un poison mortel
(Yanif et al.,1999). La coloquinte est une plante irritante, elle agit méme a des doses
modérées, produisant des inflammations de la muqueuse intestinale, des vomissements et du
sang dans les selles. Les effets toxiques apres utilisation chronique des fruits de cette plante,
provoquent une hypokaliémie, une oligurie et des cedémes, semblables a une néphrite aigue
(Hammouda et al.,2005).
1.8. Composition chimique
Le screening phytochimique de différentes parties de la coloquinte (racines, tiges,
graines et feuilles) permet de caractériser les familles de composés chimiques existants dans
la plante. Les graines de coloquinte contiennent 13,5% des protéines, 26,6% d’huiles, 2,1%
des cendres, 52,9% des fibres brutes, 4,9% d’azote libre et contient 322 mg/100g de
potassium, 119 mg/100g de phosphore et 3,3 mg/100 g de fer (Sawaya et al., 1986). Elles
contiennent aussi la phytosteroline (ipurand), 2 phytostérols, 2 hydrocarbures, saponines,
alcaloides, polysaccharides, glycosides, et des tanins, comme métabolites secondaires (Duke,
1983).
Le tableau 05 résume la composition en métabolite secondaire des différentes parties de
la coloquinte (Citrullus colocynthis) :
Tableau 5: Composition en métabolites secondaires des différentes parties de la coloquinte

(Citrullus colocynthis).

Meétabolites Partie Composes Références
. isovitexine, iso-orientine
Fruits . . L
3'-methyl ether iso-orientine
i - —— Sawaya et al.,
Flavonoides . 8-C-p-hydroxybenzoyl- iso-vitexine,
Partie o 1986
aérienne 6-C-p-hydroxylvitexine
8-C-p-hydroxybenzoyl- iso-vitexine 4’ -O- glucoside
Saponines Fruits 2-0O-B-D glucopyranosylcucurbitacine I, J, K et L Seggz)gtsal.,
2-O-B-D-glucopyranosyl-cucurbitacine I, El Khadem et
2-O-B-D-glucopyranosyl-cucurbitacine E, Abdel-
2-O-B-D-glucopyranosyl-cucurbitacine L Rahman,
2-O-B-D-glucopyranosyl-(22-27) hexanocucurbitacine | 1963
trois flavone glycosides :
isosaponarine, isovitexine et isoorientine 3’-O- méthyle
Glycosides Fruits éther; Delazar et al.,
deux glycosides cucurbitacines : 2006
2-O-B-D-glucopyranosyl-cucurbitacine | 2-O--D
glucopyranosyl-cucurbitacine L
. S ... | EI Khadem et
deux nouveaux glycosides triterpéniques cucurbitacines : Abdel-
colocynthosides A et B
Rahman,1963
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El Khadem et
) . . Abdel-
Pulpe a-€laterine-2-D-glycopyranoside Rahman.
1963
- une choline
- dérivés de la pyridine : Darwish-
Alcaloides Fruits C10 H15 N O3 et C20 H32 NO Sayed et
- le dérivé de la pyridine ou de la quinoline : al., 1973
C16H24NO7

Il.  Artemisia judaica L .
I1.1. Noms vernaculaires

En Arabe: Chouihiya, baatharam (Quezel et Santa, 1963).
En Francais: Armoise de Judée (Quezel et Santa, 1963).
En Anglais: Absinthe de Judée
2.2. Taxonomie
Embranchement : Spermaphytes.
Sous—embranchement : Angiospermes.
Classe : Dicotylédones
Ordre : Astérales.
Famille : Asteraceae
Genre : Artemisia
Espéce : Artemisia judaica (Sahki et Sahki- Boutamine 2004)

11.2. Description morphologique

Arbrisseau vivace en touffes tres denses, pouvant atteindre 1,50 m de haut. Tiges plus

ou moins ligneuses couvertes d’un duvet argenté. Feuilles sont petites, laineuses, a lobes

courts, larges et obtus. Inflorescences en panicules hémisphériques, de 3mm de diamétre

environ denses tres ramifiés, a involucre laineux et contenant 10 a 20 fleurs jaunes pale, les

caulinaires en fasciculsaxillaires courts et espacés (Ozenda, 1983; Sahki et Sahki

Boutamine, 2004). Une odeur tres agréable se dégage de toute la plante (Benchalahet al.,

2000) (figure 12).
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Figure 12: Photo d’Artemisia judaica L.

11.3. Répartition géographique

Artemisia judaica est une espéce saharo-sindienne que ’on rencontre en Egypte et en
Arabie. La sous- espéce sahariensis, propre au Sahara central, est abondante et on trouve de
beaux peuplements, jusqu’a 2000 meétres d’altitude, dans les lits d’oueds sablonneux et
limoneux : L’oued Edjrerew a Djanet en fournit un bon exemple, on la rencontre en fait dans
de nombreuses régions, méme sur sable grossier et gravillons, mais elle ne pousse pas sur les
hauteurs du plateau (Benchalahet al., 2000) ; (Sahki et SahkiBoutamine, 2004).

Artemisia judaica L ssp. sahariensis est tres présente au Sahara central (elle pousse en
masse a In-Amenas et a Tamanrasset : villes situées a 1900 km au sud d'Alger), mais elle se
fait plus rare dans I’Est du Sahara septentrionale (Maie, 1934 ; Ozenda P, 1983). Abonde
dans les lits d’oueds sablonneux, d’origine saharo-arabique, elle ne pousse pas sur les
hauteurs du plateau (Benchelah et al., 2000).

I1.4. Action thérapeutique

Artemisia judaica L ssp. sahariensis est utilisée comme plante médicinale, En Egypte,
pour traiter la mauvaise vue, les troubles gastro-intestinaux, l'athérosclérose, le cancer, les
maladies cardiovasculaires, les troubles de la peau, , le cancer, le systeme immunitaire affaibli
et l'arthrite (Saleh, 1985 ; Abdalla et Abu-Zagra, 1987 ). L’étude réalisé par Maire (1934)
et Benmansour et al. (2015) montre que cette espécea été utilisé dans la médecine populaire
algérienne comme vermifuge, diarrhéique, agent stomacal, sédatif, analeptique et
antispasmodique. En Algérie, ’étude de Benmansour et al., (2015) indique que I'huile
essentielle de Artemisia judaica L ssp. sahariensis possédait un excellent effet inhibiteur sur
S.A.R.M Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis (leur CMI était de 8,75 pg/ml).Les
valeurs de CMI et de MBC de I'huile essentielle pour toutes les souches testées étaient égales.

L'huile essentielle d'Artemisia judaica L ssp. sahariensis a une saveur caractéristique, en
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raison de la présence de nombreux composants avec de fortes propriétés sensorielles & un
seuil bas, comme le trans-éthyle cinnamate (20,8%) et donc il a également des propretés
antioxydant et agent aromatisant dans l'industrie alimentaire (El massry et al., 2002).
11.5. Composition chimique

Selon Saleh, 1985 Dis-sept glycosides flavonoides ont été isolés et identifiés a
partir d” Artemisia judaical ssp. Sahariensis. L’étude réalisé par Dob et Chelghoum (2005),
ont analysé L'huile essenticlle d’Artemisia judaica a eté isolée des parties aériennes par
hydrodistillation avec un rendement de 0,70%. Soixante-deux composants ont éte identifies,
soit 95,1% de cette huile. Les principaux composés sont pipéritone (61,9%), terpinene-4-ol
(4,6%) et l'acétate de bornyle (3,0%). Selon I’étude EI Massry et ces collaborateurs (2002)
ont montré la composition chimique des huiles essentielles d’Artemisia judaica d’Egypt. 25
composes ont eté identifiés dont piperitone (45,0%), trans-ethylcinnamate (20,84%) et 3
ethylphenylpropionate sont les composés majoritaires. En Algérie, Charchari, (2002) a
étudié la composition chimique de I'huile essentielle Artemisia judaica L ssp. sahariensis
récoltée dans la région de I'Oued Azemzi (a quelques kilométres de la ville de Tamanrasset)
lors de la floraison. Elle a identifié 95% de la composition chimique, dont 03 composants
principaux pipéritone (53,5%), chrysanthénone (9,8%) et l'acétate de cis-chrysanthenyl
(7,4%). L’¢étude chimique de I’espéce Artemisia judaica d’Egypte (Metwallyet al., 1985) a
abouti a I’isolement et la caractérisation de Vulgarine, 4-Epi-vulgarine, 4-Hydro-

peroxydesoxyvulgarine.
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I.  Objectif du travail

Nous avons eu la chance d’effectuer ce travail principalement au sein du laboratoire de
biochimie de la faculté des sciences de 1I’Université de Saida Dr Moulay Tahar qu'il restera
une expérience formatrice que nous avons acquis.

En vue d’atteindre 1’objectif principal de notre travail qui se concentre sur I’étude de
I’activité antidiabétique des extraits issus de deux plantes médicinales choisis : Artemisia
judaica et Citrullus colocynthis. Différentes points clés ont été traités :

% Elucider la méthode de préparation de différents extraits bruts issus des échantillons
de deux plantes.

% Réaliser des analyses phytochimique préliminaire (qualitatives et quantitatives) au
moyen des tests de caractérisation chimiques et de dosage spectrophotométrique de
ces extraits.

%+ Etudier in vitro le potentiel antidiabétique de ces extraits par le test d’inhibition de
I’activité enzymatique de 1’a-amylase et leur effet sur ’absorption de glucose par la
levure.

%+ Evaluer in vitro le pouvoir antioxydant par la méthode de piégeage du radical libre 2-
2-Di-phényl-1-picryl-hydrazyl (DPPH).

Pour faire ce travail nous avons suivi une methodologie bien organisée, schématisée
dans la figure ci-dessous. Ce Schéma permet d’avoir une bonne illustration et une vision

générale de la démarche expérimentale effectuée (figure 13).
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&

Selection de deux plantes médicinales:
Artemisia judaica et Citrullus colocynthis

Extractions
I I I
alcaE):Ii(t]li-ml:e de Extrait hydro- Extrait hydro-
Citr ugxw méthanolique methanolique de
d'Artemisia judaica Citrullus colocynthis

colocynthis

Rl

Criblage phytochimique / \

Criblage phytochimique

Activite antidiabeétique Dosages des polyphénols

Activite anti-oxydante Dosages des flavonoides

Activité antidiabétique

\ Activité anti-oxydante /

Figure 13: Organigramme représentant la méthodologie du travail.

Il.  Matériel végétal
Deux plantes médicinales sélectionnées, Citrullus colocynthis et Artemisia judaica ont
fait ’objet de notre étude expérimentale. Leur sélection s’est faite sur la base de leur tres large
utilisation en médecine traditionnelle dans les régions sahariennes et plus particuliérement en
Algeérie.
I1.1. Citrullus Colocynthis (La coloquinte)
Les fruits de la coloquinte (Citrullus colocynthis L.); famille des cucurbitacées ; sont
récoltés a maturité durant le mois de septembre dans la région de Ain Safra, Wilaya de Nadma
(Sud-ouest algérien). Les graines brunes noiratres mares de la coloquinte ont été sélectionnées

et récupérées a partir des fruits et mises a sécher a 1’abri de la lumiére.
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11.2. Artemisia Judaica (L.’armoise)

L’espéce d’Artemisia judaica L; famille des Astéraceesa été récoltée pendant la période
de floraison durant le mois de mars dans la région Tassili n'Ajjer, Tamanrasset (sud-Est de
I’Algérie). La partie aérienne de la plante Artemisia judaica (feuilles, tiges et fleurs) a été
récupérée et mise a sécher a 'ombre et a température ambiante puis stockée jusqu’a son
utilisation.

I1l.  Méthodes

I11.1. Préparation des poudres végétale « Broyats »

Apres le séchage le matériel végétal est transformé en poudre fine qui a servi pour la
préparation des différents extraits (utilisée comme matiére premiere pour les extractions); La
partie aérienne d’Artemisia judaica et les graines de coloquinte sont ensuite broyées et
réduites en poudre fine mécaniquement a 1’aide d’un broyeur. Les poudres végétales obtenues
(broyats) sont conservées a 1’abri de ’air, de I’humidité et de la lumicre dans des flacons en

verre hermétiquement fermées (Figure 14).

N

A : partie aérienne d’Artemisia judaica broyeée. B : graines de, coloquinte broyées.
Figure 14: broyats de deux plantes étudiées.
11.2. Préparation des extraits végétaux bruts
Les extraits utilisés au cours de notre étude sont préparés selon différentes modalités
d’extraction : en maceration ou sous reflux.
Les extraits préparés sont :
e [L’extrait alcaloidique des graines de la coloquinte
e L’extrait hydro-méthanolique de deux plantes.
11.2.1. Extraction des alcaloides totaux des graines de coloquinte
Cette extraction est faite selon la méthode de Harborne (1998) :
Les alcaloides existent habituellement dans la plante soit sous forme des sels

d’alcaloides soit sous forme d’alcaloides bases. L’extraction est basée sur la différence de
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leurs solubilités en milieu acide et en milieu alcalin d’une part et dans les solvants organiques
polaires et non polaires d’autre part (Azzi,2013).

L’extraction des alcaloides totaux comporte deux processus:

Premiére procédé: délipidation (dégraissage) :

Afin d’éliminer les graisses qui peuvent perturber le processus extractif ultérieur ; nous
avons employé la méthode d’extraction a I’aide d’un montage a reflux: les oxhleten utilisant
n-hexane comme solvant apolaire.

C’est une extraction solide-liquide pour I’entrainement des molécules apolaires
(épuisement de la fraction lipidique ou substances lipophiles).

Une quantité de 35g du broyat des graines de Citrullus colocynthis a été pesée et
introduite dans une cartouche en cellulose qui est insérée dans un extracteur de soxhlet
surmonté d’un réfrigérant pour refroidissement ; L’extracteur est placé sur un ballon rodé de
250 mL contenant un volume suffisant du solvant apolaire n-hexane (150ml) qui est chauffé a
température minimale ou a une température stable proche a la température d’ébullition du
solvant a I’aide d’un chauffe ballon. Lorsque le ballon est chauffé les vapeurs du solvant
passent a travers le tube adducteur se condensent dans le réfrigérant et retombent dans le
corps de D’extracteur, Le solvant condense s’accumule dans ce dernier jusqu’a ce qu’il
atteigne le sommet du tube de siphon, qui provoque alors retour du liquide dans le ballon
accompagné des substances extraites. Extraction est réalisée ainsi en contenu jusqu’a

I’épuisement totale du broyat (3cycle). Le montage utilisé est représenté sur la figurel15.

Figure 15: schéma de I’appareillage d’extraction au soxhlet.
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Deuxiéme procédé : extraction en milieu acide

Cette extraction est faite selon la méthode de Harborne (1998) :

Macération sous reflux avec agitation, pendant 24 heures, de 90 g de graines de
Coloquinte broyées et dégraissées en présence de 250 ml de HCL 2% et 110 mi
d’acétate d’éthyle ;

Filtration du mélange et récupération du filtrat ;

Adition du NH;OH 10% a la phase acide jusqu’a ce que le pH soit ajusté a 10 ;
Filtration du mélange et récupération du filtrat;

Extraction liquide — liquide du filtrat (3 a 4 fois) avec 50 ml d’acétate d’éthyle jusqu’a
épuisement total des alcaloides de la phase aqueuse ;

Elimination des traces d’eau qui peuvent refermer le solvant organique décanté par
I’addition de Na,SOy ;

Filtration ;

Concentration de la phase organique a sec a 1’aide d’un rotavapor a une température

inférieure a 40°C afin d’éviter la dénaturation des alcaloides. (Figurel6)
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90 g des graines de coloquinte
broyéés et degraisséés
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Figure 16: protocole d’extraction des alcaloides totaux en milieu acide selon la méthode de
Harborne (1998).
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I1.2.2. Préparation de I’extrait hydro-méthanolique
Nous avons employé la méthode de macération décrite par Mohdaly et al.(2015). Pour
I’obtention des extraits hydro-méthanoliques des deux plantes étudiées. Ainsi dix gramme
(10g) de la poudre obtenue de chaque espece ont été macérées pendant 24H sous agitation
dans une solution hydro-méthanolique a 70%. Une fois la macération finie, la solution
obtenue (macérat) a ¢été filtrée a I’aide du papier filtre (Whatman N °1) et le filtrat obtenu a
été séché, évaporé a 40°C a I’aide d’un rotavapor.
11.2.3. Détermination du rendement des extraits
Le rendement d’extraction désigne la masse de 1’extrait obtenu, est défini comme étant
le rapport entre la masse de I’extrait sec obtenue apres évaporation et la masse de la plante en
poudre végétale utilisée ; il est exprimé en pourcentage. Nous avons déterminé les rendements

de deux plantes étudiées en extrait sec par le calcul du rapport suivant :
R (%) = (M1 — MO0) / M) x100

M1 : masse du ballon avec I’extrait apres évaporation en gramme(g).
MO: masse du ballon vide en gramme (Q).
M: masse de la matiére végétale utilisée en gramme (g).
I1l.  Analyses phytochimiques des extraits
I11.1. Les analyses qualitatives « screening phytochimique »

L’objectif de ces analyses est la caractérisation ou identification de la présence ou
I’absence des substances bioactives contenues dans le matériel végétal.

Correspond a des techniques de « criblage » qui permettant de détecter
des différentes familles de métabolites secondaires contenus dans les plantes (les
phytoconstituants) tels que :les alcaloides, flavonoides, Les terpénoides,les tanins, les
quinones libres... etc. Ce sont des tests basés sur des réactions physicochimiques : de
précipitation (formation d’un complexe insoluble) et/ou colorimétrique (formation d’un
complexe coloré) par I’utilisation des réactifs spécifiques a chaque famille de composés.

Les trois extraits préparés précédemment ont subis différents tests phytochimiques
permettant de mettre en évidence la présence ou I’absence de leurs principaux constituants
chimiques en utilisant les méthodes classiques décrites par Trease et Evans, (1989) et par
Harborne, (1998). Dans la présente étude nous avons criblé cing types de métabolites

secondaires : les alcaloides, les tanins, les saponosides, les terpénoides, les quinones libres.
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e Lesalcaloides
Ajouter 5 mL d’acide chlorhydrique (1%) a 1 mL d’extrait, le mélange est incubé au
bain marie pendant 10 minutes, puis la solution obtenue est divisée en deux parties. Dans un
tube le réactif de Mayer est ajouté et dans I’autre le réactif de Wagner. L’apparition d’un
précipité blanc ou brun révéle la présence des alcaloides.
e Lestanins
A 2 mL d’extrait sont additionnés 2 ou 3 gouttes FeCls (1%). L’apparition d'une couleur
verte foncée indique la présence des tanins catéchiques, et la couleur bleu-noire indique la
présence des tanins galliques.
e Les terpénoides
A 5 mL d’extrait on ajoute 2 mL de chloroforme puis on ajoute 1 a 2 mL de I’acide
sulfurique concentré, la présence des terpenoides est révélée par I’apparition de deux phases
et une couleur marron en interphase.
e Lessaponosides : Test de mousse
Al mL d’extrait est ajouté a 2 mL d’eau chaude, apres agitation (2 min) I’apparition
d’une mousse persistante plus de 5 min, indique la présence de saponosides.
e Les quinones libres
A un volume de 2,5 mL d’extrait, quelques gouttes de NaOH a 1% sont ajoutées.
L'apparition d'une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones
libres.
111.2. Les analyses quantitatives « dosage spectrophotométrique »
Ces examens sont pour but la quantification de la teneur en polyphénols totaux et en
flavonoides.
111.2.1. Dosage des polyphénols
La teneur polyphonique totale est habituellement déterminée colorimétriquement avec
Spectrophotométre UV-VIS. Cette méthode est basée sur la réaction d’oxydation des
polyphénols parles constituants du reactif de Folin Ciocalteu ; acide phosphotungstique (H3
PWI12 040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMol12 040).Ces derniers réduits en un
mélange d’oxydesbleus de tungsténe et de molybdéne. Présentent une absorbance maximale
ar65nm. La coloration bleue ainsi produite sera proportionnelle a la quantité des polyphénols
présents dans ’extrait végétal(Abdeddaim,2016).
Le dosage des polyphénols totaux est estimé par spectrophotométrie selon la méthode

colorimétrique du Folin-Ciocalteu adopté par Afroz Tanvir et al. (2014). Brievement, une
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aliquote de la fraction d'échantillon diluée a été ajoutée a 0,5 mL d'eau distillée et a 0,125 mL
de réactif de FC. Le mélange est ensuite agité et incubé pendant 6 min. avant d'ajouter 1,25
mL de Na2CO3 (7%). La solution est ensuite ajustée avec d'eau distillée jusqu'a un volume
final de 3 mL. Apres incubation dans l'obscurité (30 min), I'absorbance est lue a 760 nm par
rapport a un blanc. Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes
conditions opératoires que les échantillons en utilisant 1’acide gallique comme contrdle
positif.
111.2.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides totaux est basé sur un test colorimétrique utilisant le
réactif trichlorure d’aluminium(AIClz).La quantification des flavonoides a été basée sur la
formation d’un complexe entre leAICl; et les atomes d’oxygeéne présent sur les carbones 4 et 5
des flavonoides (Ali-Rachedi et al., 2018).

Tout d'abord, 100 pL de l'extrait (I mg / ml) est mélangé avec 0,3 mL de nitrite de
sodium a 5%. Aprés environ 5 min, 0,3 mL d’AlCl; a 10% sont ajoutés. Puis, aprés 6 min, 2
mL supplémentaires d'hydroxyde de sodium 1M (NaOH) sont ajoutés. La solution est ensuite
ajustée avec de l'eau distillée jusqu'a un volume final de 2.5 mL. L’intensité de la couleur du
complexe flavonoide-AlClsa été mesurée a 510 nm. Une courbe d’étalonnage est réalisée en
parallele dans les mémes conditions opératoires que les échantillons en utilisant la catéchine
comme controle positif (Ardestani et Yazdanparast, 2007).

IV. Etude biologique
IV.1. Etude de I’activité antidiabétique in vitro des plantes étudiées
IV.1.1. Effet des extraits sur I’absorption de glucose par la levure

La caractéristigue du systeme de transport de sucre dans la levure
(Saccharomycescerevisiae) a recu une attention importante dans plusieurs laboratoires. Les
levures peuvent utiliser un ou plusieurs sucres comme principale source de carbone et
d'énergie. La levure convertit ce sucre en éthanol. L’absorption de glucose par la cellule de
levure est un outil important pour I'évaluation de la propriété antidiabétique des composes a
base de plantes ou synthétiques (Jijith et Jayakumari, 2017).

L’Activité antidiabétique des extraits obtenues & partir de Citrullus colocynthis et
Artemisia judaica a été évaluer par ’influence de ces derniers sur 1’absorption de glucose par
les cellules de levure.

- Préparation de la suspension de levure
Les cellules de levure ont été préparées selon le procédé de cirillo, (1962), Sindhu et

al, (2013). La levure de boulangerie commerciale (1g) a été lavée par centrifugation
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répétée (4200 t/min, 5 min) dans de ’eau distillée (5ml) jusqu’a ce que le liquide
surnageant fluide étaient clairet et une suspension a 10% (v/v) a été préparée dans de
l'eau distillée.

- Absorption et dosage de glucose
Différentes concentrations d’extraits de plantes (1-5mg/ml) ont été ajoutées a 1 ml de
solution de glucose a 25mM et incubés pendant 10 minutes a 37 ° C. La réaction a été
initiée en ajoutant 100 puL de la suspension de levure. Le mélange est ensuite agité
avec un vortex et incubé a 37C° pendant 60min. Apres lheure, les tubes ont été
centrifugés (2 500t/min, 5 min) et I’absorbance mesuré a 540nm (Sinha et al., 2013).

- La Metformine a été prise comme médicament antidiabétique standard

- Le pourcentage d’augmentation de I'absorption de glucose par les cellules de levure a

été calculé a l'aide de la formule suivante (Ukwubile et Odugu, 2018) :

[ % d ' Augmentation d’absorption = (Abs contréle - Abs test / Abs contréle) x100 ]

IV.1.2. Test d’inhibition de I’activité enzymatique de I’0._amylase

Ce protocole expérimental a été élaboré selon la méthode de Matsuo et al. (2016).
- Preparation de la solution d*amidon:

Pour préparer la solution de substrat 2 g d'amidon est dissous dans 80 mL de solution de
NaOH (0,4 M) et chauffé pendant 30 min a 80 C. Ensuite, refroidi dans de I'eau glacée, avec
du HCI 2,0 M, le pH de la solution a été ajusté a 6,9 et l'eau a été ajouté pour compléter 100
mL.

+ Préparation de I'extrait:

Des solutions d'échantillon ont été préparées en dissolvant 20 mg dans 2 mL (EtOH:
H,0). Plusieurs solutions dans un tampon phosphate ont été préparées.

+» Activité enzymatique:

Le substrat (35 uL), le tampon phosphate (pH 6,9, 35 uL) et les solutions d'échantillon
(5 uL) ont été mélangés et pré incubés a 35 °C pendant 30 min. Ensuite, 20 uL d'une solution
enzymatique a 50 pg/mL ont été ajoutés. La solution a été incubée pendant 30 min. La
réaction a été terminée par I'ajout de 50 uL de HCI 0,1 M. Les absorbances ont été mesurées
par spectrophotométrie a 580 nm. Une unité d'enzyme a-amylase est la quantité d'enzyme qui
libére 1,0 mg de maltose de I'amidon en 3 min a pH 6,9 a 20°C. L’acarbose (nom commercial

GLUCAR) a été utilise comme contréle positif pour tous les tests de cette étude.
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L’inhibition de 1’ amylase est exprimée par un pourcentage d’inhibition et calculé par

I’équation suivante :

. aptas . =as Abs contrdle - Abs échantillons
% d’inhibition de I'activité d’a — amylas = Jrep— x100
(0}

Afin de déterminer l'effet des extraits sur la q-amylase, différentes concentrations de
I'extrait ont été ajoutées au milieu réactionnel. L'activité enzymatique a été mesurée et une
expérience en l'absence de l'extrait a été utilisée comme témoin. Les valeurs 1C50 ont été
obtenues a partir de l'activité (%) par rapport aux courbes de concentration des extraits. Pour
déterminer la constante Ki dans les milieux avec les extraits, différentes concentrations de
substrat (amidon) ont été utilisées. La solution d'inhibiteur a été ajoutée au milieu réactionnel,
ce qui a donné trois concentrations fixes différentes d'inhibiteur. Les graphiques Lineweaver—
Burk ont été utilises pour déterminer Km, Vmax et d'autres paramétres d'inhibition. Les
valeurs de Ki ont été calculées a partir de ces graphiques.

IV.2. Evaluation de I’activité anti-oxydante

Pour évaluer [lactivité anti-oxydante in vitro ; différentes méthodes ont été
développees. Ces methodes impliquent le mélange d'especes oxydantes, tels que des
radicaux libres ou des complexes metalliques oxydés, avec un échantillon qui contient
des antioxydants capable d'inhiber la génération de radicaux. Parmi lesquelles figure le test
DPPHe (2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyle) (Boudra, 2019).Nous avons mené ce test Pour
déterminer ’activité anti-radicalaire de nos extraits, car ce test étant trés simple, rapide et
efficace, sensible et plus pratique

IV.2.1. Test de piégeage du radical libre DPPH

Le DPPH (2,2-diphenyl-I-picrylhydrazyl) (DPPH : C18H12N506) est un radical libre
instable de couleur Violacée qui absorbe a 514-518 nm. En présence des composés anti-
Radicalaires, le radical DPPH est réduit et change de couleur en virant au jaune. Le DPPH
réagit avec un antioxydant par attachement d’un hydrogene, il se forme alors le 2,2-

diphénylhydrazine (Bougandoura et Bendimerad, 2013).

V
N + Antioxvdant-OH " s+ Antioxydant-0'

DPPH (violet) DPPHH (jaunc)
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Figure 17: Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Talbi et al., 2015).

Le protocole expérimental suivi pour évaluer I’activité du piégeage du radical libre
DPPH est celui Njoya, (2021). On procéde comme suit:

Un volume de50 uL de différentes concentrations de chaque extrait est ajouté a 1950uL
d’une solution méthanolique de DPPH a 6.34.10-5 M (0 ,025mg/L) fraichement préparée. Un
tube Controle est préparé en parallele, en mélangeant 50 pl méthanol avec 1950uL d’une
solution méthanolique de DPPH a la méme concentration utilisée. Aprés incubation a
I’obscurité pendant 30 min et a la température ambiante, la lecture des absorbances est
effectuée a 515 nm a P'aide d’un spectrophotometre contre un blanc. L’acide ascorbique
(vitamine C) a été utilisé comme control positive dans les mémes conditions expérimentales
décrites ci-dessus.

Le pourcentage de piégeage ou de réduction du DPPH de chaque concentration d’extrait
ou de standard est calculé selon la formule suivante :

%(de réduction du DPPH = [(Abs Contrdle —~Abs Echantillon) / Abs Contrdle] x100

AC : Absorbance du contréle
AT : Absorbance des échantillons.

L’IC50 est la concentration de I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de radical
DPPHe. Elle est déterminée graphiquement selon 1’équation de régressions logarithmiques des
pourcentages d’inhibition en fonction de logarithme de concentrations croissantes de chacun

des échantillons testés.
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I.  Etude phytochimique
I.1. Rendement d’extraction

L’extraction de la Citrullus colocynthis et Artemisia judaica par différentes modalités
citées précédemment dans le chapitre de matériels et méthodes, nous a permis d’obtenir nos
extraits avec différents aspects et couleurs, des rendements variables pour chaque extrait
exprimé en pourcentage par rapport a la quantité du matériel végétal sec de départ. Les
résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous (Tableau06).

Tableau 6: Aspect, couleur et rendement des extraits obtenus de deux plantes étudiées.

Caractéristiques
Aspect Couleur Masse (9) Rendement%
rait bruts
Extrait alcaloidique Poudre Jaune péle 0,495 0,55%
Des graines de Citrullus solide
colocynthis cristallise
Extrait hydro-méthanolique Pate Jaune pale 0,69 6,9%
De Citrullus colocynthis visqueuse
Extrait hydro-méthanolique | Poudre Vert foncé 0,6 6%
D’Artemisia judaica solide

D’apres les résultats obtenus et mentionnés dans le tableau 06. Nous avons constaté que
I’extraction hydro- méthanolique a donné un meilleur rendement en extrait sec pour les deux
plantes étudiées Citrullus colocynthis et Atremisia judaica avec des valeurs de 6,9% et 6%
respectivement. Suivi par les alcaloides totaux qui présentent un rendement de 0,55%.

I.2. Screening phytochimiques
1.2.1. Les analyses qualitatives

Les résultats des tests phytochimiques réalisés sur les extraits des deux plantes étudiées
sont résumées dans le tableau 07. Ces résultats nous montrent que ces extraits contiennent
plusieurs composés, appartenant aux différentes familles chimiques de métabolites
secondaires analysées. Leur composition est variable et diversifiée dépendant de I’espece

végétale et I’organe étudié et aussi des conditions d’extraction.
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Tableau 7: Résultats des réactions de caractérisation des différents groupes chimiques
appartenant aux extrais des deux plantes étudiées.

Meétabolites Réactifs Extrait hydro- Extrait hydro- Extrait alcaloidique
secondaires méthanolique de méthanolique Des graines de
citrullus d’Artemisia citrullus colocynthis
colocynthis judaica

Alcaloides Mayer + - +++

Wagner ++ ++ +++
Tanins + - -
Catéchique

FeClI3

Tanins gallique - +++ -
Saponosides Eau chaude - - ND
Les terpénoides | Chloroforme ++ +++ -

et acide

sulfurique

Quinones libres NaOH +++ ++ +

+: présence ; ++ : moyennement présent ; +++ : fortement présent ; - : absence ; ND : non
détecter.

Selon les resultats obtenus, nous pouvons dire que : les graines de Citrullus colocynthis
et la partie aérienne d’Artemisia Judaica contiennent des alcaloides, des tanins catéchiques
des tanins galliques respectivement, des terpénes et des quinones libres. A différentes
proportions selon le mode et le solvant d’extraction.

Tandis que les saponines ont été faiblement détectées dans la préparation par macération
hydro-méthanolique et en milieu acide.

1.2.2. Les analyses quantitatives
1.2.2.1. Dosage des polyphénols totaux

La quantification des polyphénols totaux se fait a partir de I’équation de la régression
linéaire d’une courbe d’étalonnage sous forme (y=ax+b) réalisé par I’acide gallique comme
standard. Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par un
gramme de résidu sec de la plante (mg EAG/gRS). La courbe d’étalonnage qui est représenté
par la figure (18) a été réalisée a I’aide de différentes valeurs des concentrations de I’acide

gallique, et leurs absorbances correspondantes.
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Figure 18: courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

1.2.2.2. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides se fait en fonction d’une courbe d’étalonnage sous

forme (y=ax+b) réalisé par la catéchine comme standard. Les résultats sont exprimes en

milligramme d’équivalent catéchine par un gramme de résidu sec de la plante (mg EAG/gRS).

La courbe d’étalonnage qui est représenté¢ par la figure (19) a été réalisée a l'aide de

différentes valeurs des concentrations de catéchine, et leurs absorbances correspondantes.

N
[

N

Absorbance a 510 nm
[y
[

o
)

o

Courbe d'etalonnage catéchine

y =0,0027x - 0,3191
R?=0,9688

0 200 400 600 800 1000

Concentration du catéchine

1200

Figure 19: courbe d’étalonnage de la catéchine.

Les résultats de la quantification de polyphénols et flavonoides des extraits étudiés sont

présentées dans le tableau ci-dessous (tableau 08).
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Tableau 8: Teneur en polyphénols totaux, flavonoides.

P | e
Extrait hydro-méthanolique 33,48 £ 4,66 128,74 + 2,41
de Citrullus Colocynthis
Extrait hydro-méthanolique 88,83 + 7,59 319,30 £ 8,15
d’Artemisia judaica

Le tableau 08 montre que la teneur en polyphénols totaux et flavonoides de deux
extraits est variable et differe d'un extrait a un autre.

Les résultats obtenus ont montré que le taux en polyphénol totaux le plus éleveé a été
enregistré par I’extrait hydro-méthanolique d’Artemisia judaica avec un taux de 88,83+7,59
mg EAG /g d’extrait, suivi par ’extrait hydro-méthanolique de la coloquinte qui a présenté
un tauxde33,48+ 4,66 mg EAG /g d’extrait, il renferme moins de polyphénols que I’extrait
hydro-méthanolique d’Artemisia judaica.

Tandis que les chiffres obtenus de la teneur en flavonoides révélés que 1’extrait hydro-
méthanolique d’Artemisia judaica L est tres riche en flavonoides avec teneur le plus important
de ’ordre de 319,30+8.15 mg C eq/g de ’extrait, suivi par I’extrait hydro-méthanolique de
Citrullus colocynthis. (128,74+ 2.41 mg C eq/g de I’extrait).

Il.  Etude des deux activités biologiques de nos extraits
11.1. Etude de Pactivité antidiabétique in vitro des plantes étudiées
11.1.1. Effet des extraits sur I’absorption de glucose par la levure

L’effet des extraits sur le transport de glucose a travers la membrane cellulaire de la
levure a été étudiée dans un systeme in vitro comprenant des cellules de la levure en
suspension dans une solution de glucose a concentration de 25mM en présence et en absence
des extraits a différentes concentrations. La quantité du glucose résiduel dans le milieu apres
un temps spécifique sert d’indicateur de la captation du glucose par les cellules de levure.

Les résultats sont consignés dans la figure 20 et le tableau 09 et 10.
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Tableau 9: Pourcentage d’absorption du glucose par les cellules de levure des extraits de

Alcaloides totaux Extrait hydro- Extrait hydro-
. . - méthanolique de méthanolique
Concentration Metformine de Citrullus - , .
. Citrullus d’Artemisi
colocynthis - A
colocynthis ajudaica
1 mg/mL 24,37% 12,06% 6,53% 12,31%
2 mg/mL 28,14% 24,37% 29,65% 24,37%
3 mg/mL 35,68% 30,90% 49,75% 48,74%
4 mg/mL 41,20% 46,23% 59,80% 55,27%
5 mg/mL 49,75% 50,75% 81,40% 58,54%
Citrullus colocynhis et Artemisia judaica et de standard
90
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Figure 20: Effet des déférentes concentrations de I’extraits hydro-méthanolique et alcaloides

totaux de Citrullus colocynthis et Artemisia judaica sur I’absorption de glucose par les

cellules de levure a 25mM.
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Tableau 10: Concentrations efficaces 50 (CE50) des différents extraits et standard pour le test

d’absorption de glucose par les cellules de levure a 25mM.

Extrait bruts CE50 (mg/ml)
Extrait hydro-méthanolique de Citrullus Colocynthis 3,25
Alcaloides totaux des graines de Citrullus Colocynthis 4,73
Extrait hydro-méthanolique d’Artemisia judaica 3,82
Médicament metformine 5,22

De maniere génerale, Nos resultats montrent que les trois extraits ont augmente le degré
d’absorption de glucose par les cellules de levure d’une maniére concentration-dépendante.et
un effet plus important par rapport a celui de standard la metformine.

A la concentration 5mg/ml, les deux extraits hydro meéthanolique de coloquinte et
d’Artemisia judaica ont révélé un effet plus important et maximal de 81,40% d’absorption,
CE50= 3,25mg/mL et 58,45 % d’absorption, CE50 =3,82 mg/mL. Respectivement suivi par
les alcaloides totaux des graines de coloquinte qui ont manifesté un effet moins intéressant
(CE50=4,73) a celui de deux extrais hydro methanolique des deux plantes dont le pourcentage
d’absorption est de 50,75%. Les valeurs dépassant méme celui de la metformine (49,75
%d’absorption et un CE50 = 5,22mg/mL).

Donc ces résultats obtenus suggerent clairement que l'extrait hydro-méthanolique de
Citrullus colocynthis et Artemisia judaica est capable de modifier efficacement I'absorption
du glucose ce qui suggere a son tour qu'il est capable d'améliorer l'utilisation du glucose, ce
qu’il lui permet de contrdler la glycémie.

I1.1.2. L’effet inhibiteur des extraits de deux plantes sur I’a-amylase porcine in
vitro

Les différents extraits de préparés a partir de deux plantes choisies ont été étudiés pour
leur activité d'inhibition de I'a-amylase, en utilisant I'Amidan comme substrat. Les résultats
dans la figure ci-dessus ont montré Citrullus colocynthis et Artemisia judaica présentaient un

effet inhibiteur par modification de la Vmax et ainsi que le Km.
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Figure 21: Cinétique enzymatique du a-amylase sans inhibiteur (Amidon) et avec l'inhibiteur
(Extrait hydromethanolique).
I1.2. Evaluation de P’activité anti-radicalaire
11.2.1. Test de piégeage du radical libre 2_2_Di —phényl_1-picryl —hydrazyl
(DPPH)

Ce test nous a permis de déterminer la concentration inhibitrice piégeant 50 % du
radical DPPH (IC50 %). Cette derniere est inversement liée a la capacité anti-oxydante
d'un composé, car elle exprime la quantité d'antioxydants nécessaire pour diminuer 50%
du radical libre Plus la valeur d’IC50 est basse, plus l'activité anti-oxydante d'un composé est
grande(Pokorny et al ;2001).

+¢+ Détermination de la CI50

La concentration inhibitrice 50 % est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire
pour réduire 50% de I’activité du radical DPPHe. Les valeurs CI50 ont été déterminée
graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés, pourcentages d’inhibition en

fonction de différentes concentrations des échantillons testées et de standard. (Figure 22, 23).
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Figure 22: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH" en fonction des différentes

concentrations d’acide ascorbique.
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Figure 23: les courbes des pourcentages d’inhibition des alcaloides totaux et les extraits
hydro-méthanoliques de deux plantes étudiées.
Les résultats de I’activité anti radicalaire au DPPH sont représentés par les pourcentages
d’inhibition pour chaque concentration ainsi que les valeurs de la concentration d’inhibition

de50% (Tableau 11, Tableaul2). Le standard utilisé était I’acide ascorbique.
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Tableau 11: Pourcentage d’inhibition du radical DPPH par les extraits du Citrullus

Colocynthis et Artemisia Judaica

Pourcentage d’inhibition

Extraits 0,3125 0,625 1,25 2,5 5mg/ml
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
Hydro-méthanolique 60,70 65,61 67,38 87,62 89,39
De Citrullus Colocynthis

Hydro-méthanolique 46,66 51,06 55,33 88,933 95,33
D’Artemisia Judaica

Alcaloides totaux des graines de 2,53 4,80 8,54 12,95 26,70
citrullus colocynthis

Tableau 12: Valeurs des CI50 trouvées pour les extraits de deux plantes étudiée.

Extrait bruts CI150 (mg/ml)
Extrait hydro-méthanolique de Citrullus Colocynthis ~0
Alcaloides totaux des graines de citrullus colocynthis 9,70
Extrait hydro-méthanolique d’Artemisia judaica 0,36
Acide ascorbique 1,19

D’apres les résultats mentionnés dans le tableau 11 et les figures 22, 23 nous constatons
que le pourcentage d’inhibition augmente avec 1’augmentation de la concentration. Les
meilleurs résultats obtenus sont ceux de I’extrait hydro-méthanolique d’Artemisia judaica et
de Citrullus colocynthis qui ont donné un PI de I’ordre de 95,33 %et 89,39 % respectivement
a une concentration maximale de 5 mg/ml, suivi par I’extrait des alcaloides totaux des graines
de Citrullus colocynthis avec des pourcentages de 26,70% a cette méme concentration. Tandis
que, L’extrait d’Artemisia judaica a révélé une activité anti-radicalaire importante et plus
active par rapport a celle de I’acide ascorbique.

A partir des valeurs de CI50 enregistrées dans le tableau 12 On peut classer I’efficacité
des extraits dans I’ordre suivant : Extrait d’A. judaica> acide ascorbique >alcaloides totaux de
C.C. Cependant, I’extrait hydro-méthanolique de C.C posséde un pouvoir antioxydant

relativement faible.
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Le diabete sucré en particulier le diabéte type 2, constitue 'un des problemes majeurs
de santé publique a I’échelle mondiale. Elle caractérisé par une hyperglycémie chronique
associée a des perturbations du métabolisme des protéines, lipides et des glucides
alimentaires.

De nombreuses études dans le monde se sont intéressees aux plantes médicinales
utilisées dans le traitement du diabéte du fait de leur usage populaire trés répandu. Dans le but
d’élucider leur mécanisme d’action potentiel et expliquer leur effet antihyperglycémiant
notamment parleur action inhibitrice de ’a amylase et les o glucosidases au niveau du tube
digestif et de déterminer et caractériser le (s) compose (s) actif (s), comme en Inde (Kumar et
al., 2012), Mexique (Ramirez et al., 2012 ; Mata et al., 2013).

La démarche expérimentale adoptée dans ce travail pour I’étude de [activité
antidiabétique in vitro des plantes sélectionnées ;Citrullus colocynthis et Artemisia judaica
consistait premierement a I’étude phytochimique ainsi que 1’évaluation de I’effet de nos
extraits sur I’hyperglycémie par deux technique : 1’effet inhibiteur des extraits de plantes vis-
a-vis de I’a amylase et a glucosidases a été effectuées en utilisant 1’a. amylase pancréatique
porcine et leur effet sur I’absorption de glucose par les levures.

Par ailleurs, notre étude s’est intéressée aussi a 1I’évaluation de I’activité antioxydant des
extraits de plantes, L’hyperglycémie induit des dysfonctionnements endothéliales qui ont un
réle majeur dans le développement des complications liées au diabete de type 2 (Ceriello et
al., 2002).

De nombreuses études ont démontrés que le stress oxydatif induit par I’hyperglycémie
générant des radicaux libres et contribue fortement au développement et 1’évolution du
diabéte et ses complications (Ceriello, 2003).Les cellules B du pancréas sont particuliérement
sensibles aux effets délétéres des espéces oxygenées activées (EOA) a cause de leur faible
aptitude d’expression de geénes codant pour les enzymes antioxydants comparativement a
d’autres tissus. En conséquence, 1’¢1évation excessive des EOA provoque une altération de la
fonction des cellules B pancréatique conduisant a I’apoptose et la suppression de la
biosynthése de I’insuline. En effet, selon Tabataei-Malazy et al.,(2012)certaines plantes
antidiabétiques agissent sur le fonctionnement des cellules B du pancréas et sur la sécrétion
d’insuline via la suppression du stress oxydatif consécutif au diabete. Ce serait 'un des

mécanismes d’action potentiel de plantes médicinales antidiabétiques.
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En effet, les résultats enregistrés lors des calculs des rendements d’extractions nous ont
permis de constater que ’extraction hydro- méthanolique a donné un meilleur rendement en
extrait sec pour les deux plantes étudiées Citrullus colocynthis et Atremisia judaica avec des
valeurs de 6,9% et 6% respectivement, suivi par les alcaloides totaux qui présentent un
rendement de 0, 55%. En fait, ces constations confirment les résultats avancés par Azzi,
(2013), qui, aprés extraction des alcaloides de Citrullus colocynthis par macération en milieu
acide, montre un rendement de 0,6%.

De plus, cette constatation dans la différence du rendement d’une méthode a une autre
peut étre lie a plusieurs conditions intrinseques et extrinseques a savoir : génétiques,
physiques, et climatiques. Digheche et Khalfallah (2019) confirment cette hypothése, en
indiquant que le rendement d’extraction varie en fonction de I’espéce végétale, 1’organe
utilis¢é dans I’extraction, les conditions de séchage, la richesse de chaque espéce en
métabolites et dépend aussi du type d’extraction et de solvant utilisé, de sa polarité et de la
solubilité¢ des composés phénoliques dans les solvants d’extraction. De méme, la composition
de I’échantillon, la température et le temps d’extraction sont aussi des facteurs déterminants
du rendement (Do et al., 2014). L’utilisation combinée de l'eau et du solvant organique peut
faciliter I'extraction des substances chimiques qui sont solubles dans l'eau et/ou dans le
solvant organique (Quy-Diem et al., 2014).

Les tests phytochimiques effectués sur les différentes préparations des graines de
citrullus colocyntis et la partie aérienne d’Artemisia judaica ont révélé la présence des
alcaloides, des tanins, des quinones libres et des terpenes. Par contre, aucune présence de
saponosides n’a été détectée dans nos échantillons.

L’usage des solvants ou mélange des solvants de polarité différentes semble influencer
sur la qualité de compose extrait ainsi I’eau le solvant le plus polaire permet 1’extraction de la
plupart des métabolites secondaires présents dans les gaines.

Ces résultats confirment ceux présentés par Azzi, (2013), qui a révélé que l'extrait
hydro-méthanolique et les alcaloides totaux issus des graines de C. colocynthis contient des
alcaloides, des tri terpénes, des coumarines, des tanins et des quinones libres. De leur part,
Najafi et al. (2010) ont eux aussi noté la présence de : tanins, saponines, protéines et sucres
réducteurs dans I’extrait aqueux et des alcaloides, glycosides et flavonoides dans I’extrait
alcoolique des fruits de la coloquinte (C. colocynthis) récoltés en Iran. De méme, la présence
de tanins, de glycosides, de terpénes, de saponines, de flavonoides et d’alcaloides, suite a des
tests phytochimiques réalisés sur un extrait a I’éther de pétrole préparé a partir des fruits de la

coloquinte (C. colocynthis) récoltés en Inde a été rapporté par Jayaraman et al. (2009).
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Marzouk et al. (2010) ont enregistré la présence des alcaloides, flavonoides et stéroides et
I’absence des coumarines, anthraquinones, saponosides, iridoides, glycosides et des tanins
galliques, dans I’extrait aqueux et acétonique des graines mires de la coloquinte récoltée en
Tunisie.

Les résultats de dosage des polyphénols et flavonoides montrent que 1’extrait hydro-
méthanolique d’Artemisia judaica es triche en polyphénols et flavonoides avec des teneurs
de88,83+7,59 mg EAG /g d’extrait et 319,30+8.15 mg C eq/g respectivement. Par contre
I’extrait hydro-méthanolique de Citrullus colocynthis posséde des teneurs moins importants
de33,48+ 4,66 mg EAG /g et 128,74+ 2.41 mg C eq/g de respectivement.

En revanche, 1’étude de I’effet inhibiteur des extraits des deux plantes Vvis-a-vis de ’a
amylase a été effectuée en utilisant 1’a amylase pancréatique porcine, qui est proche
structuralement et cinétiquement de I’a amylase humaine (Brayer et al., 1995).

Nombreux auteurs se sont intéressés aux plantes médicinales ayant un effet inhibiteur
vis- a-vis de ’a. amylase utilisé dans de nombreux pays. Ramirez et al. (2012) ont examiné
I'effet inhibiteur des extraits hydro-ethanolique de 23 plantes médicinales utilisées au
Mexique comme antidiabétiques sur I'o glucosidase obtenue a partir de la muqueuse
intestinale de rat. Les resultats montrent que Camellia sinensis(L.) Kuntze (Theaceae),
Ludwigia octovalvis(Jacg.) P. H. Raven (Onagraceae) et lostephaneheterophylla(Cav.) Benth.
Ex Hemsl. (Asteraceae), présentent ’activité la plus élevée avec des IC50 de 299 pg/mL, 202
pug/mL et 509 pg/mL respectivement dont les composés majoritaires sont des cathéchines,
flavonoles, flavones, des dérivés de cafeoyl.

Sudha et al. (2011) ont étudié I’activité des plantes utilisées dans la médecine
ayurvedique Indienne, sur 126 extraits appartenant aux 17 plantes seulement 17 extraits
présentent une inhibition vis-a-vis de I’a amylase porcine.

Melzig et Funke et al., (2007)ont étudié¢ la possibilité d’employer les inhibiteurs d'a
amylase naturels dans un complément pour le traitement de diabéte. lls proposent une
thérapie rationnelle par les préparations d’herbes traditionnelles et les études cliniques. Ils
proposent l'utilisation de la myrtille (feuilles), tamarinier, le baume de citron, romarin et thé
vert.

Les auteurs rapportent que les composés naturels qui ont une forte activité inhibitrice de
I’a glucosidase sont : les acides phénoliques (1’acide chlorogenique, betulinique, syringique,
vanillique, oleanoliquecorosolique, ellagique), les alcaloides, stilbenoidestriterpenes,
phytosterol, myoinositol, flavonoides, anthraquinones, anthrones, xanthones et d’autres
(Benalla et al., 2010).
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Diverses études in vivo utilisant les extraits aqueux, de C. colocynthis, contenants des
alcaloides, des saponines et glycosidiques ont été examinés pour leurs effets sur les niveaux
de glucose plasmatique chez les lapins. En effet, l'activité de I'extrait de saponine sur la
glycémie a jeun de lapins diabétiques induits par l'alloxane a été examinée la ou des lapins
normaux ayant recu par voie orale (300 mg/kg) un extrait aqueux de C. colocynthis ont
montré des niveaux de glucose plasmatique sensiblement bas apres 1 h ; cela a augmenté a
des niveaux élevés aprés 2, 3 et 6 h. ils conclus que I'extrait de saponine abaisse la glycémie a
jeun aprés 1 et 2 h et considérablement aprés 3 et 6 h (Abdel Hassan et al., 2000). Par contre,
I'extrait éthanolique de C. colocynthis a la dose de 300 mg/kg administré a des lapins
préalablement rendus diabétique par l'alloxane, a permis d’abaisser considérablement la
glycémie contrairement aux témoins. Il a également été démontré que I’extrait C. colocynthis
avait un effet anti-hyperglycémiant marqueé, soutenant l'utilisation quotidienne de C.
colocynthis pour traiter le diabéte sucré (Oryan et al., 2014). Alors que, dans une autre étude
menée sur des rats Wistar et des rats diabétiques a la streptozotocine injectés avec divers
extraits de C. colocynthis (alcaloides totaux, aqueux, saponine et glycosidique) par voie
intrapéritonéale pour examiner leur activité anti-hyperglycémique, a montré que ces extraits
avaient un bon effet anti-hyperglycémiant sur les rats diabétiques et stabilisaient la glycémie
des rats témoins dans une fourchette normale. L'extrait aqueux 2,5 g/kg (BW) a montré
I'activite la plus élevée en diminuant le taux de glucose sanguin (Lahfa et al., 2017). L’extrait
hydro-éthanolique de la chair pulpeuse de C. colocynthis a également démontré un effet anti-
hyperglycémiant exceptionnel chez un rat diabétique a la dose de 300 mg/kg en diminuant sa
glycémie et ses taux de triglycérides et de cholestérol. Des tests in vitro ont également montré
que C. colocynthis inhibait la glucosidase, qui est responsable de [I'hyperglycémie
postprandiale, indiquant fortement qu'il s'agit d'un candidat potentiel pour un traitement de
I'hyperglycémie (Ghauri et al., 2020).

En plus, le mécanisme de transport du glucose a travers la membrane cellulaire des
cellules de levure a fait I’objet d’une attention particuliere en tant que méthode de dépistage in
vitro d’un effet hypoglycémiant de divers composés/plantes médicinales. (Maier et al, 2002).
En effet, la quantité du glucose résiduel dans le milieu aprés un temps spécifique sert
d’indicateur de la captation du glucose par les cellules de levure. (Ahmed et al, 2010).

Les résultats de I'influence de nos extraits sur I’absorption du glucose par la levure
montrent que tous les extraits des deux plantes étudiées augmentent 1’absorption du glucose
d’une maniére concentration-dépendante par les cellules de la levure, il semble que le degré

de cette augmentation se differe selon la concentration des extrais. Ce résultat est semblable a
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ceux obtenus par I'extrait méthanoliqgue de Mussaendatomentosa (Muruganandam et al,
2016) et l'extrait aqueux deArtocarpus altilis (Sairam et Urooj, 2012), les extraits des
feuilles d’Annonaretuculata (extrait aqueux, extrait methanololique, extrait d’acétate éthyle,
extrait n-hexanique) (Pulivarthi et al., 2020), I’extrait éthanolique des feuilles de Bruguiera
Cylindrica (Pitchaipillai et, 2016).

Il est rapporté que dans les cellules de levure Saccaromyces cerevisiae, le transport du
glucose est extrémement complexe, et il est généralement admis que le glucose est transporté
dans la levure par un processus de diffusion facilité (Illiano et al., 1971) ; (Teusink et al.,
1998).

L'augmentation de I'absorption de glucose reflete la capacité des extraits a améliorer
I'utilisation du glucose par la levure. Les résultats obtenus suggérent clairement que les trois
extraits sont capables de modifier efficacement I'absorption du glucose ce qui suggére a son
tour qu'ils ont capable d'améliorer I'utilisation du glucose, ce qu’ils lui permettent de controler
la glycémie (Abirami et al., 2014) ; (Ogundele et al., 2017).

Par ailleurs, notre étude s’est intéressée aussi a 1’évaluation de I’activité antioxydant
afin de déterminer I’extrait le plus performant. En effet, cette activité a été évaluer par le test
de piégeage du radical libre DPPH. L’acide ascorbique (vitamine C) a été utilisé comme
control positive. Les résultats indiquent que 1’extrait hydro-méthanolique d’Artemisia judaica
possede une activité importante de piégeant le radical DPPH par rapport au contréle positif.
Cette activité est en corrélation avec les teneurs en composés phénoliques (polyphénols et
flavonoides). Ces derniers peuvent étre responsables de I’activité antioxydante et ont la
capacité de réduire le DPPH.

Selon Koleva et al. (2002), I’effets antioxydants de l'extrait hydro-méthanolique C.
colocynthis, polyphénol ssemblent étre des donneurs d'hydrogéene efficaces pour le radical
DPPH, en raison de leur chimie structurale idéale. Le mécanisme de la réaction entre
I'antioxydant et le DPPH dépend de la structure conformation de I'antioxydant.

L’inhibition des a glucosides et a amylase montre une stratégie importante pour
contrbler la glycémie postprandiale. Quoi que l'utilisation de l'acarbose, la drogue
principale de ce groupe est restreint a cause de ces effets secondaires. Divers chercheurs
focalisent leurs études sur les extraits des plantes contenant des inhibiteurs de 1’a glucosidase

et I’a amylase sans effets secondaires.



Conclusion et perspective :

A T’issue de ce travail, il en ressort que la phytothérapie demeure une pratique encore
largement utilisée pour le traitement de nombreuses maladies dont le diabete sucré, malgreé le
développement socioéconomique et meilleure prise en charge médicales des malades, la
phytothérapie constitue une alternative intéressant pour améliorer 1’état de santé des
populations qui ont toujours recours aux plantes médicinales pour se soigner.

Ces deux plantes peuvent étre sélectionnées comme ressource naturelle de base afin
d’isoler de composés antidiabétiques nouveaux a la base de la production de nouveaux
médicaments originaux efficaces et moins toxiques. Ils peuvent servir, en outre, comme
complément ou adjuvant dans le traitement du diabete sucré améliorant ainsi la prise en
charge des patients diabétiques.

Enfin, Les résultats obtenus au cours de cette étude in vitro représente une justification
scientifique de I’'usage traditionnel du Citrullus colocynthis et Artemisia judaica et confirment
la pertinence des remedes traditionnels dans le traitement de nombreuses maladies. Ces
résultats ne constituent qu’une premiére étape dans la recherche de substances naturelles
biologiquement actives. Cependant d’autres ¢études approfondies et des essais
complémentaires seront nécessaires et devront pouvoir confirmer les performances mises en

évidence. Et se résument dans les points suivants:

e Compléter cette étude in vitro par une expérience in vivo capable de verifier
les activités biologiques de ces extraits et de s’en assurer 1’innocuité totale et 1’absence
de risques toxicologiques de ces composés chez un modele animal de choix.

e Utiliser des méthodes plus modernes pour I’extraction des principes actifs telles que
I’extraction assistée par microondes, par ultrason ou par fluide supercritique qui
offrent un meilleur rendement et représentent des techniques saines qui protegent
I’utilisateurs et I’environnement.

e D’¢tudier la cytotoxicité de ces molécules et de déterminer les doses d’administrations
thérapeutiques optimales.

o Identifier, caractériser, et séparer les différents constituants des extraits par d'autres

méthodes: Chromatographie sur colonne, HPLC, RMN.
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