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RESUME

Cette étude s'inscrit dans le cadre d'un effort plus large visant & promouvoir I'utilisation des
plantes algériennes. Elle a pour objectif d'évaluer, a travers des expérimentations in vitro et in
vivo, les activités biologiques de certains extraits de plantes, en mettant l'accent sur
I'investigation de l'activité antioxydante et d ‘antihyperglycémiante (antidiabétique) afin de
confirmer scientifiguement leurs propriétés pharmacologiques et thérapeutiques. Plus
précisement, elle vise a réaliser une analyse phytochimique approfondie et a évaluer les
activités antioxydante et anti-hyperglycémiante de deux extraits de Centaurium erythraea,
obtenus par extraction assistée par ultrasons (Ext 1) et par macération classique (Ext 2). A cet
égard, lI'analyse gquantitative a révélé que I'extrait Ext 1 présentait des teneurs nettement plus
élevées en polyphénols (4.01 £ 0.11 mg EAG/g MS), flavonoides (0.33 + 0.002 mg QE/qg) et
tannins (2.53 £ 0.58 mg EC/g) par rapport a I'extrait Ext 2, qui a enregistré respectivement
(3.7 £ 0.06 mg EAG/g MS), (0.26 £ 0.03 mg EAG/g MS) et (1.64 £ 0.17 mg EAG/gMS). En
ce qui concerne le potentiel antioxydant, I'extrait Ext 1 a manifesté une excellente capacité de
piégeage des radicaux libres et de réduction, avec une valeur IC50 de 1.47 + 0.025 mg/mL
(test DPPH) et une valeur A0.5 de 1.53 + 0.13 mg/mL (test FRAP), surpassant ainsi l'extrait
Ext 2 (IC50 = 4.89 £ 0.11 mg/mL ; A0.5 = 2.24 + 0.29 mg/mL), comparativement a la
vitamine C utilisée comme témoin standard (IC50 = 0.21 + 0.04 mg/mL ; A0.5 = 0.029 +
0.009 mg/mL). De plus, I'effet antidiabétique a été validé in vitro via l'inhibition de I'enzyme
alpha-amylase, et in vivo par la réduction de I'hyperglycémie induite par I'alloxane chez les
rats, ou les extraits ont montré une capacité remarquable a réguler la glycémie. Ces activités
biologiques prometteuses sont étroitement corrélées a la richesse de ces extraits en composés
phénoliques bioactifs, ce qui justifie I'utilisation traditionnelle de C. erythraea et ouvre de
nouvelles perspectives pour son exploitation comme source naturelle dans I'industrie
pharmaceutique.

Mots-clés : Centaurium erythraea, Extraction assistée par ultrasons, Polyphénols,

Antioxydant, Antihyperglycémiant.



Abstract

This study is part of a broader effort to promote the use of Algerian plants. It aims to evaluate,
through in vitro and in vivo experiments, the biological activities of certain plant extracts,
focusing on the investigation of the antioxidant and Anti-hyperglycemic (antidiabetic)
activities in order to scientifically confirm their pharmacological and therapeutic properties.
More specifically, it aims to conduct an in-depth phytochemical analysis and evaluate the
antioxidant and anti-hyperglycemic activities of two extracts of C. erythraea, obtained by
ultrasound-assisted extraction (Ext 1) and classical maceration (Ext 2). In this regard,
quantitative analysis revealed that the Ext 1 extract exhibited significantly higher contents of
polyphenols (4.01 + 0.11 mg EAG/g DM), flavonoids (0.33 £ 0.002 mg QE/g), and tannins
(2.53 £ 0.58 mg EC/g) compared to the Ext 2 extract, which recorded (3.7 + 0.06 mg EAG/g
DM), (0.26 £ 0.03 mg EAG/g DM), and (1.64 + 0.17 mg EAG/g DM), respectively.
Regarding the antioxidant potential, the Ext 1 extract demonstrated an excellent free radical
scavenging and reducing capacity, with an IC50 value of 1.47 £ 0.025 mg/mL (DPPH assay)
and an A0.5 value of 1.53 £ 0.13 mg/mL (FRAP assay), thus outperforming the Ext 2 extract
(IC50 =4.89 + 0.11 mg/mL; A0.5 = 2.24 + 0.29 mg/mL), in comparison with vitamin C used
as a standard reference (IC50 = 0.21 £+ 0.04 mg/mL; A0.5 = 0.029 = 0.009 mg/mL).
Furthermore, the antidiabetic effect was validated in vitro through the inhibition of the alpha-
amylase enzyme, and in vivo by the reduction of alloxan-induced hyperglycemia in rats,

where the extracts showed a remarkable capacity to regulate blood glucose levels.

These promising biological activities are closely correlated with the richness of these extracts
in bioactive phenolic compounds, which justifies the traditional use of C. erythraea and opens
up new perspectives for its exploitation as a natural source in the pharmaceutical industry.
Keywords : C. erythraea, Ultrasound-assisted extraction, Polyphenols, Antioxidant, Anti-
hyperglycemic.
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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales font partie intégrante de la santé et du bien-étre humains depuis des
milliers d’années, constituant le fondement de nombreux systemes de médecine traditionnelle
a travers le monde. Elles sont définies comme des espéces végétales synthétisant des
composés bioactifs aux propriétés thérapeutiques précises, capables d'intervenir efficacement
dans la prévention et le traitement de diverses pathologies (Chabrier, 2010). Ces
connaissances empiriques, rigoureusement transmises au fil des générations, ont largement
contribu¢ a I’émergence de la phytothérapie moderne. Cette derniére continue d’explorer et
d’exploiter rationnellement la biodiversité végétale pour le développement de nouvelles
alternatives thérapeutiques (Petrovska, 2012). D’ailleurs, selon 1’Organisation mondiale de la
santé (OMS), plus de 80% de la population mondiale dépend encore de la médecine par les
plantes comme alternative naturelle aux molécules de synthese (Jamshidi-Kia et al., 2017).
L'intérét scientifique pour ces matrices biologiques réside dans leur immense potentiel
pharmacologique, puisqu'elles peuvent étre employées directement sous forme d'extraits
bruts, modifiées pour I'némisynthese, ou servir de modéles structuraux pour la conception de

nouveaux agents thérapeutiques plus ciblés (Gurib-Fakim, 2006).

Au ceeur des préoccupations actuelles de la recherche biomédicale se trouve le diabéte, une
affection métabolique chronique caractérisée par une hyperglycémie chronique résultant d'un
défaut de sécrétion d'insuline, d'une anomalie de I'action de cette hormone, ou de ces deux
mécanismes associés. Qu'il s'agisse du diabéte de type 1, marqué par une destruction auto-
immune des cellules pancréatiques, ou du diabéte de type 2, qui est le plus répandu et lié a
une insulinorésistance, cette pathologie engendre de profonds désordres métaboliques et est
souvent exacerbée par un stress oxydatif systémique. A cet égard, les métabolites secondaires
des plantes, notamment les composés phénoliques et les flavonoides, suscitent une attention
croissante en raison de leur capacité multi-cible & moduler ces perturbations (Rudrapal et al.,
2022). En effet, ces biomolécules exercent une action protectrice majeure en améliorant
I’expression et 1’activité des enzymes antioxydantes endogenes, renforcant ainsi les défenses
cellulaires (Mannino et al., 2022). Parallelement, leur aptitude a piéger les radicaux libres
permet de réduire significativement la production d’especes réactives de 1’oxygene (ERO),
préservant ainsi l'intégrité fonctionnelle des tissus face aux complications a long terme du
diabete (Hunyadi, 2019).
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C'est dans cette perspective de recherche purement scientifique que s’inscrit notre étude, qui
est dédiée a la valorisation biochimique et pharmacologique d'une flore locale d'intérét majeur
: Centaurium erythraea (la Petite Centaurée). Reconnue traditionnellement pour ses vertus
médicinales, cette plante requiert une évaluation scientifique rigoureuse afin de valider
objectivement son efficacité antihyperglycémiante et son innocuité. Le but principal de ce
travail est donc d'explorer le potentiel de ses extraits a travers des approches expérimentales
complémentaires in vitro et in vivo. Il s'agit d'une part, de caractériser leur pouvoir
antioxydant et leur capacité a inhiber les enzymes clés de la digestion des glucides, telles que
I'alpha-amylase, et d'autre part, d'évaluer leur effet régulateur direct sur la glycémie chez des

modeéles animaux.

Pour répondre a ces objectifs, notre travail est structuré en deux grandes sections
complémentaires : Une partie bibliographique qui dresse un état des lieux des connaissances
actuelles sur les fondements de la phytothérapie, la catégorisation des meétabolites
secondaires, le potentiel thérapeutique des composés phénoliques, ainsi que la
physiopathologie du diabete et ses enzymes clés, et une partie expérimentale qui est
consacrée, quant a elle, a la mise en ceuvre des protocoles opératoires et a l'analyse des

résultats. Elle s’articule autour de cinq axes majeurs :

o L'extraction : la préparation des extraits phénoliques a partir de C. erythraea en

utilisant de solvants (I'éthanol et I’eau distillée).

o La quantification : le dosage des teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides au

sein des différents extraits.

o L'évaluation du potentiel antioxydant :la caractérisation in vitro de la capacité
antioxydante par le DPPH, FRAP.

o L'étude enzymatique in vitro : la détermination du pouvoir inhibiteur des extraits vis-

a-vis de I'enzyme alpha-amylase.

o L'évaluation biologique in vivo : I'étude de l'effet anti-hyperglycémiant de I'extrait

aqueux suite a une administration orale chez des modéles de rats d'expérimentation.
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1.Généralités sur la phytothérapie:

D’un point de vue étymologique, le terme « phytothérapie » dérive de deux mots grecs : «
phyton » (plante) et « therapeia » (traitement). Ainsi, cette discipline se concentre sur
I’utilisation des végétaux a des fins thérapeutiques, un domaine qui a toujours occupé une

place centrale dans 1’histoire de I’humanité (Moatti, 1990).

La phytothérapie constitue une méthode de soin ancestral basée sur 1’exploitation des
propriétés médicinales des plantes pour soulager divers symptomes et affections. Bien qu’elle
soit I’'une des approches thérapeutiques les plus anciennes, elle ne saurait se substituer aux
traitements médicaux et chirurgicaux modernes dans le cas de pathologies graves, telles que
les cancers, les maladies génétiques ou les troubles auto-immuns. Toutefois, elle peut jouer un

réle complémentaire dans la prise en charge de ces affections (Gayet, 2013).

Par ailleurs, la médecine par les plantes est reconnue comme la plus ancienne forme de
médecine au monde, remontant a la préhistoire. Cependant, les fondements scientifiques
expliquant les propriétés thérapeutiques des végétaux, ainsi que 1’identification des molécules
bioactives qu’ils contiennent, n’ont été pleinement exploités qu’a partir du 19 siécle

(Jacquemard, 2019).
2. Les plantes médicinales:

Les plantes médicinales désignent des végétaux supérieurs dont différentes parties telles que
les racines, les feuilles, les fleurs, les graines ou 1’écorce sont utilisées pour leurs propriétés
bénéfiques sur la santé. Ces organes, qualifiés d’officinaux , jouent un role clé en
phytothérapie et en naturopathie, ou la guérison par les plantes occupe une place centrale.
Parmi ces plantes, on retrouve notamment la petite centaurée (Centaurium erythraea), connue
pour ses effets bénéfiques dans la régulation de la glycémie et son utilisation traditionnelle

contre le diabéte.

Leur efficacité¢ thérapeutique repose sur la présence de composés chimiques actifs, qu’il
s’agisse de métabolites primaires (comme les sucres ou les acides aminés) ou de métabolites
secondaires (tels que les alcaloides, les flavonoides ou les tanins). Par ailleurs, 1’action de ces
plantes résulte souvent de la synergie entre ces différents composés, ce qui renforce leur

potentiel curatif (Boudjema, 2019).
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3.La famille Gentianacea:

La famille Gentianacea est une famille des plantes dicotylédones, comprend 100 genres et
1800 especes, La famille des gentianacea regroupe en Basse-Normandie 6 genres qui sont
Respectivement (Figure 1) : Blackstonia, Gentiana, Gentianella, Cicendia, Exaculum et

Centaurium (Provost., 1998).

Blackstonia : 1 Gentiana : 2 Gentianella: 4  Cicendia : 1 Exaculum:1  Centaurium :7

espéce en espéces en espéces en espéce en espéce en especes en
Basse- Basse- Basse- Basse- Basse- Basse-
Normandie Normandie Normandie Normandie Normandie Normandie
(Photo : T. (Photo : T. (Photo : J. (Photo : T. (Photo : T. (Photo : T.
Bousquet) Bousquet) Waymel) Bousquet) Bousquet) Bousquet)

Figurel : Présentation des 6 genres de Basse-Normandie de la famille des Gentianacea
(Waymel et al., 2015).

Gentianaceas réparties sur I’ensemble des continents sauf dans 1’Antarctique. Les espéeces
membres de cette famille se développent dans des milieux divers : foréts tropicales savanes,
foréts tempérées, prairies, régions alpines et arctiques et les communautés littorales et
rudérales mais aussi parfois dans les marais mais jamais dans les zones aquatiques et marines
(Pringle., 2014).

4.Description Botanique et Caractéristiques Morphologiques:

C. erythraea (Gentianaceae) est une plante herbacée, annuelle ou bisannuelle, dont la
hauteur oscille généralement entre 20 et 60 cm. Le genre Centaurium, auquel elle appartient,
englobe environ 28 espéces distinctes. Sur le plan morphologique, I’espéce se caractérise par
une tige gréle, dressée et typiquement quadrangulaire. L'appareil foliaire présente un

dimorphisme marqué :
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Les feuilles basales : Plus grandes et allongeées, elles sont rigoureusement agencées en
une rosette étalée sur le sol.

Les feuilles caulinaires : De teinte vert pale, elles sont entieres, ovales-lancéolées,
sessiles et disposées de fagon opposée-décussée le long de la tige, montrant trois
nervures longitudinales bien distinctes.

L'inflorescence, particuliérement esthétique, se structure en un corymbe dense
formant de véritables bouquets terminaux au sommet des ramifications. Chaque fleur,
de type pentamére, est constituée d'un calice a 5 sépales étroits et aigus, et d'une
corolle tubuleuse d'un rose soutenu, s'ouvrant en 5 lobes profonds. L'androcée est
composé de 5 étamines dont les anthéres présentent la particularité biologique de
s'enrouler en spirale hélicoidale a maturité. Le fruit est une capsule cylindrique
déhiscente qui dépasse le calice ; elle abrite une placentation pariétale supportant une
multitude de graines minuscules aux reflets rougeatres (Figure 2) (Baba Aissa,
1999).

Figure 2 : Centauruim erythraea (Tobyn et al., 2000).
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5.Classification De La Plante:

Tableau 1 : Données taxonomiques (Arrecgros,1978).

Régne Plante
Division Magnoliopsida
Ordre Gentianales
Famille Gentianaceae
Genre Centaurium
Espéce C. erythreae

Petite centaurée .

Centaurium erythraea
Nom commun
Rafn.; Erythraea

Francais:
centaurium .
Anglais :
Common centaury ou
Arabe :

american centaury .

Meraret el h'nech, goustt el haia.
6.Répartition Géographique :

Sur le plan biogéographique, la Petite Centaurée (C. erythraea) présente une large répartition
géographique ; elle est ainsi recensée a travers 1’Europe, I’Asie, I’Amérique du Nord, ainsi

qu’en Afrique du Nord.

En ce qui concerne ses exigences écologiques et son habitat local, cette espece se retrouve
communément dans la région du Tell (notamment au sein des broussailles), ainsi que dans les
friches et les paturages humides et ensoleillés. De plus, c'est une plante qui s'adapte
préférentiellement aux biotopes caractérisés par des sols argileux, sablonneux ou encore

calcaires (Figure 3) (Debuingne, 2013).
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Indigéne Introduit

Figure 3. Répartition mondiale du genre Centaurea (Pelikan, W., 2003).

7.Utilisations Traditionnelles:

La Petite Centaurée (C. erythraea) jouit d'une réputation thérapeutique internationale,
largement documentée pour ses diverses vertus médicinales. Historiquement, les herboristes
allemands la préconisaient comme calmant nerveux pour traiter la mélancolie, tandis qu'elle
entre aujourd'hui dans la composition de la poudre de Portland (Portland Powder) pour le
traitement de la goutte. En Egypte, son usage traditionnel est plutdt orienté vers la prise en
charge de I'nypertension artérielle et des calculs rénaux. En Algérie, bien que la plante soit
empiriquement reconnue pour ses propriétés fébrifuges, toniques, stomachiques et
cholérétiques contribuant a stimuler I'appétit, son application la plus remarquable réside dans
son utilisation comme agent antidiabétique traditionnel (Baba Aissa, 1999). En effet, dans la
médecine populaire algérienne, les infusions de cette plante sont particuliérement sollicitées
pour leur capacité a réguler la glycémie. Le potentiel thérapeutique de Centaurium erythraea
est traditionnellement attribué a son action stimulante sur le pancréas, favorisant ainsi la

relance de la sécrétion d'insuline dans certains cas de diabete (Baba Aissa, 1999).
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1. Définition du diabéte:

Le diabéte sucré est un désordre métabolique chronique, d’étiologies multiples, caractérisé
par une hyperglycémie chronique due a un défaut de sécrétion d'insuline, a un défaut d'action
de cette hormone (insulinorésistance), ou a la combinaison de ces deux phénomenes. Cette
perturbation entraine des anomalies majeures du métabolisme des glucides, des lipides et des
protéines (OMS, 2019).

2.Classification du diabéte:

Le diabete sucré regroupe plusieurs formes cliniques qui se distinguent par leurs mécanismes
causes. Méme si le point commun reste I'nyperglycémie, les raisons de l'apparition de la
maladie ne sont pas les mémes d'un patient a un autre. Selon I'OMS, on classe généralement le
diabéte en deux grands types principaux : le type 1 et le type 2, en plus d'autres formes
comme le diabete gestationnel (diabete de grossesse) et Les diabétes monogéniques

(génétiques) :
2.1. Diabete de type 1 :

Le diabéte de type 1 représente environ 5 a 10 % des cas de diabete. Il s'agit d'une maladie
auto-immune caractérisée par la destruction progressive des cellules  des ilots de Langerhans
du pancréas, responsables de la production de l'insuline. Cette destruction résulte d'une
réponse immunitaire anormale au cours de laquelle les lymphocytes T reconnaissent a tort les
cellules B comme des éléments étrangers et déclenchent leur élimination. La perte progressive
de ces cellules entraine une diminution importante, puis une absence de sécrétion d'insuline,
conduisant a une hyperglycémie chronique. Les cytokines pro-inflammatoires produites lors
de cette réaction immunitaire contribuent également a l'aggravation des Iésions pancréatiques.
Le diabete de type 1 apparait le plus souvent chez I'enfant et le jeune adulte, mais peut
survenir a tout age. La prise en charge repose principalement sur I'administration exogéne
d'insuline afin de maintenir un équilibre glycémique adéquat (Figure 4) (Knip et Siljander,
2008 ; DiMeglio et al., 2018).
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Figure 4 : Les stades de la pathogenése et de la destruction des cellules \beta dans le
diabete de type 1 (Inserm, 2025)

2.2. Diabete de type 2 :

Le diabéte de type 2 (DT2) est la forme la plus répandue, touchant environ 90 a 95 % de la
population diabétiqgue mondiale. Sur le plan physiopathologique, cette pathologie se définit
par la coexistence de deux anomalies majeures : l'insulinorésistance périphérique et le

dysfonctionnement progressif des cellules \beta du pancréas.

-A. L'Insulinorésistance et le Role du Tissu Adipeux ;

Dans cette phase, les tissus cibles (principalement les muscles squelettiques et le tissu

adipeux) perdent leur sensibilité normale a I'insuline.
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Le mécanisme normal : L'insuline stimule le transport du glucose vers l'intérieur des cellules

via la translocation des transporteurs GLUTA4.

L'altération : Ce processus est fortement perturbé en présence d'une obésité viscérale. En
effet, le tissu adipeux sécréte des cytokines pro-inflammatoires (telles que le TNF-alpha et
I'IL-6). Ces molecules bloquent les voies de signalisation intracellulaires de l'insuline en
modifiant la phosphorylation de ses substrats récepteurs, ce qui empéche le recrutement de

GLUT4 a la membrane et provoque une hyperglycémie.

-B. Epuisement et Dysfonctionnement des Cellules \beta :

Pour surmonter cette résistance et maintenir une glycémie normale, le pancréas réagit
initialement par une hyperinsulinémie compensatoire. Cependant, cette surcharge chronique

mene & long terme & I'épuisement des cellules \beta.

Ce declin fonctionnel, qui réduit la sécrétion d'insuline face a I'hyperglycémie, est stimulé par
trois facteurs clés :

e La glycotoxicité : Une exposition continue a de fortes concentrations de glucose induit
un stress oxydatif qui altére les fonctions cellulaires.

e La lipotoxicité : L'élévation chronique des acides gras libres (AGL) endommage
directement les cellules beta.

e L'inflammation chronique : Les cytokines inflammatoires locales favorisent I'apoptose
(mort cellulaire programmeée) de ces cellules (Galicia-Garcia et al., 2020 ; Lu et al.,
2024).

2.3. Diabéte gestationnel :

Le diabete gestationnel (DG) correspond a une intolérance au glucose mise en évidence pour
la premicre fois au cours de la grossesse, qu’elle apparaisse ou soit diagnostiquée pendant
cette période. Cette affection métabolique, dont la fréquence est en augmentation, est
étroitement liée aux modifications des habitudes de vie, notamment 1’alimentation, a
I’¢lévation de 1’4ge maternel ainsi qu’a la hausse de 1’indice de masse corporelle (IMC). Sur
le plan clinique, le DG regroupe a la fois les anomalies glycémiques induites par la grossesse
et les cas de diabéte de type 2 préexistant mais non diagnostiqué avant la conception. Il

représente un enjeu de santé publique important en raison de son association avec un risque
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accru de complications maternelles et feetales, aussi bien a court terme qu’a long terme (Senat

et Deruelle, 2016).
2.4. Diabete monogénique :

Le diabete monogeénique est une forme rare de diabéte causée par une mutation sur un seul
gene, altérant directement le fonctionnement de la cellule béta pancréatique. Ce défaut
génetique peut blogquer la production d'insuline, comme c'est le cas lors d'une mutation du
géne HNF1A, qui empéche la transcription et I'expression normale de l'insuline. 1l peut
également perturber la détection du sucre, a I'image des mutations du géne de la glucokinase
(GCK) ; cette enzyme, qui sert de « capteur de glucose », ne parvient plus a déclencher
correctement la cascade métabolique nécessaire a la sécrétion d'insuline, entrainant ainsi une

hyperglycémie (Tallapragada et al., 2015 ; Zhang et al., 2021 ; Serbis et al., 2024).
2.5.Symptémes du diabete:

Les signes cliniques du diabéte différent selon le type de la maladie et les mécanismes
physiopathologiques impliqués. Dans le diabete de type 1, ’apparition des symptomes est
généralement rapide et marquée. Les manifestations les plus fréquentes correspondent a la
triade classique associant une polyurie, une polydipsie et une perte de poids involontaire.
Dans de nombreux cas, la maladie est révélée a I’occasion d’une complication métabolique
aigué, notamment [’acidocétose diabétique, qui constitue souvent le premier motif de

consultation et de diagnostic.

En revanche, le diabéte de type 2 évolue habituellement de maniére progressive et silencieuse.
Les patients peuvent demeurer asymptomatiques durant plusieurs années avant 1’apparition de
signes cliniques évocateurs. Lorsque des symptomes sont présents, ils sont généralement
moins spécifiques et peuvent inclure une vision trouble, une fatigue persistante ou des
manifestations liées a la déshydratation. Cette évolution insidieuse explique que le diagnostic

soit fréquemment pose a un stade relativement avancé de la maladie.

Sur le plan diagnostique, la présence de symptomes typiques d’hyperglycémie ou d’une
urgence hyperglycémique, associée a une glycémie plasmatique aléatoire > 200 mg/dL (11,1
mmol/L), permet d’établir le diagnostic du diabéte sans nécessité de confirmation par un

second test biologique (ADA, 2026).
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1. Activité antioxydant:

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a de faibles concentrations
par rapport a celles du substrat oxydable, de retarder de fagon importante ou d’inhiber

I’oxydation de ce substrat (Sies, 1997).

1.1. Stress oxydatif

Le stress oxydatif correspond a un déséquilibre entre, d’une part, la production des especes
réactives de Ioxygeéne (ERO) et, d’autre part, la capacité de I’organisme a neutraliser ces
espéces ainsi qu’a réparer les dommages qu’elles induisent. Ce déséquilibre entraine

I’apparition de 1ésions cellulaires pouvant devenir souvent irréversibles (Aravodis, 2005).

Les principaux éléments biologiques particulieérement sensibles a ce type d’endommagement

sont :

o Acide désoxyribonucléique (ADN) (altération des bases, cassure des brins)
« Protéines (modifications structurales et fonctionnelles)

o Lipides (peroxydation lipidique) (Hu et al., 2005).

Le stress oxydant joue un réle important dans la survenue de nombreuses pathologies. Il est
notamment associ¢ a 1’athérosclérose (Harrisson et al., 2003), au développement de la
cancérogenese, ainsi qu’a diverses maladies inflammatoires et neurodégénératives, comme
I’arthrite, 1’asthme, la maladie de Parkinson et la maladie d’Alzheimer. Par ailleurs, il
intervient aussi dans certaines affections métaboliques et liées au vieillissement, telles que le
diabéte, 1’arthrose, la chute des cheveux et le vieillissement (Cavin, 1999 ; Pastre et
Priymenko, 2007).

1.2. Antioxydants

Un antioxydant est une substance qui, présente a faible concentration, retarde ou prévient
significativement 1’oxydation d’un substrat oxydable (Halliwell, 1990). Son mécanisme
d'action repose sur la cession d’un électron au radical libre, stabilisant ce dernier pour
permettre son élimination naturelle sans endommager les composants cellulaires.
L'antioxydant ainsi oxydé devient inactif sans jamais se transformer en un nouveau radical

libre. Ces molécules sont soit d'origine biologique (synthétisées par l'organisme), soit
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apportées par I'alimentation, chacune possédant une localisation bien spécifique et ciblant des

radicaux libres particuliers (Hennebelle, 2006).
1.2.1. Antioxydants enzymatiques :

Les systéemes enzymatiques antioxydants comprenant principalement la superoxyde
dismutase (SOD), la catalase (CAT), la glutathion peroxydase (GPx) et la glutathion réductase
(GR) constituent la premiére ligne de défense de I'organisme contre les especes réactives de
I'oxygene (ROS pour Reactive Oxygen Species) (Garait, 2006). Ces enzymes agissent de
maniere synergique pour neutraliser les radicaux libres avant qu'ils ne causent des dommages

cellulaires irréversibles.
1.2.2.1.Les superoxydes dismutases (SOD):

Les superoxydes dismutases (SOD) sont des métalloenzymes ubiquitaires (Jacquin-Porret,
1996) qui catalysent la dismutation des anions superoxydes en dioxygene et en peroxyde
d'hydrogene (H202) (Arora et al., 2002) :

sSOD

O, +0,-+2H* H,O,+0
2 2 CuZn-SOD 2™~2 2

Mn-SOD

Fe-SOD

Chez les plantes, il existe trois types de SOD classés selon leur cofacteur métallique, dont la
localisation cellulaire est stratégiquement proche des sites de production d' O2 - (Gratéo et
al., 2006 ; Pourrut, 2008) :

Les Fe-SOD : Localisées dans le stroma des chloroplastes.
Les Mn-SOD : Situées dans les mitochondries.

Les Cu/Zn-SOD : Présentes sous forme libre dans le cytosol, ainsi qu'au niveau des

membranes thylakoidiennes (PSI) pour intercepter les électrons de la chaine photosynthétique.
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1.2.2.2. Les catalases (CAT):

La catalase (EC 1.11.1.6) figure parmi les enzymes antioxydantes majeures de la cellule
(Nandi et al., 2019). Principalement localisée dans les peroxysomes (Mishra et al., 1993),
elle agit en étroite synergie avec les SOD. Son réle consiste a catalyser la dismutation du
peroxyde d'hydrogene (H202), produit par l'action des SOD, en eau (H20) et en dioxygene

(02) selon la réaction suivante (Mesnoua, 2017) :

2H 0, —%% _s2H.0 +0

1.2.2. Les antioxydants exogenes:

Les antioxydants d'origine exogene regroupent principalement les vitamines C et E, les
caroténoides ainsi que les composés phénoliques (McCall et Frei, 1999). Parmi eux, les
polyphénols et plus particulierement les flavonoides possédent une activité antioxydante
remarquable. Celle-ci repose sur leur capacité a interrompre les réactions radicalaires en
chaine via des mécanismes de transfert d'électrons ou de protons. De plus, ils agissent comme
des agents chélateurs des ions de métaux de transition, inhibant ainsi leur pouvoir catalytique
lors du processus de peroxydation lipidique (Leopoldini et al., 2011).

1.2.3. Les antioxydants endogeénes:

Les systémes antioxydants non enzymatiques d'origine endogéne comprennent de nombreux
composés a groupement thiol. Parmi eux, le glutathion sous sa forme réduite (GSH) est le plus
prédominant. 1l joue un réle crucial en réagissant directement avec une large variété d'espéces
réactives, notamment les radicaux hydroxyles (HOe), peroxyles (RO2¢), alkoxyles (ROe),
I'oxygéne singulet (102), le peroxynitrite (ONOO-), des radicaux centrés sur le carbone, ainsi
que I'acide hypochloreux (HOCI) (Masella et al., 2005).

2. Evaluation Des Activités Biologiques Des Extraits:

2.1 .Généralités sur les métabolites secondaires des plantes:

Les plantes produisent deux types de métabolites : les métabolites primaires et les métabolites
secondaires. Ces derniers jouent un role clé dans D’interaction entre la plante et son
environnement, agissant comme des mécanismes de défense contre les herbivores et les

agents pathogénes (Quideau et al., 2008 ; Ramakrishna & Ravishankar, 2011 ; Filippis,

16



CHAPITRE HlI GENERALITES SUR LES ACTIVITES BIOLOGIQUES

2016). lls sont présents dans toutes les parties de la plante (racines, tiges, feuilles, fleurs,
graines), et leur concentration varie selon 1’espéce végétale.

En plus de permettre aux plantes de s’adapter aux différentes conditions environnementales,
les métabolites secondaires présentent des utilisations significatives en médecine et en
cosmétique pour 1’étre humain (Mansour, 2009 ; Ramakrishna & Ravishankar, 2011). Les
plantes constituent une source importante de ces métabolites, qu’elles produisent en grande
quantité et en diversité. Ceux-ci sont généralement classés en trois grands groupes, selon leurs
caractéristiques structurales (Quideau et al., 2008 ; Samec et al., 2021) : les composés
phenoliques, les alcaloides, les terpenes et les stéroides.

2.2.Les flavonoides:

Parmi les composés polyphénoliques présents dans les plantes, les flavonoides forment une
famille importante. Ils partagent une origine biosynthétique commune et possedent une
structure de base caractéristique : le noyau flavan, composé de 15 atomes de carbone,

organisé en deux cycles aromatiques (C6) reliés par une chaine de trois carbones (C3), d’ou la

formule simplifiée (C6-C3-C6) (Bennick, 2002 ; Stalikas, 2007).

Les flavonoides jouent des réles essentiels dans la vie des plantes : ils les protegent contre les
insectes herbivores et les agents pathogenes, et participent a ’attraction des pollinisateurs
(Hopkins, 2003 ; Bergeron, 2012). On les retrouve dans divers organes végétaux, notamment

les fruits, les graines, les tiges et les écorces (Filippis, 2016).

Figure 5: Structure chimique de base des flavonoides (Stalikas,2007).

Ils peuvent étre divisés sur la base de leur structural en six (06) groupes : les flavones, 14 les
flavonols, les flavan-3-ols, les flavanones, les isoflavonols, les anthocyanines (Figure 6) 15
(Samec et al., 2021).
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Flavone
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Figure 6: Structure chimique des différents groupes des Flavonoides (Stalikas, 2007).
2.3.Tannins:

Les tanins sont des composés phénoliques de masse moléculaire élevée, généralement
comprise entre 500 et 3000 Da, largement présents dans le regne végétal (Gross, 1999 ;
Kraus et al., 2003). lIs se caractérisent notamment par leur aptitude a précipiter les protéines
(Hassanpour et al., 2011). Les tanins sont classés en deux grandes catégories : les tanins

hydrolysables et les tanins condensés (Seresinhe et Pathirana, 2003).

Les tanins sont des métabolites secondaires jouant un rdle majeur dans la défense des plantes
contre les agressions causées par divers phyto-pathogenes. Ils contribuent notamment a
protéger la plante contre les insectes et les herbivores grace a un mécanisme d’astringence
(Mueller-Harvey et Mc Allan, 1992). En effet, leur présence favorise la formation de
complexes tanins—protéines salivaires dans la bouche, ce qui entraine un goQt astringent
souvent jugé désagréable et diminue ainsi 1’appétence des plantes pour les prédateurs. Par
ailleurs, les tanins peuvent perturber le fonctionnement des enzymes digestives chez ces

organismes (figure 7) (Swain, 1979).
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Figure 7: Structures chimiques des tanins hydrolysables et des tanins condensés.

2.4.Les polyphénols:

Les polyphénols, également appelés composés phénoliques, sont des métabolites secondaires
spécifiques du régne végétal (Mompon et al., 1996 ; He et al., 2008). Ils sont largement

distribués dans les différentes parties de la plante, allant des racines jusqu’aux fruits.

Bien qu’ils ne soient pas directement indispensables a la croissance et au développement du
végétal, ces composés jouent un réle essentiel dans les interactions entre la plante et son
environnement (Hynes et O’Coinceanainn, 2004). Ils participent notamment aux
mécanismes de défense contre les agressions extérieures et contribuent ainsi a la survie de la

plante au sein de son écosysteme.

Le terme « composés phénoliques » regroupe environ 10 000 molécules naturelles déja
identifiées (Hynes et O’Coinceanainn, 2001 ; Mochizuki et al., 2001). Leur structure
chimique est caractérisée par la présence d’au moins un noyau aromatique a six atomes de
carbone portant un ou plusieurs groupements hydroxyles (-OH), libres ou engages dans
d’autres fonctions chimiques telles que les éthers, les esters ou les hétérosides (Figure 8)

(Kakhlon et Cabantchik, 2002 ; Welch et al., 2002).
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Figure 8 : Structures de base des composés phénoliques (Singla et al., 2019)
3. Méthodes d'evalution des activités antioxidantes:

L’activité antioxydante de différents extraits a été évaluée a ’aide de de deux méthodes : le
piégeage des radicaux libres DPPHe (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle), ainsi que les tests

FRAP (ferric reducing antioxidant power).
3.1.Activité antiradicalaire au DPPHe :

Le test au radical libre DPPH est une méthode recommandée pour évaluer D’activité
antioxydante de composés contenant des groupes SH, NH ou OH (Salah et al,1995). Réalisé
température ambiante, il préserve l'intégrité des molécules thermolabiles. Ce test est
particuliérement adapté a 1’analyse des extraits hydrophiles riches en composés phénoliques
(Yi-Zhong, 2006). Selon la méthode de Mansouri et al, (2005), le radical DPPH, stable et
violet, absorbe a 517 nm. En présence d’un antioxydant, il est réduit, entrainant une

décoloration vers le jaune, observable par une diminution de I’absorbance (Figure 9).
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Figure 9: Réduction de DPPH par un antioxydant (Molyneux, 2004)
3.2.Test de pouvoir réducteur (FRAP) :

Le FRAP est un test qui mesure la capacité des antioxydants a transformer le fer ferrique
(Fe**) en fer ferreux (Fe*") (Figure 10). Ce processus implique un échange d’électrons. Pour
¢évaluer cette transformation, on mesure 1’intensification de la coloration bleue (appelée bleu

de Prusse) dans le mélange, a une longueur d’onde de 700 nm (Chung et al., 2002).

X Un antioxydant
Z I = N ‘ b \\
| N ‘ R N/
DN N
N = N

Felll N =
ST p
] ]

Fe¥* - TPTZ (ferricyanure de potassium) Fe** - TPTZ (fcmcyanure de potassium)

Figure 10: Réduction du fer ferrique en fer ferreux par un antioxydant (Chung et al., 2002)
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1. Matériel :

1.1. Matériel chimique:

Dans la partie appliquée de cette étude, nous avons utilisé une large gamme de produits
chimiques et de réactifs, ainsi que divers équipements et instruments de laboratoire, comme

indiqué dans le tableau 2.

Tableau 2 : Appareillage, produits chimiques et réactifs.

Produits chimiques et réactifs Materiel et appareillage
= Acide ascorbique = Agitateur magnétique
= Acide gallique

= Bain de marie
*Acétate de potassium (CH3COOK)

= Acide trichloracétique (C2ZHCI302) a 10 % = Balance électrique
= Amidon

= Bécher
=Acide thiobarbiturique (TBA)

»Acide trichloracétique (TCA) = Broyeur électrique
*Acarbose

= Centrifugeuse
*AgNO3
*Bovine Serum Albumin (BSA) = Cristallisoir

= Carbonate de sodium (Na2CO3) %7.5
= Erlenmeyer
= Carraghénane a 1%

= Catéchine = Four
* Chloroforme
= Incubateur
= Chlorure d’aluminium (AICI3) 2%
= Chlorure de calcium (CaCl2) = Micropipettes

= Chlorure ferrique (FeCI3, 6H20 pur) a 0,1 %
= Papier aluminium
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* Chlorure de sodium (NaCl)

= Diclofenac sodique

= DMSO

= DPPH

= Eau distillée

= Ethanol

= Ferricyanure de potassium (K3Fe(CN)6)

= Folin-ciocalteu (10 %)

*Enzyme a-amylase

*Glucose

» HCL (acide chlorhydrique concentre)

*H202 (peroxyde d’hydrogene )

=Jlode

= Méthanol

= Solution saline

= Solution saline tamponnée au phosphate pH =6.4
= Tampon phosphate a 0,2 mol/L (pH = 6,6)
*Tris-Buffered Saline (TBS)(Tampon salin de Tris)

* Vanilline

= Papier wattman

= PH métre

= Pipette pasteur

= Plague chauffante.

= Réfrigérateur

= Seringue graduée.

= Spectrophotometre

= Thermometre

= Tubes a essais

= Vortex

1.2. Matériel biologique

1.2.1. Matériel végétal étudié

L’espéce Centaurium erythraea a été récoltée au mois de novembre 2025 de la région

Boumerdes, village de Rabah Adlan, Hachlaf (Figure 11) et identifiée par le professeur

Chouikh Atef botaniste a l'université d'El Oued .
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Figure 11: la plante de Centaurium erythraea (https://www.helthbe

nefitstimes.com/centaury)

Les parties aériennes (tiges, feuilles et fleurs) de la plante ont été prélevées aprés avoir été
nettoyées, puis disposées sur des morceaux de tissu en une fine couche afin de faciliter
I'aération et le séchage. Elles ont ensuite été placées dans un endroit sombre, a I'abri de la
lumiére directe du soleil et de I'humidité, pendant environ 3 semaines jusqu'a ce qu'elles
soient séches. Ensuite, les feuilles, les tiges et les fleurs sont broyées dans un mixeur
¢lectrique jusqu’a obtenir une poudre, puis conservées dans des bocaux en verre hermétiques

jusqu’a leur utilisation (figure 12).

Figure 12 : Poudre des tiges, feuilles et fleurs. (original).
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1.2.2. Matériel animal

L'étude a été menée sur des souris femelles de la souche Wistar pesant entre 155 et 240
grammes et agées de 8 semaines, provenant de I'élevage de I'Institut Pasteur d'Alger. Les
souris ont été placées dans le laboratoire animalier de I'université d'El Oued a une température
de 22 + 2 °C avec un cycle avec un cycle de 12 heures de lumiere le jour et 12 heures
d'obscurité la nuit. Les souris ont recu une alimentation équilibrée et de I'eau (eau minérale).
Tout au long de I'expérience, les animaux ont été traités conformément aux regles éthiques.

2. Méthodes

Cette étude a été menée sur des extraits préparés selon des protocoles d'extraction
sélectives et spécifiques a certaines catégories de métabolites secondaires. Nous avons
préparé un extrait végétal. Ensuite, nous nous sommes concentrés sur les tests biologiques,
gue nous avons commencés par I'évaluation de I'activité antioxydante.

2.1. Extraction
2.1.1. Préparation Extraction assistée par ultrasons (EAU)

Environ 10 grammes de matiere végétale séchée et finement moulue ont été mélangés a
100 ml de solvant d'extraction (30 ml d'eau distillée ou 70 ml d'éthanol). Le mélange a ensuite
été placé dans un bain a ultrasons a une fréquence d'environ 40 kHz, a une température de 40
°C, pendant 30 minutes afin d'améliorer I'extraction des meétabolites secondaires. Apres
traitement, le mélange a été filtré pour éliminer les résidus solides, I'extrait est séché au
fourpendant au moins 48 a 72 heures a une température ne dépassant pas 45 °C. Enfin, il est
recueilli dans des tubes en verre et conservé au réfrigérateur (Figure 13) (Albu et al., 2004).

Figure 13:Extraction assistée par ultrasons (EAU) (original).
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2.1.2. Préparation des extraits par macération

L'extraction par maceération (MAE) est réalisee conformément aux méthodes publiées (Tlili et
Benine, 2022). On utilise 10 grammes de différentes parties de la plante Centaurium
erythraea (tiges, feuilles et fleurs) avec 70 ml d'éthanol a 80 % et 30 ml d'eau distillée dans un
flacon Erlenmeyer & température ambiante pendant 24 heures. Les flacons Erlenmeyer sont
entierement recouverts de papier daluminium afin d'éviter la dégradation des composés
photosensibles. Apres filtration a I'aide d'un filtre, I'extrait est séché au fourpendant au moins
48 a 72 heures a une température ne dépassant pas 45 °C. Enfin, il est recueilli dans des tubes

en verre et conserveé au réfrigérateur (Figure 14).

Faire macérer 10 g de poudre de matiére premiere végétale dans 70 ml d'éthanol et 30 ml d'ecau distillée

filtration a l'aide d'un filtre

Une fois séché. on le met dans des tubes en verre et on le conserve au réfrigérateur

Figure 14 : Schéma montrant le processus d'extraction des parties de la plante Centaurium
erythraea. (original).

28



Chapitre | : Matériel et Méthodes

2.2. Dosage des composés phénoliques:
2.2.1. Dosage de polyphénols totaux:

La méthode décrite par Chouikh et Rebiai (2020) a été adoptée, avec quelques légéres
modifications . Pour chaque extrait, 0,2 ml a été mélangé a 1 ml de réactif Folin-Ciocalteu
(10 %). Ensuite, 0,8 ml d'une solution de Na-COs a 7,5 % ont été ajoutés a tous les mélanges
dans chaque tube . Ces mélanges ont ensuite été incubés a température ambiante, a I'abri de la
lumiere, pendant 30 minutes. L'absorbance a été mesurée a 760 nm a laide d'un
spectrophotometre. Une courbe d'étalonnage a été établie a lI'aide de solutions d'acide gallique

a des concentrations comprises entre 0,005 et 0,02 mg/ml.
2.2.2. Dosage de flavonoides:

La teneur en flavonoides a été déterminée par une méthode colorimétrique utilisant du
chlorure daluminium (Chouikh et al., 2018). Nous avons apporté quelques modifications a
cette méthode : 0,75 ml d'échantillon ont été mélangés a 0,75 ml d'une solution d'AlICI (2 %).
Apres incubation pendant une heure a température ambiante dans I'obscurité, I'absorbance a
¢été mesurée a A = 420 nm a l'aide d'un spectrophotométre UV-Vis. La quercétine a été utilisée

comme référence (0,01 a 0,04 mg/ml) .
2.2.3. Dosage de tanins condenses:

Conformément a la méthode décrite par Tlili, (2015) avec quelques modifications, on
ajoute 0,1 ml de chaque échantillon ou étalon a 0,75 ml de solution de phénol (a 4 % dans du
méthanol) et a 0,375 ml d'acide chlorhydrique concentré (HCI). Le mélange est incubé
pendant 15 minutes, puis I'absorbance est mesurée a 500 nm. Les concentrations de tanins
sont déterminées a partir des courbes d'étalonnage établies en utilisant la catéchine a été
utilisée comme référence (0-0,5 mg/ml).

2.3. Biosynthese des nanoparticules d'argent (AgNPs):

Le procéde de synthése débute par la préparation d'une solution de nitrate d'argent
(AgNO:s) a 10 mM, obtenue en dissolvant 2,5 g de nitrate d'argent dans 66 mL d'eau distillée.
Le mélange doit étre conservé a l'abri de la lumiére dans un récipient opaque. Parallelement,
deux extraits végétaux (1 et 2) sont préparés a une concentration de 5 mg/mL chacun (50 mg

d'extrait dans 10 mL d'eau). Pour la réaction, deux expériences distinctes sont réalisées : dans
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la premiere, un mélange de 66 mL de solution de nitrate d'argent et de 6,6 mL d'extrait végétal
1 est préparé. Ce mélange est ensuite soumis & une agitation magnétique continue a 75 °C
pendant 30 & 60 minutes. La formation de nanoparticules est confirmée par le changement de
couleur de la solution, qui devient brun foncé, indiquant la bioréduction des ions argent. Les
particules obtenues sont ensuite purifiées par centrifugation a 5 000 tr/min pendant 30
minutes, et le précipité est lave trois fois a I'eau distillée afin d'éliminer tout résidu. Dans le
second cas, toutes les mémes étapes sont répétées en utilisant I'extrait de plante 2 (au lieu de
1) dans les mémes conditions (Figure 15) (Mahboub, 2023).

Figure 15: biosyntheses des nanoparticules d'argent (AgNPs) (original).

2.4. Evaluation des activités biologiques :

2.3.1. Activité antioxydant:

L'activité antioxydante a été évaluée par deux méthodes différentes : piégeage des radicaux

libres (DPPH) et pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP)
2.4.1.1. Test de DPPH:

L'activité antioxydante des extraits a été évaluée selon la méthode décrite par Alia et al.
(2021), avec quelques Iégeres modifications. Pour chaque extrait a différentes concentrations
(1, 2.5, 5, 7.5, 10 mg/ml), 0,75 ml a été mélangé a 0,75 ml de solution de DPPH (0,1 mmol)
dans de I’éthanol. Aprés incubation pendant 15 minutes a température ambiante dans
1I’obscurité, 1’absorbance a été mesurée a 517 nm. L'activité inhibitrice a été calculée selon la
méthode décrite par Chaouche et al., (2013).
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2.4.1.2. Test de FRAP :

La capacité antioxydant, c'est-a-dire le pouvoir réducteur du fer (Fe3+), est évaluée
dans les extraits selon le protocole décrit par Bougandoura et Bendimerad, (2013) avec
quelques modifications. Dans des tubes a essai, on introduit 1 mL de I’extrait a différentes
concentrations (0-0,7 mg/mL), ainsi que 0,625 mL d’une solution de ferricyanure de
potassium (K3Fe (CN)6) a 1 % (m/v) et 0,625 mL d’une solution tampon phosphate a 0,1
mol/L (pH = 6,6). Aprés agitation, les tubes sont incubés au bain-marie a 50°C pendant 20
minutes. Ensuite, on ajoute 0,625 mL d’acide trichloracétique (C2HCI302) a 10 % pour
stopper la réaction, et le mélange est centrifugé a 3000 tr/min pendant 10 minutes. Par la suite,
0,625 mL de surnageant est mélangé a 0,625 mL d’cau distillée et 0,125 mL d’une solution
aqueuse de chlorure ferrique (FeCl3, 6H20 pur) a 0,1 % (m/v). La lecture est effectuée en
mesurant I’absorbance a 700 nm par rapport a un blanc contenant les mémes quantités de
réactifs, en remplagant I’extrait par de I’eau distillée. Une augmentation de cette absorbance
correspond a un accroissement du pouvoir réducteur des extraits testés. La courbe
d’étalonnage de 1’acide ascorbique dont I’absorbance a été mesurée dans les mémes

conditions que les échantillons (Haddoudi et al., 2014).

2.5. Activité anti inflammatoire (BSA):
Le test anti-dénaturation a été réalisé selon la méthode décrite par Juvekar et al.,

(2009), comme suit, avec de légeres modifications apportées par Betote et al., (2020). Le
mélange réactionnel était composé d'extraits aqueux, hydroéthanoliques et éthanoliques ou de
diclofénac sodique a cing concentrations (100, 250, 500, 750,1000 pug/mL) et d'une solution
aqueuse a 5 % d'albumine sérique bovine. Le mélange a été incubé a 37 °C pendant 20 min,
puis chauffé a 70 °C pendant 15 min. Aprés refroidissement des échantillons, la turbidité a été
mesurée a 660 nm a l'aide d'un spectrophotomeétre Thermo-Fisher-Scientific (Evolution 300
UV-VIS). L'expérience a été répétée en trois exemplaires. Les données recueillies ont servi a
calculer les pourcentages d'inhibition (%l) et la concentration inhibitrice 50 (CI50) pour
chaque extrait (Betote et al., 2024).

2.6. Activité antidiabétique :

2.6. 1.Test D’inhibition De L'alpha-Amylase in vitro:

L'activité inhibitrice de I'enzyme a-amylase a été évaluée dans un extrait végetal obtenu

par extraction par ultrasons et maceration, a l'aide d'une méthode colorimétrique modifiée a
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base d'amidon et d'iode, adaptée a un test sur plaque de microtitrage a 96 puits. Cette méthode
repose sur la capacité de I'enzyme a-amylase a décomposer I'amidon en sucres plus simples.
A mesure que I'amidon se décompose, l'intensité de la couleur bleue du composé formé entre
I'amidon et l'iode diminue. Par conséquent, la quantité d'amidon restante apres la réaction
enzymatique peut étre mesurée par spectrométrie a 630 nm, ce qui permet d'estimer

I'inhibition de I'enzyme par I'extrait teste.

Une solution de substrat d'amidon a été préparée en dissolvant 200 mg d'amidon soluble dans
25 ml de solution 0,4 M dhydroxyde de sodium (NaOH), puis en la chauffant a 100 °C
pendant 5 minutes pour assurer une dissolution compléte. La solution a ensuite été refroidie a
température ambiante, son pH a été ajusté a 7,0 et le volume final a été porté a 100 ml a l'aide
d'eau distillée (Chakrabarti et al., 2014).

L'extrait végétal obtenu par extraction ultrasonique a d'abord été préparé sous forme de
solution mere a une concentration de 40 mg/ml a l'aide d'eau distillée stérile contenant 1 % de
diméthylsulfoxyde (DMSOQO) afin d'améliorer la solubilité et d'assurer une dispersion
homogéne. A partir de cette solution mére, une série de concentrations de travail a été
préparée pour obtenir des concentrations de 20, 10, 5 et 2,5 mg/ml en vue du test d'inhibition
(Granados-Guzman et al., 2022) .Pour le test sur microplaque, 40 ul de substrat d'amidon
ont été ajoutés a chaque puits d'une plaque a 96 puits, suivis de 20 pl d'extrait végétal a la
concentration spécifiée. L'acarbose a été utilisé comme inhibiteur témoin positif, tandis que le
puits La réaction a été arrétée par I'ajout de 80 uL d'HCI 0,1 M, suivi de 1'ajout de 100 pL
d'une solution d'iode-iodure de potassium (IKI) (2,5 mM) afin de faire apparaitre la coloration
bleue de I'amidon résiduel. L'absorbance de chaque puits a ensuite été mesurée a 630 nm a
I'aide d'un lecteur de microplaques. Le pourcentage d'inhibition de I'a-amylase a été calculé a

I'aide de I'équation suivante :

% d'inhibition = ((A — B) / A) x 100

ou A represente I'absorbance de la réaction témoin contenant I'enzyme et le substrat sans
inhibiteur, et B représente I'absorbance mesuree en présence de I'extrait végétal. Toutes les

experiences ont été réalisées en trois exemplaires, et les résultats ont été exprimeés sous forme
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de moyenne + écart-type afin de garantir la fiabilité et la reproductibilité des données
(Khadayat et al., 2020).

2.7.Activité antidiabétique In vivo:
2.7.1. Test toxicité:

Une étude de toxicité aigué a été menée afin de déterminer la dose létale médiane (DL50)
d'extrait. Les souris ont été mises a jeun pendant la nuit, avec uniquement de l'eau a
disposition, puis l'extrait leur a été administré par voie orale en dose unique a une
concentration différente (3 000 mg/kg). Les animaux ont été placés individuellement dans des
cages transparentes et surveillés pendant 24 heures afin de détecter toute mortalité potentielle
ainsi que tout changement de comportement, tel qu'une augmentation ou une diminution de
I'activité motrice, une ataxie, des tremblements, des convulsions, une sédation, un
larmoiement ou une mort subite. Le poids a été contrélé quotidiennement pendant 14 jours.
Ce type d'étude vise a déterminer l'indication thérapeutique d'un médicament donné et a

garantir son innocuité in vivo (Lachkar et al., 2016).

2.7.2. Induction du diabéte:

Pour induire le diabéte expérimental, les rats ont d’abord été soumis a un jeline de 12
heures minimum. Par la suite, une solution d’alloxane monohydraté (Sigma, USA) a été
préparée en dissolvant le produit dans une solution saline ajustée a pH 4,5. Chaque rat a recu
une injection intrapéritonéale unique d’alloxane a la dose de 150 mg/kg de poids corporel. Six
heures aprés 1’administration, une solution glucosee a 20 % (5 & 10 mL) a été administrée par
voie orale a chaque rat afin de prévenir ’hypoglycémie aigu€. Ensuite, durant les 24 heures
suivant 1’injection, les animaux ont eu libre accés a une solution de glucose a 5 %. Aprés une
période de sept jours, la glycémie des rats a été déterminée a 1’aide d’un glucometre
(Bionime, Suisse) apres prélévement sanguin au niveau de I’extrémité de la queue. Les rats
présentant une glycémie supérieure a 2 g/L ont été considérés comme diabétiques et retenus
pour 1’étude (Figure 16) (Belhadj et al., 2015).
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Figure 16 : Injection d'alloxane(original).
2.7.3. Répartition des groupes:

Les rats adultes males sont subdivisés en7groupes selon le traitement qu’ils regoivent.
Chaque groupe (3 rats) regoit une alimentation standard et une eau ordinaire a volonté. On

distingue 7 groupes distincts :

» Un groupe 1 de rats controle (Témoin) ; Elle a recu une alimentation standard et de I'eau

normale, ainsi qu'une administration orale de solution saline physiologique.

> Un groupe 2 de rats rendus diabétique par 1’alloxane a raison de 150 mg/kg de PC ; Elle a
recu une alimentation standard et de I'eau normale, ainsi par gavage orale de solution saline

physiologique.

» Un groupe 3; Rats diabétiques traités par voie orale avec 2 mg/kg de poids corporel de

metformine.

» Un groupe 4 (Allox + extrait 1 de C. erythraea ) ; Elle a recu par gavage voie orale un
extrait C. erythraea dissous dans une solution saline, a une dose de 300 mg/kg de poids
corporel, pendant 15 jours.
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» Un groupe 5 (Allox + extrait 2 de C. erythraea) ; Elle a recu par gavage voie orale un
extrait C. erythraea dissous dans une solution saline, & une dose de 300 mg/kg de poids
corporel, pendant 15 jours.

» Un groupe 6 Rats diabétiques induits par I'alloxane traités avec un nano-extrait 1 de C.
erythraea ; Ce groupe a recu, par voie orale (gavage), un extrait nano-forme de la plante C.

erythraea dissous dans une solution saline, pendant 15 jours.

» Un groupe 7 Rats diabétiques induits par I'alloxane traités avec un nano-extrait 2 de C.
erythraea ; Ce groupe a recu, par voie orale (gavage), un extrait nano-forme de la plante C.
erythraea dissous dans une solution saline, pendant 15 jours.

L’évolution du poids des rats des différents lots a été contrélée durant toute 1’expérience :
avant et aprés I’induction du diabéte alloxanique ainsi que pendant toute la durée du

traitement.

2.7.4. Sacrifice des rats et prélevement des échantillons:

a. Sacrifice des animaux

A l'issue de la période de traitement, les animaux sont soumis & un jetine hydrique d'une
nuit entiére. Le lendemain matin, leur poids corporel terminal est enregistré. Les rats sont
ensuite légérement anesthésiés par inhalation de chloroforme, puis immédiatement sacrifiés
par décapitation. Cette procédure est menée avec rigueur afin de minimiser le stress des
animaux, de garantir une exhalation sanguine maximale et de permettre une excision rapide

des organes.

b. Préléevement et préparation des échantillons

Echantillons sanguins : Le sang est collecté immédiatement aprés le sacrifice dans des
tubes a essai. Les échantillons sont ensuite centrifugés a 5000 tr/min pendant 10 minutes. Le
sérum ainsi décanté est délicatement aliquoté, puis congelé et conservé a -20 °C en vue des

differents dosages biochimiques ultérieurs.

Echantillons tissulaires (Foie et Pancréas) : Juste aprés le prélévement sanguin, le foie et le

pancréas sont rapidement excisés. lls sont immédiatement rincés dans une solution saline
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physiologique glacée (NaCl 0,9 %) pour éliminer les résidus de sang, puis pesés apres

séchage sur papier filtre. Les organes sont ensuite conditionnés selon les besoins analytiques :

Des fragments sont immédiatement immerges dans une solution de formol a 10 % pour les

examens histopathologiques.

Le reste des tissus est congelé pour les analyses biochimiques.
2.7.5. Etude histologique :

A la fin de I’expérimentation, les rats ont été sacrifiés et les organes d’intérét ont été
soigneusement prélevés. Les tissus ont été immeédiatement fixés dans une solution de formol a
10 % afin de préserver leur architecture cellulaire et tissulaire. Aprés la fixation, les
échantillons ont été préparés selon les techniques histologiques conventionnelles comprenant
la déshydratation progressive, la clarification et ’inclusion en paraffine. Des coupes fines ont

ensuite été réalisées a I’aide d’un microtome et déposées sur des lames de microscope.

Pour mettre en évidence les différentes structures cellulaires et tissulaires, les coupes ont été
soumises a une coloration a I’hématoxyline-éosine (H&E), méthode de référence en
histopathologie. Cette coloration permet une visualisation claire des noyaux cellulaires,
colorés en bleu-violet par I’hématoxyline, ainsi que du cytoplasme et des structures

extracellulaires, qui prennent une teinte rose sous 1’action de 1’€osine.

Les lames histologiques ainsi préparées ont été observées au microscope optique équipé d’une
caméra numérique. Les images obtenues ont été visualisées sur un écran d’ordinateur et
utilisées pour 1’évaluation des éventuelles modifications histopathologiques induites par le

diabéte ainsi que pour 1’appréciation de I’effet du traitement administré.
2.8. Techniques d’exploration physiologique:

Les fragments du foie (1 g) ont été broyés dans 9 ml de sérum salé (NaCl 0,9%) a 1’aide
d’un homogénéisateur Ultra-Turax. Les contenus des tubes ont été centrifugés a 10 000
tours/min a froid durant 10 min afin de récupérer le cytosol (surnageant). Ce dernier servira
par la suite pour le dosage des protéines totales tissulaires, la détermination du taux de
peroxydation lipidique (TBARS) ainsi que la mesure de ’activité de la catalase (CAT). Cet

antioxydant enzymatique, hautement conservé et présent chez 1’ensemble des mammiferes,
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représente une composante majeure des systemes de défense cellulaires contre les attaques

oxydatives (Réggami, 2016).
2.8.1.Dosage du taux de peroxydation lipidique tissulaire (TBARS):

La peroxydation lipidique a été évaluée par la méethode des substances réactives a l'acide
thiobarbiturique (TBARS). Cette méthode repose sur la réaction du malondialdéhyde (MDA),
principal marqueur de la peroxydation lipidique, avec l'acide thiobarbiturique (TBA) pour

former un complexe chromogene mesurable par spectrophotométrie (Yagi, 1976).

L’analyse a été effectuée dans des tubes en plastique maintenus a froid. Les réactifs ont été

ajoutés successivement comme suit :

125 pL de cytosol hépatique .

50 pL de tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4) .

_125 uL d’acide trichloroacétique (TCA) destiné a la déprotéinisation du cytosol.

Apres homogénéisation au vortex, les échantillons ont été centrifugés a 1000 tours/min
pendant 10 minutes. Ensuite, 200 puL du surnageant ont été récupérés et mélangés a 40 pL de
HCI (0,6 M) ainsi qu’a 160 pL de TBA. Les mélanges obtenus ont été¢ incubés a 80 °C durant
10 minutes. L’absorbance a été mesurée a une longueur d’onde de 530 nm. L’intensité de
cette absorbance, correspondant a la formation du complexe TBA-MDA, est directement
proportionnelle a la concentration en MDA et refléte ainsi le degré de peroxydation lipidique
des tissus (Tlili, 2020).
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CHAPITRE Il : RESULTATS ET DISCUSSION

Dans cette partie, les résultats obtenus au cours de 1’étude expérimentale seront présentés et
analyses, avec une discussion des différentes variations observées et une comparaison avec les
résultats d’autres études, afin d’évaluer I’efficacité du traitement étudié¢ et son impact sur les

différents paramétres biologiques.

1. Rendement:

Nos résultats expérimentaux ont révelé un rendement d'extraction de 30,2 % pour I'extraction
assistee par ultrasons (UAE) et de 28,5 % pour la macération. En comparant nos valeurs avec
I'étude menée sur Centaurium erythraea par EI Ouadni et al. (2024), nous constatons que nos
rendements sont supérieurs a leurs résultats, qui étaient de 21,3 % pour la décoction et 18,03
% pour le Soxhlet. Sur le plan technique, cette différence s'explique par I'efficacité de la
cavitation acoustique des ultrasons qui brisent les parois cellulaires, évitant ainsi la saturation
rapide du solvant observée lors d'une décoction classique. Par ailleurs, ces variations de
rendement ne sont pas uniquement liées aux méthodes extractives, mais dépendent également
de facteurs environnementaux. En effet, le climat, la nature du sol, la période de récolte ainsi
que les conditions de séchage de la matiére végétale influencent directement la concentration
des métabolites secondaires dans la plante, ce qui explique les écarts de rendement d'une
étude a l'autre.

2.Dosage des composés phénoliques:

Les composés phénoliques représentent des métabolites secondaires d’origine végétale dotés
d’une importante activité antioxydante, largement reconnue pour leurs effets bénéfiques sur la
santé. Les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides totaux ainsi qu’en Tannins totaux des
extraits (Extraction assistée par ultrasons et extraits par maceération) les résultats obtenus
mettent en évidence une variabilité du contenu en polyphénols totaux entre les différents
extraits étudiés (Del Rio D et al., 2013).

2.1. Dosage de polyphénols totaux :

La teneur totale en polyphénols a été déterminée par une méthode spectroscopique, adaptée de
celle décrite par Chouikh et Rebiai (2020), a l'aide du réactif de Folin-Ciocalteu. Les
résultats ont été exprimés en milligrammes d'équivalents d'acide galliqgue par gramme

d'extraits (mg EAG/g). La quantité de polyphénols a été déterminée a l'aide de I'équation de
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régression linéaire obtenue a partir de la courbe d'étalonnage établie avec de I'acide gallique
(figure 17).
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Figurel7 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

Le dosage des polyphénols totaux des deux extraits étudiés a révélé la présence de quantités
variables de composés phénoliques. D’aprés les résultats présentés dans le Figurel8 , I’extrait
1 (Préparation Extraction assistée par ultrasons ) a enregistré la teneur la plus élevée avec une
valeur de 4,01 + 0,11 mg EAG/g, tandis que I’extrait 2 (Préparation des extraits par
macération ) a présenté une teneur légérement inférieure estimée a 3,7 = 0,06 mg EAG/g.
Cette différence entre les deux extraits indique une variation dans leur capacité a extraire ou a
concentrer les composés phénoliques présents dans la matiere végétale étudiée. Toutefois, les
deux extraits montrent la présence notable de polyphénols, ce qui confirme la richesse relative

de la plante en métabolites secondaires.
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Figure 18: Teneurs en polyphénols totaux

40



CHAPITRE Il : RESULTATS ET DISCUSSION

La comparaison de ces deux valeurs avec celles rapportées dans des études antérieures
Merghem, et Dahamna,(2020) révele que nos valeurs dépassent significativement celles
précédemment enregistrées, qui n'excédaient pas 61,52 + 5,93 pg/mL (environ 0,0615
mg/mL), malgré l'utilisation du méthanol comme solvant d'extraction commun a toutes les
études comparatives. Ceci exclut I'influence du type de solvant pour expliquer cette différence

importante.

La différence observée entre les deux extraits peut s'expliquer par plusieurs facteurs,
notamment la méthode et la durée d'extraction, ainsi que la polarité des composés phénoliques
présents dans I'échantillon végétal. Certains solvants ont une plus grande capacité a dissoudre

ces composeés, ce qui influe directement sur le rendement de I'extrait. De plus, les conditions

environnementales de croissance de la plante peuvent influencer la biosynthése de ces

métabolites secondaires (Alara et al., 2021).
2.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides ont été dosés par colorimétrie (Chouikh et al., 2018). A partir d'une courbe

d'étalonnage, leur teneur dans les parties aériennes de la plante a été calculée (Figure 19).
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Figure 19: Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides.

La teneur en flavonoides (le Figure 20) montre que le premier extrait contient une grande

quantité de flavonoides, estimée a 0,33+0,002 mg équivalent quercétine/g, ce qui est la
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quantité la plus élevée par rapport au deuxiéme extrait, estimée a 0,26+0,03 mg équivalent

quercétine/g.
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Figure 20 : Teneur en flavonoide totaux.

En comparant la teneur en flavonoides totaux obtenue dans cette étude, qui varie entre (0.26+
0.03) et (0.33 £0.002 mg QE/g dw), il apparait qu'elle est nettement inférieure a celle
rapportée par I'étude de Mihaylova et al. (2019) sur les extraits de C. erythraea Rafn. En
effet, leurs valeurs oscillaient entre (1.18 +£0.07 mg QE/g dw) pour I'extrait assisté par micro-
ondes et (3.35 £0.03 mg QE/g dw) pour la teinture.

Cette divergence notable peut étre attribuée a plusieurs facteurs, notamment l'origine
géographique de la plante, les conditions environnementales, ainsi que les méthodes et les

solvants d'extraction utilisés dans chaque étude.
2.3. Dosage de tanins condensé

La détermination de la teneur en tanins s'est appuyée sur une courbe d'étalonnage préparée
avec la catéchine. Les resultats finaux, présentés dans la Figure2l , sont formulés en

milligramme (mg) d'équivalent catéchine par gramme d’extrait (mg EC/g).
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Figure2l : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins.

Les résultats de notre étude dans le Figure 22, menée sur les parties aériennes de C.
erythraea, ont révélé une variation quantitative significative de la teneur en tannins condensés
selon la méthode d'extraction utilisée. Plus précisément, I'extrait obtenu par ultrasons a
présenté la valeur la plus élevée (2,53 + 0,58 mg EC/ g), comparativement a I'extrait obtenu
par macération (1,64 + 0,17 mg EC/ g). Cette augmentation quantitative démontre l'efficacité

de I'extraction par ultrasons.
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Figure 22 : Teneurs en tanins condensés.
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En comparant nos résultats a la valeur de 12,07 + 0,97 mg EC/g rapportée par Sultani (2024)
pour les parties aériennes de C. erythraea, un écart quantitatif a été observe. Bien que
I'extraction par ultrasons ait amélioré le rendement (2,53 + 0,58 mg EC/g) par rapport au
trempage (1,64 + 0,17 mg EC/g), nos deux concentrations restent significativement

inférieures a celle rapportée dans I'étude de référence.

Cette variation quantitative peut s'expliquer par plusieurs facteurs, notamment
environnementaux et techniques. Sur le plan environnemental, les variations climatiques, le
type de sol et le stade phénologique de la plante influencent directement la biosynthése et
I'accumulation des tanins. Sur le plan technique, le choix du solvant, le rapport solide/liquide
et les conditions de séchage de la biomasse demeurent des facteurs clés expliquant la

différence de rendement observée entre les deux études.
3.Activité antioxydante :
3.1. Test du DPPH

Le test du DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhnydrazyle) a été utilisé pour évaluer l'activité
antioxydante des différents extraits de Centaurium erythraea. Ce test repose sur la mesure
spectrophotometrique de la réduction du radical DPPHe, qui se manifeste par un changement
de couleur, passant du violet (DPPHe) au jaune (DPPH-H). Cette réduction est attribuée a la
présence de composés antiradicalaires dans les extraits. Une valeur d'ICso plus faible indique

une activité antioxydante plus élevée (Kandouli C,2017 ) Figure23 .
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Figure 23: Resultats des IC50 du radical DPPH
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Les résultats du test DPPH ont montré une difference de capacité antioxydante entre les deux

échantillons ;

L’Ext 1 a présenté une valeur d’IC50 de 1,47 + 0,025 mg/ml, une valeur relativement faible
par rapport a ’Ext 2, ce qui indique que cet extrait posséde une activité antioxydante notable

ainsi qu’une bonne capacité de neutralisation des radicaux libres .

En revanche, I’Ext 2 a enregistré la valeur d’IC50 la plus élevée, soit 4,89 + 0,11 mg/ml, ce
qui traduit une activité antioxydante plus faible comparativement a D’extrait 1 , puisqu’il

nécessite une concentration plus importante pour atteindre le méme pourcentage d’inhibition

(50 %).

Les résultats de I’évaluation de ’activité antioxydante par le test DPPH ont révélé une
variation significative de la capacité inhibitrice entre les deux extraits étudiés et le composé
de référence (Vitamine C). La vitamine C a enregistré la plus faible concentration inhibitrice
médiane (IC_{50}) avec une valeur de 0,21 + 0,04 mg/mL, confirmant ainsi sa haute

efficacité en tant qu’antioxydant standard.

En ce qui concerne les extraits testés, le premier extrait (Ext 1) a montré une bonne efficacité
en enregistrant une valeur d’IC_{50} de 1,47 £ 0,025 mg/mL, surpassant nettement le second
extrait (Ext 2) qui a marqué une valeur plus élevée de 4,89 + 0,11 mg/mL. Ces résultats
indiquent que ’extrait Ext 1 possede une plus grande capacité de piégeage des radicaux libres
par rapport a ’Ext 2. Bien que les deux extraits soient moins efficaces que le composé de
référence, I’Ext 1 reste prometteur, affichant une activité environ trois fois supérieure a celle
de I’autre extrait. Les résultats du test d'inhibition des radicaux libres (DPPH) pour les extraits
étudiés ont montré une différence marquée par rapport aux études précédentes réalisées sur la
méme espéce végétale (Centaurium erythraea) (EI Ouadni,et al., 2024). Les extraits étudiés

ont enregistré des valeurs IC50 de 1.47+0.025 mg/mL et 4,89+0.11 mg/mL pour le premier et

le deuxiéme extrait, respectivement, valeurs qui refletent une activité antioxydante moderée.
A l'inverse, les résultats de référence indiquaient une activité trés élevée avec des valeurs
IC50 proches de 0.208 + 0.002 mg/mL.

La variation d'activité biologique observee dans notre étude résulte de I'influence d'une
interaction complexe de facteurs internes et externes. Sur le plan phytochimique, la

composition en métabolites secondaires est étroitement liée aux conditions pédologiques et
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climatiques spécifiques de la région de récolte. Le type de sol, l'altitude et le stress hydrique
jouent un réle crucial dans la régulation de la synthese des métabolites secondaires, tels que

les composés phénoliques et les flavonoides, caractérisés par leurs propriétés antioxydantes.

Les parametres d'extraction — tels que la température, la durée d'extraction et la polarité du
solvant — affectent significativement l'efficacité d'extraction de ces composés. Bien que nos
résultats présentent une marge d'erreur plus importante que les études de référence, ils
confirment sans équivoque la présence de molécules biologiquement actives dotées d'une

remarquable capacité antioxydante.

3.2. Test de FRAP :

L'efficacité des composés trouvés dans les deux extraits étudiés a été évaluée en utilisant la

méthode de réduction du ferrique (Fe3+) en ferreux (Fe2+) (figure24).
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Figure24 : Resultats des A0,5 de la réduction de fer.

Les résultats du test de pouvoir réducteur ferrique (FRAP) ont indiqué que les deux extraits
possédent une activité antioxydante, se manifestant par leur capacité a réduire les ions
ferriques, avec une différence nette d’efficacité entre eux. L’Ext 1 a présenté une valeur A0.5
de 1,53 £ 0,13 mg/mL, tandis que I’Ext 2 a affiché une valeur A0.5 plus élevée de 2,24 + 0,29
mg/mL. Etant donné qu’une valeur A0.5 plus faible refléte une plus grande capacité

réductrice, I’extrait 1 a montré une activité antioxydante plus prononcée que 1’extrait 2.
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Lors de la comparaison des résultats du test FRAP (facteur de chélation du fer) entre les deux
extraits étudiés, une différence significative des valeurs AO,5 a été observée. La vitamine C,
en revanche, a présenté la valeur la plus faible, estimée a 0,029 + 0,009 mg/ml.

Conformément au principe du test, qui indique qu'une valeur A0,5 plus faible reflete une
capacité de chélation du fer plus élevee, la vitamine C présente I'activité antioxydante la plus
importante des deux extraits, suivie de I'extrait 1, puis de I'extrait 2. De plus, la différence
significative entre les deux extraits végétaux souligne I'efficacité supérieure de chélation du

fer de I'extrait 1 par rapport a I'extrait 2.

Les résultats révélent que la Vitamine C testée présente le pouvoir réducteur le plus puissant
(29 £9 ug/mL}), surpassant le Trolox de référence (54,74 £3,85 ug/mL}), ce qui atteste de la
sensibilité du systeme réactionnel. En revanche, I'huile essentielle de référence (CEEOQ)
affiche une efficacité antioxydante nettement supérieure (65,34 £3,71 ug/mL}) a celle de nos
extraits bruts, Ext 1 (1530 + 130 ug/mL}) et Ext 2 (2240 £290 ug/mL}). Cette supériorité
quantitative, documentée par Aanniz et al. (2025), s’explique par la richesse du CEEO en
composes volatils purs (tels que le Menthol et le Carvacrol), contrairement a la complexité
matricielle de nos extraits bruts. Néanmoins, I'Ext 1 se distingue par une meilleure dynamique

réductrice que I'Ext 2, suggérant une concentration plus élevée en composés phénoliques.

Cette différence est due a la nature des extraits : I'huile essentielle (CEEO) est un concentré
pur de molécules actives (menthol, carvacrol) qui réagissent immédiatement. En revanche,
nos extraits sont bruts et complexes, contenant d'autres substances qui diluent les composés

phénoligues, ce qui nécessite une concentration plus élevée pour réduire le fer.
4. Test de dénaturation de I'albumine sérique bovine (BSA) :

Le test d'inhibition de la dénaturation des protéines sériques (BSA) vise a évaluer la capacité
anti-inflammatoire des extraits de plantes en mesurant leur capacité a stabiliser les protéines et

a empécher leur dénaturation sous l'influence de facteurs stimulants Voir I'image ci-dessous.
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Figure25: Evaluation de I’activité anti-inflammatoire in vitro (BSA) des extraits de C.

erythraea et du diclofénac sodique.

Les résultats du test d’inhibition de la dénaturation de I’albumine sérique bovine (BSA) ont
montré une différence notable entre les deux extraits végétaux étudiés en termes d’activité
anti-inflammatoire. L’EAU a présenté une valeur de 2,73 + 0,39 mg/mL, tandis que ’'MAE a
enregistré une valeur plus élevée de 4,92 + 0,59 mg/mL.

Ces résultats indiquent que I’EAU posséde une activité inhibitrice plus importante que I’
MAE, en raison de sa plus faible concentration nécessaire pour obtenir 1’effet recherché.
Globalement, les deux extraits ont présenté une capacité a inhiber la dénaturation des

protéines, avec une meilleure efficacité observée pour EAU.

Par rapport au diclofénac utilisé comme référence, les deux extraits végétaux ont présente des
valeurs plus élevées. Le dic a enregistré une valeur de 0,13 + 0,0049 mg/mL, tandis que celles

des extraits EAU et MAE étaient nettement supérieures. Ces résultats montrent une différence

entre les echantillons étudiés en termes de capacité inhibitrice de la dénaturation des
protéines, le dic restant la valeur la plus faible par rapport aux extraits végétaux, ce qui

indique une activité inhibitrice plus élevée du dic par rapport aux extraits étudiés.

La comparaison entre les valeurs d’EC50 obtenues dans notre étude et celles rapportées dans
I'étude de référence de Bensaad et al. (2022) montre une bonne concordance pour le composé
de référence (diclofénac sodique), avec une valeur de 0,13 + 0,0049 mg / ml dans notre travail

contre 0,116+0.00019 mg / ml publiée par ces auteurs.
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En ce qui concerne les extraits végétaux, notre étude a enregistré des valeurs d’EC50 plus
élevées, soit 2,73+ 0.28 mg / ml pour EAU et 4,92+ 059 mg / ml pour ’'MAE,
comparativement aux valeurs obtenues par Bensaad et al., (2022) qui sont de
0,335+_0.00003 et 0,338+_0.00007 mg / ml respectivement.

Cette différence peut étre attribuée a plusieurs facteurs chimiques et botaniques majeurs
notamment, la différence liée au lieu et a l'origine de la récolte (origine géographique), aux
conditions environnementales et climatiques auxquelles la plante a directement participé
jusqu'a présent, en plus de la nature des contributeurs aux technologies et de la pureté des
solvants utilisés, qui est devenue la caractéristique la plus importante pour concentrer le

composé phénolique qui agit encore pour combattre I'inflammation.
5.Test d’inhibition de 1'alpha-amylase :

Notre étude révele que les parties aériennes de C. erythraea inhibent efficacement I'enzyme

alpha-amylase in vitro (Figure 26).

Les résultats de ’activité inhibitrice de 1’a-amylase montrent une différence marquée entre les
deux méthodes d’extraction étudiées. La préparation par extraction assistée par ultrasons a
présenté une forte capacité d’inhibition avec une valeur d’ICso de 11,09 + 0,24 ug/mL ,
indiquant une activité biologique importante vis-a-vis de 1’enzyme. En revanche, la
préparation des extraits par macération a enregistré une valeur d’ICso beaucoup plus élevée,
estimée a 146,21 + 2,60 pug/mL , traduisant une faible activité inhibitrice. Etant donné que
I’efficacité inhibitrice est inversement proportionnelle a la valeur d’ICso, les résultats obtenus
démontrent clairement que 1’extraction assistée par ultrasons possede un potentiel

antidiabétique nettement supérieur a celui de la macération.

Les résultats de 1’évaluation de 1’activité inhibitrice de I’a-amylase ont révélé une variation
significative de la capacité inhibitrice entre les deux extraits étudiés et le composé de
référence (Acarbose). L’ Acarbose a enregistré la plus faible concentration inhibitrice médiane
(ICs0) avec une valeur de 2,79 + 0,39 pg/mL, confirmant ainsi sa haute efficacité en tant

qu’inhibiteur de référence de 1I’a-amylase.

En comparant nos résultats avec ceux rapportés dans 1’étude réalisée par Bouyahya et al.
(2019) sur les huiles essentielles de C. erythraea, une différence notable de 1’activité

inhibitrice de I’a-amylase a été observée. Dans notre étude, EAU a présenté une forte activité
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inhibitrice avec une ICso de 11,09 £+ 0,24 pg/mL, valeur inférieure a celles enregistrées pour
les huiles essentielles aux différents stades végétatifs dans 1’étude de Bouyahya et al. (2019),
notamment le stade végétatif (31,91 + 0,336 pg/mL), le stade post-floraison (94,99 + 1,263
pg/mL) et le stade floraison (168,62 + 0,636 pug/mL). Ces résultats suggerent que Ex1 possede
une activité inhibitrice plus importante que les extraits rapportés dans cette étude comparative.
En revanche macération, avec une ICso de 146,21 + 2,60 pg/mL, a montré une activité plus
faible, proche de celle observée au stade de floraison dans 1’étude de Bouyahya et al. (2019).
Par ailleurs, 1’ Acarbose utilisé dans notre étude a présenté une activité inhibitrice trés élevée
(ICso = 2,79 £ 0,39 ug/mL), contrairement a I’étude comparative ou 1’Acarbose a enregistré
une valeur beaucoup plus élevée (396,42 + 3,54 pg/mL).

Cette différence peut s’expliquer par plusieurs facteurs dont la nature des extraits utilisés, la
composition phytochimique de la plante et les conditions expérimentales appliquées. Notre
travail portait en effet sur des extraits végétaux, alors que 1’étude comparative concernait des
huiles essentielles de C. erythraea dont la composition chimique difféere considérablement. De
plus, la teneur en composés bioactifs, particulierement les polyphénols et les flavonoides
connus pour leur pouvoir inhibiteur de I’a-amylase, varie selon le stade de développement de
la plante, la méthode d’extraction et la polarité du solvant utilisé. Par ailleurs, des facteurs
environnementaux tels que les conditions climatiques, la nature du sol et la période de récolte
peuvent également influencer la biosynthése des métabolites secondaires et entrainer des

variations dans 1’activité biologique observée.
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Figure 26 : Activité inhibitrice de I'enzyme alpha-amylase de I'extrait de plante de C.

erythraea

50



CHAPITRE Il : RESULTATS ET DISCUSSION

6.Test toxicité :

L'évaluation de la toxicité aigué in vivo des extraits des parties aériennes de C. erythraea a été
meneée par voie orale (gavage) chez des souris, en administrant une dose limite unique de
3000 mg/kg. Ce protocole standardisé permet d’estimer la dose Iétale 50 (DL50),
correspondant a la dose minimale capable d'induire la mortalité de la moitié de la population

animale dans les 24 a 48 heures, avec un suivi prolonge sur 14 jours.

Durant la période de suivi, aucune différence statistiquement significative de poids corporel
n'a été observée entre les groupes controle et traité. De plus, lI'administration de I'extrait n'a
entrainé aucun déceés ni signe manifeste de toxicité, tels que convulsions, ataxie, diarrhée ou
modification du volume urinaire, méme au cours des 48 premieres heures d'observation.
Aucun comportement anormal n'a été observé chez les animaux testés. Par conséquent, nous
pouvons conclure que la DL50 orale médiane de nos extraits est supérieure a 3 000 mg/kg
chez la souris. Ces résultats préliminaires indiquent la relative innocuité et I'efficacité de C.

erythraea.
7. Etude histologique :

7.1. Etude histopathologique comparative du Foie:

L'analyse histopathologique comparative met en évidence I'impact délétére de I'alloxane ainsi
que l'efficacité variable des stratégies thérapeutiques testées :

Groupe témoin : Architecture hépatique parfaitement préservée. Les travées d'hépatocytes
s'organisent de facon radiaire autour de la veine centrale, les sinusoides sont intacts et aucune
Iésion n'est visible.

Groupe diabétique non traite : Présente des lésions sevéres signant un stress oxydatif intense.
On observe une désorganisation tissulaire, une vacuolisation cytoplasmique diffuse, une
nécrose nucléaire et une congestion sinusoidale.

Groupe Metformine : Amélioration significative de I'histoarchitecture. Cela se traduit par une
réduction de l'inflammation péri-portale, une diminution des altérations cellulaires et une

restauration partielle des travées d’hépatocytes.
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Extraits de C. erythraea : Effet hépatoprotecteur avéré. L'extrait assisté par ultrasons (AUE)
se montre supérieur & I'extrait aqueux conventionnel pour atténuer les lésions dégénératives et
préserver la structure lobulaire.

Nanoémulsions : Elles boostent littéralement I'efficacité des extraits. La nanoformulation de
I'extrait aqueux induit une nette amélioration tissulaire avec une quasi-disparition de la
stéatose. Quant a la nano de I'extrait AUE, elle offre la protection la plus puissante, restaurant
une structure proche du groupe témoin, avec une activité comparable a celle de la metformine
(Figure 26).

Témoin Diabétique non traité Metformine

Nanoémulsions (MAE)

Figure 27 : Coupes histologie de tissu hépatique. (original).
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7.2. Etude histopathologique comparative du pancréas:

L’examen histopathologique des coupes pancréatiques des différents groupes expérimentaux a
mis en évidence des altérations morphologiques variables en fonction des traitements
administrés. Le lot témoin a présenté une architecture pancréatique normale, caractérisée par
des acini exocrines bien organisés et des ilots de Langerhans bien individualisés, présentant
une cellularité dense et une morphologie réguliére. En revanche, le lot diabétique non traité a
montré d’importantes 1ésions histologiques, se traduisant par une réduction de la taille et du
nombre des Tlots de Langerhans, une désorganisation cellulaire marquée ainsi que des
phénomenes de vacuolisation et de nécrose, témoignant de I’effet cytotoxique de ’allox sur
les cellules B pancréatiques.

Le traitement par la metformine a permis une amélioration notable de I’intégrité du tissu
pancréatique, avec une restauration partielle de la structure des flots endocrines et une
diminution des lésions observées. Les groupes traités par les extraits de C. erythraea ont
¢galement montré une récupération progressive de 1’architecture pancréatique. Cette
amélioration était modérée chez les animaux ayant recu I’AUE, tandis qu’elle était plus
prononcée dans le groupe traité par ’extrait MAE, caractérisé par des ilots plus volumineux et
une cellularité accrue. Par ailleurs, les formulations nano-émulsionnées ont présenté les effets
les plus marqués, notamment la nano-émulsion de MAE qui a permis une restauration quasi
complete de 1’organisation histologique du pancréas, avec des ilots de Langerhans bien
développés et une nette réduction des altérations tissulaires.

Dans I’ensemble, ces observations suggéerent que les extraits de C. erythraea, particulierement
sous forme nano-émulsionnée, exercent un effet protecteur vis-a-vis des Iésions pancréatiques
induites par I’alloxane. Cette activité pourrait étre attribuée a la richesse de la plante en
composés bioactifs a propriétés antioxydantes, capables de limiter le stress oxydatif et de

préserver 1’intégrité des cellules B pancréatiques (Figure 28).
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EAU MAE Nanoémulsions (EAU)

Nanoémulsions (MAE)

Figure 28 : Coupes histologiques du pancréas coloré a I’hématoxyline. (original).

7.3.Taux de la peroxydation lipidique :

L'analyse des taux du malondialdehyde (MDA) au sein de notre étude, exprimés en nmoles de
MDA/mg de protéine, révele un impact direct et délétére du diabete expérimental sur
I'intégrité membranaire. Le groupe témoin affiche une valeur physiologique basale et stable
de 4.326, témoignant d'une balance oxydative parfaitement équilibrée en conditions normales.

En revanche, l'induction du diabéte chez le groupe allox provoque une élévation critique et
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massive du taux de MDA qui culmine a 15.97, confirmant une peroxydation lipidique intense
des membranes cellulaires sous I'effet du stress oxydatif aigu. Cependant, I'application de nos
traitements permet de fléchir significativement cette toxicité; I'administration du traitement de
référence met ramene le MDA a 7.49, tandis que IEAU libre et I' MAE libre réduisent ces
taux a 6.86 et 7.51 respectivement. De maniere remarquable, nos formulations innovantes a
base de nanol et nano 2 stabilisent solidement la peroxydation lipidique a des valeurs
respectives de 8.03 et 7.25, démontrant la haute performance de nos vecteurs

nanoparticulaires (le tableau 3) .
tableau3d : Taux de la peroxydation lipidique

Nano2 Nanol MAE EAU Met Alox Te Parametres

nmoles de
7.25 8.03 7.51 6.86 7.49 15.97 4.326 MDA/mg

Ces observations et cette dynamique globale de correction corroborent parfaitement les
données de I'étude de référence d'Athaya et al. (2026). Dans leur travail, converti selon notre
unité de mesure (nmoles de MDA/mg de protéine), I'nyperglycémie induite par l'allox a
généré une hausse hautement significative de 50.6% des concentrations de MDA, faisant
passer les valeurs d'un taux basal de 4.32 chez les témoins a un pic pathologique de 6.51 chez
les diabétiques, traduisant une accumulation majeure de radicaux libres et une altération
flagrante de la balance antioxydante. De plus, I'étude d'Athaya et al. (2026) a démontré que
l'utilisation d'extraits végétaux permet de restaurer I'équilibre oxydatif de facon dose-
dépendante en induisant une baisse du MDA allant jusqu'a 48.5% (soit une valeur équivalente
a 3.35), rejoignant ainsi l'efficacité protectrice et la réduction drastique que nous avons
enregistrées avec nos extraits libres et nos formulations de nano 1 et nano 2. Ce parallélisme
scientifique rigoureux confirme indubitablement que les agents thérapeutiques employés dans
notre étude possedent des propriétés antioxydantes et piégeuses de radicaux libres hautement

performantes.

Ces écarts s’expliquent principalement par la variation des doses, la nature et la concentration
des extraits utilisés, la durée de I’expérimentation, ainsi que les différences de souches
animales et des conditions expérimentales, ce qui justifie les divergences observées tout en

conservant le méme profil biologique global.
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7.4. Etude des variations des paramétres biochimiques sériques :

Le tableau présente les résultats des analyses biochimiques effectuées sur les différents
groupes €tudiés, ou les taux des biomarqueurs liés au diabéte ainsi qu’aux fonctions rénale et
hépatique (tels que I’HbAlc, la glycémie, 1’urée, la créatinine, les TGO et les TGP) ont été
mesurés (Tableau 4).

Tableau 4 : Effet des différents composeés et extraits étudiés sur certains parametres

biochimiques et hématologie.

Analyse HbAc Gly Ureé Creat TGO TGP

% g/l g/L mg/L Ul/L uUl/L

Te 510 1+0 0.2+0 7+0 20+0 10£0
Allox 6.55+£0.25 1.5+0.1 0.7x0.1 211 4515 24.5+£0.5

Met 6.1+0.06 1.05+0.1  0.35+0.04 12.33+1.11 22+0.66 12+0.66
EAU 5.15+0.03  0.83+0.07 0.18+0.06 7+0.66 18+0.66 12.7+0.2
MEA 5.35+0.03  0.73+0.06 0.12+0.06 8.83+0.88 18+1.33 10+0.66
Nanol 5.02+0.01  0.69+0.01 0.19+0.06 7+0.66 12.66+1.55 9+0.66

Nano2 5.12+#0.08  0.72+0.02 0.22+0.06 8.16+0.77 11+0.66 9.33+1.11

% Hémoglobine glyquée (HbALc) :

L’induction par l'alloxane provoque une hausse significative du taux d’HbAlc (6,55
+ 0,25%) par rapport au témoin (5 £ 0%), traduisant une hyperglycémie prolongée. La
metformine induit une réduction modérée (6,1 + 0,06%), alors que les extraits de C. erythraea
affichent une baisse plus marquée, atteignant 5,15 + 0,03% (EAU) et 5,35 + 0,03% (MEA).
La formulation nanoparticulaire Nanol démontre la meilleure efficacité avec un quasi-retour a

la normale (5,02 £ 0,01%), confirmant un excellent contréle glycémique a long terme.

En confrontant nos observations avec les données de I'étude de référence publiée par Arshad
et al. (2022), de fortes convergences pharmacologiques apparaissent, bien que des
divergences d'amplitude thérapeutique subsistent. Dans le modele d'Arshad et al. (2022),
I'induction du diabete a provoqué une hausse drastique de I'HbAlc atteignant environ 11%
chez le groupe témoin non traité (soit une augmentation de 95,5% par rapport aux rats sains),

révélant un état pathologique initial plus sévére que notre controle établi a 6,55%. Sur le plan
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thérapeutique, cette étude indique que I'administration prolongée de I'extrait méthanolique et
de la fraction d'acétate d'éthyle de Saussurea hypoleuca a réduit I'HbAlc de 35,7% et 36,8%
respectivement, stabilisant les valeurs finales autour de 7,2% et 7,0%. Comparativement, nos
formulations avancées en particulier les nanosystemes et les extraits fractionnés surpassent
ces performances en abaissant I'HbALc a des seuils optimaux compris entre 5,02% et 5,35%,
des valeurs plus proches des normes physiologiques. Néanmoins, les deux travaux s'accordent
sur le plan mécanistique : I'usage de principes actifs d'origine végétale contribue efficacement
a preserver l'intégrité des cellules béta pancréatiques et a stimuler la sécrétion d'insuline,

limitant ainsi de maniére significative le processus de glycation de I'hémoglobine.
% Glycémie:

L’analyse des variations de la glycémie a jeun met en évidence une activité
hypoglycémiante importante des différents traitements administrés. L’induction du diabéte
par I’alloxane a provoqué une augmentation marquée de la glycémie chez le lot diabétique,
atteignant 1.5 + 0.1 g/l, comparativement au lot témoin sain qui a conservé une valeur
physiologique normale de 1 + 0 g/l. Cette hyperglycémie est principalement attribuée a
I’action cytotoxique de 1’alloxane sur les cellules p pancréatiques, entrainant une diminution

de la sécrétion insulinique.

Le traitement par la metformine a permis une réduction significative de la glycémie, avec une
valeur de 1.05 + 0.1 g/l, traduisant P’efficacité¢ du traitement de référence et la validité du
modele expérimental utilisé. Par ailleurs, les extraits aqueux et méthanoliques ont montré une
activité antidiabétique notable, en abaissant respectivement la glycémie a 0.83 £ 0.07 g/l et
0.73 £ 0.06 g/l.

Les formulations nanoparticulaires ont présenté 1’effet hypoglycémiant le plus prononce, avec
des valeurs de 0.69 + 0.01 g/l pour nanol et 0.72 + 0.02 g/l pour nano2. Cette amelioration de
I’efficacité thérapeutique pourrait étre liée a une meilleure biodisponibilité des composés

actifs, favorisant une libération plus contrélée ainsi qu’une meilleure interaction cellulaire.

La comparaison avec 1’étude de Saberi-Hasanabadi et al. (2026) révéle une concordance
importante des résultats obtenus. Les valeurs glycémiques du lot témoin ainsi que celles du
traitement par la metformine sont trés proches entre les deux études, confirmant la
reproductibilitt du modele expérimental. Toutefois, contrairement au Diméthylfumarate

utilisé¢ dans I’étude de référence, dont I’effet hypoglycémiant demeurait limité avec une valeur
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minimale de 1.53 + 0.84 g/I, nos formulations, particuliérement les nano-formulations, ont

permis un retour vers des valeurs glycémiques quasi physiologiques.
% Urée et la Créatinine :

L’évaluation des biomarqueurs de la fonction rénale au cours de notre étude, a savoir
I'urée et la créatinine, révele des variations hautement significatives entre les différents lots
expérimentaux. Chez notre lot témoin sain (Te), les concentrations sériques d'urée et de
créatinine sont maintenues a des valeurs physiologiques normales, enregistrant
respectivement 0,2 +0 g/L et 7 + 0 mg/L. A l'inverse, l'induction du diabéte par l'alloxane
chez notre lot pathologique (allox) a provoqué une altération rénale sévére, objectivée par une
élévation drastique et concomitante de I'urée (0,7 + 0,1 g/L) et de la créatinine (21+ 1 mg/L).
Cette hyperazotémie associée a une augmentation de la créatininémie traduit manifestement
I'installation d'une insuffisance rénale aigué, consécutive a la toxicité cellulaire de I'alloxane

et au stress oxydatif induit par I'état hyperglycémique chronique.

L'administration de la metformine comme molécule de référence dans notre protocole (lot
met) engendre une réduction notable de ces parameétres (0,35 + 0,04 g/L pour l'urée et 12,33+
1,11 mg/L pour la créatinine). Néanmoins, l'aspect le plus remarquable de nos résultats réside
dans l'efficacité thérapeutique supérieure des lots traités par nos propres extraits,
particulierement le lot aqueux (EAU) et nos formulations nanoparticulaires (nanol et nano2).
Ces derniers ont induit un rétablissement quasi-total des fonctions rénales, ramenant l'urée a
des taux oscillant entre 0,18 et 0,22 g/L, et la créatinine a des valeurs physiologiques

optimales comprises entre 7 et 8,16 mg/L, surpassant ainsi I'effet de la metformine seule.

une comparaison avec menée par Atanu et al. (2021), aprés conversion de leurs unités
(mg/dl) vers le systeme métrique adopté dans notre travail (g/L pour l'urée et mg/L pour la

créatinine).

Dans cette etude de référence, I'état diabétique non traite (Diabetic untreated) induit une
néphropathie nettement plus agressive, caractérisée par une urée plasmatique s'élevant a 1,35
+0,04 g/L (135,50 + 4,38mg/dl) et une créatinine a 26,3 +1,1mg/L (2,63 £ 0,11 mg/dl). Cette
comparaison inter-études révele que l'atteinte rénale initiale était plus sévére dans le modele
de Atanu et al. (2021) par rapport au nétre (0,7 g/L et 21 mg/L). En outre, le traitement par la

metformine seule dans I'étude de référence montre une correction moderée (Urée = 0,82 +0,02
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g/L ; Créatinine = 17,0 £ 0,6 mg/L), tandis que dans notre expérimentation, la metformine a

manifesté une meilleure efficacité protectrice.

L'analyse comparative majeure repose sur le potentiel thérapeutique des extraits végétaux.
Chez Atanu et al. (2021), I'administration isolée des extraits d’/Annona muricata (AME) ou de
Tapinanthus globiferus (TGE) n'a pas permis une rémission compléte des biomarqueurs
rénaux, nécessitant une co-administration synergique avec la metformine pour abaisser l'urée
a une valeur minimale de 0,69 +0,01 g/L (69,25 +1,32 mg/dl). A l'inverse, nos formulations
originales (notamment nos extraits aqueux et nos systémes nano-engagés) ont démontré une
performance thérapeutique nettement supérieure. Sans aucune association médicamenteuse,
nos extraits ont réussi a restaurer l'intégrité glomérulaire de maniere monothérapeutique, se
révélant plus efficaces pour normaliser la clairance de la créatinine et la filtration de I'urée que

les thérapies combinées de I'étude de référence.
% (TGOITGP)

Les analyses biochimiques révélent un impact direct du diabéte expérimental sur
I'intégrité hépatique, suivi d'une correction remarquable par les traitements. Chez le groupe
témoin, le taux de TGO est physiologiquement stable a 20 £ 0 UI/L. En revanche, le groupe
diabétique non traité (Diabetic Model) présente une hausse critique a 45 £ 5 UI/L (liée a
l'augmentation de la TGP), traduisant une cytolyse hépatique aigué induite par le stress
oxydatif hyperglycémique. L'application des traitements (met, EAU, MEA, nanol, nano2)
engendre une réduction progressive et significative de cette activité enzymatique, ramenant la
TGO de 22 + 0.66 UI/L jusqu'a une valeur optimale de 11 + 0.66 UI/L. Ce rétablissement
confirme l'effet hépatoprotecteur des agents testés et la restauration des membranes
cellulaires. Ces variations de la fonction hépatique (TGO/AST et TGP/ALT) concordent
parfaitement avec les mécanismes décrits par Kimsanova et al. (2025). Selon ces auteurs, le
diabete induit par l'allox génére un stress oxydatif aigu qui altere les membranes
hépatocytaires, élevant séverement les aminotransférases plasmatiques ; ce qui corrobore le
doublement de la TGO (45 + 5 UI/L) chez nos rats diabétiques. De plus, la chute drastique de
la TGO (22 £ 0.66 a 11 + 0.66 UI/L) sous I'effet de nos traitements est superposable a l'action
correctrice de la metformine et des complexes de taurine rapportée par Kimsanova et al.
(2025). Cela confirme que les agents employés dans notre étude possédent de puissantes

propriétés antioxydantes et hépatoprotectrices.
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Nos résultats sont proches de ceux des autres études, mais nos extraits et nos nanoparticules
(nanol et nano2) ont montré une efficacité légérement supérieure. Ce succes est lié a plusieurs
facteurs, notamment le climat et la région de récolte de la plante qui influencent la qualité des
principes actifs. De plus, la précision de nos matériels et produits utilisés a permis d'obtenir
une meilleure préparation. Enfin, la technologie nano a facilité I'absorption des substances

actives dans le corps, ce qui a mieux corrige les analyses biologiques.
7.5.Evaluation des paramétres hématologiques :

Les reésultats de la numération formule sanguine (FNS) présentés dans le tableau ci-dessus

mettent en évidence des modifications notables entre les différents groupes expérimentaux.

le tableau 5:Effet des différents composés et extraits étudiés sur certains paramétres de la

formule numération sanguine (FNS).

FNS GBx 10%/pL HB g/dL PLTx 10%/pL

Te 5+0 1240 250+0
allox 16.5+0.7 8.5+0.7 175+7.07

met 8+2 12.66+1.53 246.6625.16
EAU 7.33+1.53 12+1 250+17.32
MEA 9.33+3.21 11.66+0.58 220+10
Nano1l 8.33+1.53 11+1 27020
Nano2 9.33+1.53 11+1 262+40.2

% Globules blancs (GB) :

Dans notre étude, le lot témoin sain (Te) présente une valeur physiologique normale des
leucocytes de 5 + 0 x 10%/uL. A la suite de I’induction du diabéte par 1’alloxane, une
augmentation importante et significative est observée (16,5 + 0,7 x 103/uL), traduisant un état
inflammatoire marqué et un stress immunitaire aigu. Apres traitement, une diminution nette
du taux de GB est enregistrée chez les groupes traités par la metformine (8 + 2), I’extrait
aqueux (7,33 £ 1,53), P’extrait méthanolique (9,33 £ 3,21) ainsi que les formulations
nanoparticulaires Nanol (8,33 + 1,53) et Nano2 (9,33 £ 1,53 x 10%/uL), ce qui indique une

tendance claire vers la normalisation du profil leucocytaire.

En comparaison avec I'étude de Johnson et al. (2014), une tendance similaire a été rapportée
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. leur groupe sain présentait une valeur de 8,1 + 1,2 x 103/pL, tandis que le groupe diabétique
non traité atteignait 13,2 + 2,1 x 103/uL. Suite au traitement par I’extrait de Jatropha curcas,
ils ont enregistré une réduction des leucocytes a 8,8 + 2,1 et 95 £ 1,2 x 10%uL. La
confrontation des données montre une parfaite concordance globale quant a I'effet correcteur
des extraits végétaux sur la leucocytose induite par le diabéte.

% Hémoglobine (HB) :

Concernant I'némoglobine, notre lot témoin sain affiche un taux de 12 + 0 g/dL.
L’induction diabétique entraine une baisse significative de ce parametre a 8,5 = 0,7 g/dL,
révélant I’installation d’un état anémique. L’administration des différents traitements permet
une restauration remarquable de I'némoglobine, avec des valeurs optimales enregistrées chez
le lot metformine (12,66 + 1,53 g/dL), suivi de I'extrait aqueux (12 + 1 g/dL), de I'extrait
méthanolique (11,66 £ 0.58 g/dL), et des formulations Nanol (11 + 1 g/dL) et Nano2 (11 + 1
g/dL).

Ces résultats concordent avec les observations de Johnson et al. (2014), ou le taux
d’hémoglobine du groupe sain était de 11,2 £+ 2,3 g/dL et chutait séverement a 6,7 + 3,2 g/dL
chez les rats diabétiques non traités. De méme, leurs groupes traités par Jatropha curcas ont
montré une amélioration progressive atteignant 10,5 + 2,2 et 11,5 + 3,1 g/dL, confirmant que
les agents antidiabétiques exercent un effet protecteur contre l'altération des paramétres

érythrocytaires.
% compléte Plaquettes (PLT) :

Pour la numération plaquettaire, notre groupe témoin sain présente une valeur de 250 +
0 x 103/pL, qui diminue a 175 + 7,07 x 103/uL apres induction du diabete, ce qui indique une
thrombocytopénie modérée. Les traitements administrés corrigent efficacement ce défaut en
favorisant une récupération progressive des valeurs, qui se stabilisent entre 246,6 (pour la
metformine) et 250 + 17,32 x 103/uL (pour I'extrait aqueux), avec un effet d'optimisation
marqué pour les formulations Nanol (270 + 20) et Nano2 (262 + 40,2 x 103/uL).

Dans 1’étude comparative de Johnson et al. (2014), I’évaluation s’est basée sur le
plaquettocrite (PCT), qui a diminué chez le groupe diabétique non traité (0,423 + 0,082 %)
par rapport au groupe contréle (0,473 £ 0,061 %), suivie d'une simple stabilisation sous I'effet

du traitement. Malgré la différence des paramétres mesurés (numération absolue vs
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plaquettocrite), la tendance générale reste identique, confirmant que le diabete perturbe la

lignée plaquettaire et que les traitements corrigent cette anomalie.

La supériorité des résultats obtenus dans notre étude par rapport a celle de Johnson et al.
(2014) s’explique par Defficacit¢é de nos extraits, notamment I’extrait aqueux et les
formulations nanoparticulaires (Nanol et Nano2), riches en composés antioxydants et anti-
inflammatoires tels que les polyphénols et les flavonoides. Ces composés ont permis de
réduire le stress oxydatif et I’inflammation induits par 1’alloxane, entrainant une amélioration
des globules blancs (GB), une restauration de 1’hémoglobine (HB) et une correction des
perturbations plaquettaires (PLT). De plus, la nanotechnologie a amélioré la biodisponibilité
et la libération prolongée des principes actifs, ce qui explique 1’efficacité supérieure observée

dans notre travail par rapport a I’étude de référence.
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Conclusion

Les résultats obtenus au cours de cette étude confirment le potentiel pharmacologique de
Centaurium erythraea et apportent une justification scientifique a son utilisation traditionnelle
dans la prise en charge du diabéte ainsi que des troubles métaboliques associés.

Les différentes investigations phytochimiques, biologiques et toxicologiques réalisées ont mis

en évidence plusieurs propriétés thérapeutiques majeures des extraits de cette plante.

Sur le plan antioxydant et anti-inflammatoire, les essais in vitro basés sur les méthodes DPPH
et FRAP ont démontré une forte capacité de piégeage des radicaux libres ainsi qu’un pouvoir
réducteur important, reflétant la richesse des extraits en composés phénoliques. De plus,
I’évaluation de I’activité anti-inflammatoire a travers le test de dénaturation thermique de la
sérum-albumine bovine (BSA) a révéle une inhibition significative du processus

inflammatoire, témoignant de I’efficacité biologique des extraits étudiés.

Concernant [D’activité antidiabétique, les résultats obtenus ont été particulierement
encourageants. Les essais in vitro ont montré une inhibition notable de 1’a-amylase, suggérant
une limitation de la digestion et de I’absorption des glucides. Par ailleurs, 1’étude in vivo
réalisée sur des rats diabétiques induits par 1’alloxane a mis en évidence une réduction
significative de la glycémie a jeun ainsi qu’une amélioration marquée du taux d’hémoglobine
glyquée (HbAlc). Les extraits de C. erythraea ont également présenté une efficacité
antihyperglycémiante tres importante, comparable, voire supérieure, a celle observée avec la

metformine utilisée comme traitement de référence.

L’évaluation des parameétres biochimiques et hématologiques a révélé une amélioration
générale de 1’état physiologique des animaux traités, traduisant un effet bénéfique sur le
métabolisme et les fonctions organiques. En outre, 1’étude de la toxicité aigué n’a montré
aucun signe clinique de toxicité ni aucune mortalité chez les animaux expérimentaux,

indiquant une bonne tolérance et une sécurité d’emploi satisfaisante des extraits testés.

Dans 1’ensemble, ces résultats démontrent que C. erythraea représente une source
prometteuse de composés bioactifs possédant des propriétés antioxydantes, anti-
inflammatoires et antihyperglycémiantes remarquables. Cette plante pourrait ainsi constituer
une alternative naturelle intéressante ou un complément thérapeutique dans la prévention et la
prise en charge du diabete, tout en offrant des perspectives encourageantes pour le

développement futur de phytomedicaments sdrs et efficaces
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Afin de poursuivre ce travail et d’approfondir les connaissances sur le potentiel thérapeutique

de C. erythraea, plusieurs perspectives de recherche peuvent étre proposees :
e Approfondissement phytochimique :

Réaliser 1’isolement, la purification et I’identification des principaux composés bioactifs a
I’aide de techniques analytiques avancées telles que la chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse (LC-MS) et la résonance magnétique nucléaire (RMN), afin de
déterminer les molécules responsables des effets observés.

e Ftude des mécanismes d’action moléculaires :

Explorer les mécanismes impliqués dans 1’activité antidiabétique de 1’extrait au niveau
cellulaire et moléculaire, notamment a travers 1’étude de I’expression des transporteurs du

glucose (GLUT-4) et des voies de signalisation de 1’insuline.
e Evaluation de la toxicité a long terme :

Compléter 1’étude toxicologique par des investigations subchroniques et chroniques sur une

durée prolongée afin d’évaluer la sécurité d’un usage continu des extraits végétaux.
e Evaluation histopathologique :

Effectuer des analyses histologiques des organes cibles (pancréas, foie et reins) afin
d’apprécier 1’effet protecteur des extraits et la régénération éventuelle des cellules B des ilots

de Langerhans.
e FEtudes cliniques :

Apres validation des étapes précliniques, envisager des essais cliniques préliminaires afin

d’évaluer I’efficacité thérapeutique et la tolérance de C. erythraea chez 1’étre humain.
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