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Resumé

Resumé

De nombreuses plantes sont réputées pour leur utilisation en médecine traditionnelle pour
traiter de nombreuses maladies, notamment les maladies qui forment I'inflammation et le stress
oxydatif, qui peuvent provoquer des maladies graves, notamment le diabete, I'une des maladies
métaboliques les plus courantes au monde. sucre résultant de défauts de sécrétion ou d'action de
I'insuline ou les deux, les remédes a base de plantes commercialisés aupres des diabétiques ont fait

leur chemin, presque toutes les pharmacies proposant des remedes a base de plantes.

Afin d'étudier I'effet contre ces maladies précédemment citées, les activités biologiques d'un
extrait de P.chloranthus ont été réalisées in vitro et in vivo au niveau des rats femelles wistar. Les
résultats obtenu a montré dans I'étude d'expériences d'évaluation d'antioxydants in vitro a l'aide de
tests DPPH et FRAP, le résultat du DPPH IC50 : 0,156 + 0,23 mg/ml d'extrait par rapport a 0,0037
+ 0,505 mg/ml d'acide ascorbique et pour le FRAP 0,718 £+ 0.09 mg/ml d'extrait par rapport a
0.064+0.08 mg/ml d'acide ascorbique.

Dans I'étude de l'activité antidiabétiqgue menée in vivo sur des rats apres une période de
traitement de 21 jours avec l'extrait aqueux de P.chloranthus a différentes doses, des résultats ont été
obtenus en réalisant des dosages biochimiques sur le sang de rats, ou I'on constate une similitude
dans les résultats des différents critéres entre le lot témoin sain et le lot traité a la dose de 500 mg/kg,
qui a donné de meilleurs résultats que celui traité a la concentation de 250mg/kg. Par la suite, cet
effet a été mise en évidence par une étude histologique.

Comme obtenu dans I'étude de l'activité anti-inflammatoire in vitro, le taux d'inhibition de
I'extrait aqueux était de 82,32 % et le taux d'inhibition de I'acide salicylique (aspirine) était de 89,64
%. Concernant l'activité anti-inflammatoire in vivo, elle a été évaluée en mesurant le pourcentage
d'inhibition de 1'cedéme des pattes des rats enflammées due a la carraghénine, et ce processus s'est
déroulé pendant 5 heures. Nos résultats sont apparus: Le pourcentage d'inhibition de I'oedéme a une
dose de 250 mg/kg A (78,48%) et a la dose de 500 mg/kg a (82,88%) par rapport aux AINS de
référence diclofénac (84,93%) et aspirine (89,93%).

Enfin, on peut dire que I'extrait aqueux de cette plante a une importance biologique et
efficace pour le traitement de plusieurs maladies et peut étre utilisé dans les remedes a base de

plantes.

Mots clés : P. Chloranthus, DPPH, FRAP, Stress oxydatif, Inflammation, Diabete .
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Abstract

Abstract

Many plants are famous for their use in traditional medicine to treat many diseases,
including diseases that form inflammation and oxidative stress, which can cause serious diseases,
including diabetes, one of the most common metabolic diseases in the world. sugar resulting from
defects in insulin secretion or action Or both, herbal remedies marketed to diabetics have caught on,

with almost every pharmacy offering herbal remedies.

In order to study the effect against these aforementioned diseases, the biological activities of
an extract from P. chloranthus were conducted in vitro and in vivo at the level of female Wistar rats.
The obtained results showed in the study of in vitro antioxidant evaluation experiments using DPPH
and FRAP tests, the result of DPPH IC50: 0.156 + 0.23 mg/ ml of extract relative to 0.0037 + 0.505
mg/ml of ascorbic acid and for FRAP 0.718 + 0.09 mg/ml of extract relative to 0.064 + 0.08 mg/ml

of ascorbic acid.

In the study of the antidiabetic activity carried in vivo on mice after a treatment period of 21
days with the aqueous extract of P. chloranthus in different doses, the results were obtained by
carrying biochemical assays on the blood of mice, where similarity was observed in the results of
the different parameters between the healthy control batch and the batch treated with a dose of 500
mg / kg, which gave better results than those treated with a concentration of 250 mg / kg.

Subsequently, this effect was demonstrated by a histological study.

As obtained in the in vitro anti-inflammatory activity study, the inhibition rate of the
aqueous extract was 82.32% and the inhibition rate of salicylic acid (aspirin) was 89.64%.
Regarding the anti-inflammatory activity in vivo, it was evaluated by measuring the percentage of
inhibition of edema in the inflamed feet of mice due to carraghénine, and this process took place for
5 hours. Our results showed: Percentage inhibition of edema at a dose of 250 mg/kg A (78.48%)
and at a dose of 500 mg/kg A (82.88%) compared to the reference for diclofenac (84.93%) and
aspirin (89.93%).

Finally, it can be said that the aqueous extract of this plant has biological importance and is

effective in the treatment of several diseases and can be used in herbal remedies.

Keywords: P. Chloranthus, DPPH, FRAP, Oxidative stress, Inflammation, Diabetes.
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INTRODUCTION

Historiquement, les plantes ne sont pas seulement une source de nutriments mais ont
également €té largement utilisées dans les remédes traditionnels pour les problémes de santé, et cela
a été mentionne dans les littératures anciennes, Arabe, Chinoise, Egyptienne, Hindoue, Grecque et
Romaine (Kamatou et al., 2017) et entre 70 et 95% de la population vivant dans les pays en voie de
développement recours aux plantes medicinales pour les traitements primaires faute d'accés aux
médicaments prescrits. Ces effets thérapeutiques sont dus a la présence de divers composes
chimiques a activités Biologiques, notamment des métabolites secondaires tels que les alcaloides,
les flavonoides, les polyphénols, les polyterpénes, les saponosides, les stérols et les tanins... et qui
sont utilisés dans les traitements comme inhibiteurs d'enzymes, antioxydants ,antidiabétiques,
antibactériens , anticancéreux, antifongiques ,diurétiques etc ... (Hartman, 2007;Koffi et al., 2009;
Khacheba et al.,2014; Leon-Gonzélez et al., 2018).

La médecine traditionnelle basée sur 1’utilisation des plantes médicinales pour le traitement
de nombreuses maladies, dont le diabete sucré, Le diabete est une maladie métabolique caractérisée
par un trouble au niveau de la régulation du métabolisme des glucides entrainant une hyperglycémie
(ADA,2010) . Les résultats statistiques de 2017 montrent que 451 millions de personnes vivaient
avec le diabéte dans le monde, ce chiffre passera a 693 millions d'ici 2045 (Cho et al ,2018). En
Afrique, les estimations sont évaluées a 7 millions de diabétiques (Bouchenak et al., 2018). Par
ailleurs, Le diabete sucré est caractérisé aussi par une hyperglycémie et une insuffisance de
sécrétion ou d'action d'insuline endogéne (Derouiche et al., 2017). Le diabéte est généralement
accompagné par une augmentation de la production des radicaux libres ou des défenses
antioxydants altérées (Ceriello et al., 2000) ce qui induit un état de stress oxydatif (Kumar et
Pandey, 2013).

D’un autre c6té, les métabolites secondaires agissent également comme anti-inflammatoires.
L'inflammation est définie comme la réponse défensive du corps a diverses attaques. qui peuvent
étre d'origine physique, chimique ou biologique (réponse immunitaire) ou infectieux (Diéye et al.,
2006). L'inflammation peut parfois étre nocive en raison de l'agressivité de I'agent pathogéne, sa
persistance et le site de l'inflammation, par des anomalies dans la égulations du processus
inflammatoire, soit par des anomalies quantitatives ou qualitatives cellules impliquées dans

I'inflammation (Johanna, 2013).

Parmi les plantes medicinales les plus utilisées et qui ont un grand intérét antidiabétique et
hypoglycémiante pour 1’Algérie et les pays voisines (Tunisie et Maroco), on trouve Pituranthos

Chloranthus qui appartient a une famille des Apiacées et connu localement sous le nom de «

2
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Guezzah » . Cette derniere est recommandée pour le traitement de plusieurs maladies (Mostepha et
al., 2007; Yangui et al., 2009).

L’objectif essentiel de notre travail est évaluée 1’activité¢ antidiabétique et antioxydant et

anti-inflammatoire in vivo et in vitro de I'extrait aqueux de Pituranthos Chloranthus .

Ce travail qui est subdivisé en deux parties essentielles :

+ La partie théorique: est consacré a une synthese bibliographique, qui constitué de deux chapitres
e La premiere chapitre : présentation de la plante étudiée «Pituranthos Chloranthus ».
e Ladeuxieme chapitre: les activités biologiques (le diabéte ,le stress oxydant , I'inflammation).
+ La partie pratique : concerne la partie expérimentale, qui comporte deux chapitres ; I'un sur

les matériels et les méthodes de travail; Le deuxiéme chapitre: la discussion des résultats
obtenus suivi par conclusion.
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Chapitre 1 Présentation de la plant a étudiée

I. Plantes médicinales

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), plante médicinale désigne toute plante
qui contient un ou de nombreuses substances (principe actif) pouvant étre utilisées a des fins
thérapeutiques ou qui sont précurseurs dans la synthese de médicaments utiles (Adoumou et al.,
2012; Radjah, 2020). Par conséquent, ces plantes sont des médicaments botaniques qui ont des
propriétés médicinales et peuvent également avoir aliments, épices ou utilisations pour la santé
(Haraj, 2018).

I1. Généralités sur la famille des Apiacées

Les Apiacées (Apiaceae) précédemment appelées Ombelliféres, regroupent environ 3000
especes réparties en 469 genres répartis dans toutes les zones tempérées mais surtout dans
I'némisphere nord et est distribué sur tous les continents du monde (figure 1) et en particulier sur le
continent asiatique (Boitineau, 2010). En Algérie, 55 genres de 117 especes sont inclus, dont 24
endémiques. Les Apiacées du désert different les unes des autres et leur dessin ne présente pas de
grandes difficultés si ce n'est pour distinguer les especes du genre Pituranthos. Pour toute
identification, il est trés important de récolter des spécimens portant des fruits mars (Haloui et
Driouech, 2019). les plantes de cette famille ont les caractéristiques suivantes:

e Appareil végétatif : Ce sont principalement des herbes annuelles par exemple les cerfeuils, des
bisannuelles tel que les carottes ou moins souvent des vivaces (Bolineau, 2010; Filliat, 2012).

e L’inflorescence ou ombelle : elle définit la famille, I’ombelle est composée des pédoncules
floraux ou rayons, s'écartant fortement du méme point, et ses fleurs fleurissent au méme niveau
(Dridi, 2017)

e Latige : patte contenant les phalanges est creuse a I'exception des nceuds, qui sont souvent ailés
(Kadouri et Tabaa, 2019).

e la feuille : les feuilles sont le plus souvent composées plumeuses avec des folioles plumeuses
également placées en alternance sur la tige, Ils sont souvent pétiolés et avec bases de gaine
larges et ont souvent des parfums distinctifs car elles contiennent des huiles volatiles de
composition variable (Zidi, 2012).

e Des canaux sécrétoires: sont présents dans les feuilles, les tiges, les racines et les fruits, mais
ils sont plus fréquents dans le parenchyme cortex et moelle des tiges et dans I'écorce secondaire
de la racine ( Dahia, 2009).
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e Les fruits : sont souvent cannelés et contiennent des substances oléagineuse et Odorantes,
constituées par diakene et se décomposant en ses 2 parties (mericarpe) (Boussouf et Menaa,
2020).

Figure 01: Distribue des plantes de la famille des Apiacées dans le monde (Esside, 2018)
I11.Genre Pituranthos

Cette plante a été mentionnée pour la premiére fois par Abu al-Khair al-Ishbili dans son livre
publié en 1990 et I'a appelé "Aljan", tandis qu'lbn Al-Bitar I'a appelé "Guzzah" et a indiqué qu'il a
été trouvé dans Tunisie et Egypte (Kadouri et Tabaa ,2019) .

Le genre Pituranthos contient plus de 20 espéces, dont certaines sont spécifiques a I'Afrique
du Nord, et souvent trouvées dans régions arides ou désertiques (Dahia, 2009), dont le potentiel

floral algérien de ce genre quatre espéces endémiques (Lograda et al., 2013; Mosbah, 2013):

1. Pituranthos reboudii (Coss. et Dur) Benth. et Hook.

2. Pituranthos scoparius (Coss. et Dur) Benth. et Hook.
3. Pituranthos battandieri Maire.
4

Pituranthos chloranthus Benth. et Hook .

IVV.Plante Pituranthos chloranthus

IV.1.Morphologie et description botanique

Pituranthos chloranthus est une plante vivace annuelle qui se présente sous la forme d'un
bouquet qui se ramifie a partir de la base (figure 2) et dont I'odeur se rapproche de celle Basbasse,
c'est pourquoi on l'appelle Basbasse el Berry, sa longueur atteignant 80 cm, mais avec une taille
moyenne de 50 centimétres .Ses feuilles sont petites, plumeuses le long de la tige, tombant
rapidement, c'est donc une plante sans feuilles.Ses fleurs sont trés petites, réunies en une

inflorescence complexe sur les bords, qui a une couleur blanc verdatre, hermaphrodite réguliére. Il
7
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contient 5 sépales verts et 5 pétales verdatres séparés portant des veines larges et duveteuses, des
stigmates vert jaunatre et cinq étamines incurvées vers l'intérieur. Quant aux fruits, ils sont couverts
de poils fins de forme ovale qui contiennent deux graines aromatiques.ll fleurit en premier ressort,
entre mars et avril (Quézel & Santa, 1963; IUCN., 2005; Dahia, 2009; Touil, 2009; Ferhi et al.,
2014)

Figure 02: Pituranthos chloranthus dans les régions sahariennes (Ferhi et al., 2014)
IV.2.Position systématique de Pituranthos chloranthus

Le mot Pituranthos dérive de 2 mots grecs, anthus = fleur et Pituron = son de blé, Chloranthus
: vert-fleuri. Arabe: Gouzah (Guezzah). Berbére : Tattayt (SBF, 2011). L’espéce P. chloranthus est
classée d’apres (Dupont et Guignard ,2007;Touil, 2009) comme suit dans le Tableaul:

Tableau 1: Classification botanique de Pituranthos chloranthus.

Reégne Plantae (Eucaryote)
Sous-regne Tracheobionta (Cormophytes)
Embranchement Spermatophytes (plantes a graine)
Sous-embranchement Angiospermes
Division Magnoliophyta
Classe Eudicots
Sous-classe Austéridees
Ordre Apiales
Famille Apiaceae (L)
Genre Pituranthos
Espece Pituranthos chloranthus(Coss. & Dur.) Benth. et Hook
Noms vernaculaires Qessou , zaza , gqaza, guezzah, Fenouil sauvage...
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IVV.3.Habitat et répartition géographique

L'espece Pituranthos chloranthus est une plante endémique du Sahara septentrional et
central de nord-africaine (Chehma, 2005; Aloui et al ,2015) (Algérie, Tunisie, Maroc et Egypte). On
le trouve au Sahara central (Tassili des Ajjers et Hoggar) et occidental jusqu'a EL Golea et au
Tademait au sud.

L'espece Pituranthos chloranthus est souvent poussée spontanément dans des habitats sec
ou désertiques avec des précipitations ne dépassant pas 120 mm par an. La plante prospére dans des
sols pierreux, des oueds non salins, parcours de lits d‘oueds (Oued Metlili), Parcours de hamadas
(Lakhdari,2022). Plantes vivaces paturées par les chameaux dans le sud-ouest algérien(plante

occasionnellement appétée) (Bouallala et al., 2011).

1V.4. Médecine traditionnelle et connaissance locale

En la médecine traditionnelle algérienne, Pituranthos chloranthus est utilisée pour traiter de
nombreuses maladies telles que la fievre, I’hépatite, 1’asthme, le diabéte, les difficultés digestives et
les infections des vois urinaires (Mighri et al ,2015; Boussoufe et Menaa 2020) et également
utilisée dans le traitement des piqure de scopion, comme elle a le potentiel d’affaibler le croissance
des cellules cancéreuses de la peau humaine, elle peut également étre utilisé en medecine

vétérinaire traiter 1’infection cutanée des moutons (Boussouf et Menaa, 2020).

Les Tawarags mangent ses jeunes tiges et racines apres les avoir épluchées, et les rameaux
fleuris sont trempés dans l'eau pour obtenir une solution sucrée, qu'ils utilisent comme tonique
(Antolovich et al ., 2002).

En Tunisie, les tiges de Pituranthos chloranthus sont utilisées en culture comme paille pour
le séchage des figues, soit telles que insecticide, soit pour la désinfection des sols (Sabouni, 2015;
Mighri et al., 2015; Ben Nasr et al., 2020).

Au Maroc, les Berberes mangeant crus les jeunes pousses et l'intérieur des racines, ils
mélangent les parties aériennes de cette plante avec de la cendre pour savourer les viandes roties et
les tourtes (Lakhdari, 2022). Elle a aussi utilisée comme un conservateur alimentaire, et il a un réle
important dans I'antiseptique en limitant la prolifération des micro-organismes pathogénes (Dahia et
al , 2007).



Chapitre 1 Présentation de la plant a étudiée

S Ces effets thérapeutiques sont dus a la presence de divers composés chimiques a activités
biologiques, notamment des métabolites secondaires comme les alcaloides, les flavonoides, les

polyphénols, les polyterpenes, les saponosides, les stérols, les tanins... (Guessan et al., 2009)

1VV.5. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires ont une distribution limitée dans les différentes espéces
végétales. IlIs ont des fonctions trés importantes pour la survie et la propagation des plantes qui les
produisent, en tant que signaux chimiques, pour défendre leur producteur contre les herbivores et
les agents pathogenes. Ils participent aux réponses allopathiques (compétition entre les plantes pour

la germination et la croissance) (Larbi et Amrous, 2018).

D'une extraordinaire diversité structurale mais produites en faible quantité, ces molécules
déterminent le mode d'origine d'une espéce, d'une famille ou d'un genre d'une plante et permettent

parfois d'établir une taxonomie chimique (Boussouf et Menaa, 2020) .

Composeés phénoliques, terpenes et alcaloides. Chacune de ces classes contient un groupe
tres diversifié de composés qui ont une trés large gamme d'activité en biologie humaine et sont des

« exemples de métabolites secondaires » (Larbi et Amrous, 2018; Boussouf et Menaa, 2020) .

IV.5.1. Polyphénols
1VV.5.1.1. Définition de polyphénols

Les polyphénols sont des molécules que les plantes fabriquent au cours de leur métabolisme
secondaire pour se défendre contre les agressions environnementales. Les composés phénoliques
jouent également un réle important dans la santé humaine en raison de leurs diverses activités
pharmacologiques telles qu'antivirales, anti-inflammatoires, anticancéreuses, antiallergiques,

antimicrobiennes, cardioprotectrices.

De plus, ils peuvent empécher la modification oxydative en neutralisant et en éliminant les
radicaux libres, ou réduire les métaux grace a leurs activités antioxydantes (Ladoh et al., 2015). Ils
sont localisés dans différentes parties des plantes (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollen, fruits,
graines et bois) selon le type de plante et le groupe polyphénolique considéré (Hadri, 2015). Ces
composés comprennent de nombreuses molécules et représentent I'un des groupes les plus

importants du régne végétal.
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Comme définition, les polyphénols sont des composés phénoliques hydrosolubles, de poids
moléculaire compris entre 500 et 3000 Dalton, ils résultent bio génétiquement de deux voies
synthétiques principales, la voie de shikimate et d’acétate .L’élément structural fondamental qui les
caractérise est la présence d’un cycle aromatique (benzoique) portant au moins un groupement
hydroxyles libres ou engagés ( figure 3) dans une autre fonction chimique (éther, méthylique,
ester, sucre...) .La structure de ces composés varie, des molécules simples (acides phénoliques
simples) aux molécules hautement polymérisées (tanins condensés) ( Gobbi et Khebbaz ,2014).

OH

Figure 3: Structure du noyau phénolique (Cheynier, 2005).

IV.5.1.2. Classification des polyphénols

On peut distinguer les différentes classes des polyphénols en se basant d’une part, sur le
nombre d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base ( Behih et Ben

Amrouvhe ,2017).

Deux principales classes sont largement répandues :

v" Les flavonoides.

v’ Les tanins.

1VV.5.1.2.1. Flavonoides
1VV.5.1.2.1.1. Définition

Le terme flavonoide est connu, et il est dérivé du mot grec Flavus, qui signifie couleur jaune
(Zaatir,2006) . Ce sont des composés d'origine phénolique trés répandus dans le regne végétal
(Bouakaz, 2006) ,Plus de 6000 flavonoides naturels ont été extraits (Alaoui,2015). Ce sont des
pigments végetaux répartis sur toutes les parties de la plante, et plus dans la partie aérienne de
celle-ci (Lghroun, 2016), qui sont généralement responsables des couleurs des fleurs, des fruits et
parfois des feuilles (Yezza et Bouchama, 2014; Elalaoui, 2015) , On le trouve dans la plupart des
variétés de plantes, en particulier les plus haut de gamme , et quasi inexistante dans les algues, Ces

11
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composés peuvent se trouver sous leur forme libre (aglycones) ou sous forme de sucre lié
(glycosides) (Erlund, 2004; Zerrouki, 2009).

1V.5.1.2.1.2. Structure chimique et classification

Tous les flavonoides ont une structure a 15 carbones avec un arrangement C6-C3-C6.1l se
compose de deux unités aromatiques, I'une connue sous le nom de cycle A et l'autre sous le nom de
cycle B, liées par une chaine latérale .1l est composé de 3 carbones qui peuvent étre ouverts et
peuvent étre cycliques pour former le cycle C ( figure 4) , qui représente le cycle Chromane (cycle
pyrane central) et donne la structure de base aux flavonoides dont dérive I'unité de base appelée 2-
phénylchromane ( Azri, 2013; Ghayaba,2015).

Figure 4 : Structure de base des flavonoides (Azzi, 2016).

Ce groupe de composés a été divisé en différentes catégories selon : le nombre, la position et
la nature Les substituants, qui sont le plus souvent des groupes hydroxyle ou méthoxyle, ou alors le

niveau d'oxydation du cycle hétérocyclique ( figure 5) (Tamma,2018;Alaoui,2015) .

Elles se divisent généralement en cing classes : flavonols, flavones, anthocyanidines,

flavonones et chalcones (Guerrah, 2015).

flavanone o flavone "3

flavan 3-ol = isoflavone

o

.a : 1 (oS nn

oH

Figure 5: Structure de quelques classes des flavonoides (Benzaoui et Houari, 2016)
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1V.5.1.2.1.3. Intéréts et effets biologiques des flavonoides

Les flavonoides ont la capacité de moduler I’activité des enzymes et de modifier le
comportement de nombreux systemes cellulaires, suggérant qu’ils pourraient exercer une multitude
d’activités biologiques, notamment des propriétés antis hépatotoxiques, vasculoprotectrices,
antiallerques, anti inflammatoire, anti antiulcéreuses et méme antimorales significative (Athamena,
2009; Bougandoura, 2011) .

Ces composés peuvent empéchés les dommages oxydatifs pardifférentes mécanismes
d’actions: soit par capture des radicaux hydroxyles, superoxydes, alkoxyles et peroxydes; soit par
chélation des métaux (le fer et le cuivre) qui sont d’importance majeure dans I’initiation des
réactions radicalaires; soit I’inhibition des enzymes responsables de la génération des radicaux

libres (Gori, 2014; Ngene et al., 2015).

Les flavonoides protegent également les tissus vegétaux en absorbant les rayons ultraviolets
et en protégeant ainsi les matériaux essentiels (protéines et acides nucléiques) des effets toxiques de
ces rayonnements, et contribue également a réduire du phénomeéne de transpiration dans les zones
séche (Mohammedi, 2013).

A noter également que les flavonoides, en repoussant certains insectes par leur godt irritant,
peuvent jouer un réle dans la protection des plantes. Les flavonoides présentent d’autres propriétés
intéressantes ou impliqués dans la photosensibilisation, la morphogenese, la détermination sexuelle,

la photosynthese et la régulation des hormones de croissance des plantes (Berdjouh et al .,2022).

1VV.5.1.2.2. Tannins
1VV.5.1.2.2.1. Définition

Les tannins sont un composé constitué de groupes polyhydroxyphénols, solubles dans I'eau,
les alcools, I'acetone et 1égérement solubles dans I'éther. Il a une structure variée, avec de grands
poids moléculaires entre 3000 et 500 Daltons (Abaydi et al., 2020; Smaili, 2014). 1l a été découvert
par des méthodes analytiques modernes que le poids moléculaire de tanins atteint 20000 ( Hawa,
2013). Ou ayant en commun la proprieté de tanner la peau, c'est-a-dire de la rendre résistante aux
moisissures et a faible perméabilite, on I'appelle donc tanins (tannins). Avec un godt desagreable,
avec un effet astringent, ces substances ont la propriété de se combiner avec des protéines, ce qui
explique leur capacité a acquérir un bronzage. Trés commun dans le regne végétal, on le trouve

dans différents organes, mais on remarque plus d'accumulation surtout dans les tissus anciens ou

13
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malades. Ils sont situés dans des vacuoles, se combinant parfois avec des protéines et des alcaloides
(Roux et Catier, 2007; Smaili, 2014) .

1VV.5.1.2.2.2. Classification des tannins

Trois groupes de tannins sont généralement distingués chez les végétaux supérieurs lls se
differencient par leur structure ainsi que par leur origine biologique : les tannins Tanins
hydrolysables et non hydrolysables (condensés) et tannins complexes (Bruneton , 1999) comme le

montre la figure 6.

Tannins
| | |
Tannins Tannins Tannins
hydrolysables complexes condensés
|
I I
Tannins Tannins
galliques ellagiques

Figure 6: Classification des tannins selon leur structure chimique (Wilfred et Ralph, 2006)

¢+ Tannins hydrolysables

Ils sont des esters d’un sucre (trées souvent le glucose mais dans certains cas des
polysaccharides ) et d’'un nombre variable de molécules d’acide phénol ( figure7) . Ce groupe de
tannins est caractéristique des Dicotylédones (Hmid, 2014). Comme leur nom [I’indique, se
caractérisent par leur capacité une hydrolyse acide et basique, et s'hydrolysent sous l'action

d'enzymes et eau chaude (Djenidi,2012).

Selon la nature des tannins hydrolysables on distingue :

< Tannins galliques : qui sont les esters d’oses (glucose) et d’acides galliques
2 Tannins ellagiques : sont scindés par les enzymes en oses et en acides ellagiques (figure 8)
(Asres et al., 2005)
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Acide élagallique Acide gallique

Figure 8 : Structure chimique de quelques tannins hydrolysables (Crestini et Lange, 2015).

« Tannins condenses

Les tannins condensés, proanthocyanidine, sont des polyphénols appartenant a la famille
des flavonoides sont largement répandus dans l'alimentation humaine. Sont chimiquement définis
comme étant sont des oligoméres ou polymeéres de flavan-3-ols ( figure 9) qui ont la propriété de
libérer des anthocyanes en milieu acide a chaud par rupture de la liaison inter monomérique (Gori,
2014).

Figure 9: La structure de tannins condensés (Azzi, 2016).
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+«+ Tannins complexes

Les deux sont des tanins hydrolysés et des tannins condensés. Dans ce cas le tanin
hydrolysable qui peut étre gallique ou ellagique est lié & une ou plusieurs unités Flavon-3-ol qui
sont caractéristiques de tannins condensés (Bruneton, 2009).

1VV.5.1.2.2.3. Activité biologique et intérét pharmacologiques des tannins

@ La consommation de ces particules réduit considérablement I'absorption du fer dans
I'organisme les souris, qui, grace a cette propriété, protégent les animaux sujets a
I'nemosidérose. Gréace a leur affinité, les tanins sont utilisés comme antidotes aux alcaloides,
glycosides et ions de métaux lourds (Bougandoura, 2010).

@ Gréce a leur astringence, les tanins sont utilisés comme antidiarrhéiques, vasoconstricteurs et
hémostatiques, Mais surtout en tant que protecteurs veineux dans le traitement des varices et
hémorroides . Ils sont largement utilis¢ dans 1’industrie du cuir en particulier dans celle des
vernis et peintures (Sarker et al.,2005) .

< |ls sont utilisé pour traiter les maladies liées au systeme maladies digestives et cutanées
(Smaili,2014).

V. Toxicité de la plante Pituranthos chloranthus

La référence a été faite dans de nombreuses sources pour mettre en garde contre la plante de
guezzah, car les Bédouins savent que les plantes du genre Pituranthos provoque allergiques chez
les animaux pendant la période de floraison, et le pollen de P.chloranthus. Infecte les animaux
(chameaux en particulier) de maladies visuelles graves (ophtalmie) pendant plusieurs jours et peut
atteindre jusqu'a La cécité, donc les bergers I'évitent au moment de la floraison, et en cas
d'infection, le traitement se fait traditionnellement en mettant une dose de sel sous ses paupieres
(Kadouri et Tabaa ,2019).
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I. Activités biologiques

1.1. Définition d'activité biologique

Un certain nombre de plantes médicinales ont été consacrées a divers traitements maladies
chez I'nhomme et I'animal, dues a la présence de molécules bioactives (Burgo et al., 2016). L'intérét
ces derniéres années s'est porté sur l'activité des antioxydants en raison du réle qu'ils jouent dans la
prévention des maladies chroniques telles que les maladies cardiaques. cancer, Diabete,
hypertension et maladie d'Alzheimer en luttant contre le stress oxydatif (Cole et al ., 2005; Liu
2003; Riboli et Nourat 2003). Certaines études I'ont également montré les antioxydants peuvent
souvent retarder la progression de la maladie d'Alzheimer qui observé chez les personnes agées
(Howes et al., 2003).

Pituranthos chloranthus est une plante médicinale utilisée dans le traitement de nombreuses
maladies telles que les maladies inflammatoires telles que :Rhumatismes, allergies et arthrite
(Boussouf et Menaa , 2020).

1.2. Activités antioxydants

Certains composants d'extraits de plantes et d'huiles essentielles ont un pouvoir
antioxydant trés marqué. L'activité antioxydant se manifeste par diverses actions, telles que le
transfert d'hydrogéne, la chélation des métaux de transition et I'inhibition enzymes oxydantes ou
détoxification enzymatique des ROS (Lakhdari, 2022).

1.2.1. Définition du stress oxydatif

Le stress oxydatif peut étre défini comme un déséquilibre dans I'équilibre entre les
antioxydant et les pro-oxydants en faveur des antioxydants. Il s'agit d'une interaction complexe
entre les oxydants et les antioxydants comme les espéces réactives de I'oxygene, qui module la
génération du stress oxydatif ( Derouiche et al., 2018) . Production excessive de radicaux libres il
provoque dommages oxydatifs aux biomolécules (lipides, protéines et ADN) et a I'oxygene
hautement réactif espéces (ROS) sont capables d'endommager différentes structures et voies
fonctionnelles dans cellules (Hadding et al ., 2020). En fin de compte, il provoque de nombreuses
maladies graves et chroniques telles que le cancer , le diabete, les maladies cardiovasculaires et les

infections chroniques (Derouiche et al., 2020) .
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Figure 10: La balance d'équilibre entre les systémes pro oxydants et antioxydants
(Favier, 2006)

1.2.2. Radicaux libres
1.2.2.1. Définition

Représentent I'ensemble des especes oxygenées activées (radicaux libres) et les especes
réactives de l'oxygene (ERO) et les especes réactives de l'azote (ERA). ce sont des molécules
chimiques, ou entités, simple atomes dont un ou plusieurs électrons célibataires. En effet, un radical
libre aura toujours tendance a remplir son orbitale en captant un électron pour devenir plus stable,

donc, se réduire en oxydant un autre (Halliwell, 2006).

1.2.2.2. Différentes types des radicaux libres
1.2.2.2.1. ERO radicalaires

Les espéces radicalaires ou radicaux libres d'oxygéne (RLO) possedent un
électron non apparie. 1l existe également des espéces radicalaires dérivées de l'azote
mais elles appartiennent a la classe des espéces réactives de I'oxygene (tableau 02)
(Foyer et Noctor, 2005).
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Tableau 02: Exemples des especes radicalaires de I'oxygene (Foyer et Noctor,2005)

Dénomination Formule chimique
Anion superoxyde 0,
Radical Hydroxyle HO"

Radical perhydroxyle HO,
Radical peroxyle ROO
Radical alkoxyle RO

1.2.2.2.2. ERO non radicalaires :

Les dérives non radicalaires ne contiennent pas un seul électron, ce sont des especes actives
dérivées de I'oxygene, de lI'azote ou du chlore. Ils réagissent avec les métaux (tableau 03) (Foyer et
Noctor, 2005).

Tableau 03 : Exemple des espéces non radicalaires oxygénées (Foyer et Noctor,2005).

Dénomination Formule chimique
Oxygeéne singulet ‘o,
Peroxyde d'hydrogene H,0,
Nitreperoxyde ONOOH
Peroxynitrite ONOO
lon hypochlorite CLO-

1.2.2.3. Origine des radicaux libres

Les origines cellulaires des ROS sont essentiellement enzymatiques et découlent de

plusieurs sources, mais il existe deux sources majeures des ROS :

La premiere résulte d’imperfections de la chaine respiratoire mitochondriale qui produit par

réduction mono électronique des ROS.

La deuxieme source est constituée par la NADPH oxydase, essentiellement liee a la
membrane plasmatique. Elle a été initialement décrite dans les cellules phagocytaires, ou’elle joue

un réle fondamental dans la réponse immunitaire dans la lutte contre les microorganismes.
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D’autres sources importantes de ROS sont les réactions de détoxification mettant en jeu les
cytochromes P450. Dans ces circonstances physiologiques, la production des ROS est donc normal,
mais lorsque leur production augmente et/ ou les défenses antioxydantes ne sont plus suffisantes
face a cette production, les ROS peuvent attaquer différentes cibles cellulaires (lipides, protéines,

ADN.......) causant des dommages multiples et pouvant entrainer la mort de la cellule (Kadeche,

1.2.2.4. Conséquences du stress oxydant et radicaux libres:

Les ROS deviennent néfastes et toxiques pour I’organisme a des doses excessives. Cette
surproduction au-dela des capacités antioxydantes des systemes biologiques donne lieu au stress
oxydant qui est impliqué dans 1’apparition de plusieurs maladies allant de 1’artériosclérose au
cancer tout en passant par les maladies inflammatoires, les ischémies et le processus du
vieillissement. Ces ROS attaquent principalement les lipides membranaires ,mais aussi les protéines

et les acides nucléiques (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

1.2.3. Systéme de défenses d'antioxydants
1.2.3.1. Définition

Un antioxydant a été défini par Halliwell (1999) comme " toute substance susceptible d'étre
oxydée, a une faible concentration par rapport au substrat , inhibant ou ralentissant oxydation de ce
substrat” (Pastre et priymenko, 2007).

Les antioxydants éliminent les radicaux libres en inhibant les réactions au sein des cellules .
Cellules causées par des molécules d'oxygene et de peroxyde , également appelées espéces radicaux
oxygene (ERO) et radicaux azote (Benbrook, 2005) . Les antioxydants sont largement présents dans
nos aliments, soit sous forme naturelle, soit sous forme d'additifs utilisés dans 1’industrie

agroalimentaire (Tanguy et al., 2009).

1.2.3.2.Types d'antioxydants
1.2.3.2.1. Antioxydants naturels

La présence dantioxydants dans les aliments empéche le rancissement di a l'oxydation
causée par l'oxygene, la lumiére, la chaleur ou le contact avec certains métaux (Morey et Cruz,
2001).
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Les antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A), l'acide ascorbique
(vitamine C), les polyphénols et le lycopéne, les tocophérols (vitamine E). Ceux-ci inclus
flavonoides (dispersés parmi les plantes), tanins (dans le cacao, le café, le thé, le raisin, etc.), les
anthocyanes (surtout dans les fruits rouges), les acides phénoliques (dans ceréales, fruits et
legumes) (Aziouz, 2014).

1.2.3.2.2. Antioxydants synthétiques:

Il existe de nombreux antioxydants synthétiques dont le squelette est souvent dérivé
d'antioxydants naturels. Pour une utilisation pratique, les antioxydants sont indispensables Il doit
répondre aux conditions suivantes: il ne doit pas étre toxique, il doit étre élevé Il est actif a faible
concentration (0,01-0,02%) et doit &tre présent en surface ou dans la phase grasse de I'aliment.
Cependant, il reste a les considérer comme des corps étrangers au systéme biologique. parmi les

polyphénols synthétiques (Boubekri, 2014).

Le BHT (Butyl Hydroxy Toluéne) et le BHA (Butyl Hydroxy Anisole) sont les plus
efficaces de la famille des gallates (esters de I'acide gallique) en raison de leur faible colt pour
retarder I'oxydation des lipides. Cependant, ceux-ci se sont avérés Les antioxydants synthétiques
peuvent étre toxiques (Yu et al., 2000).

1.3. Activité antidiabétique
1.3.1. Définition du diabéte

Le mot diabéte vient du terme grec « dia-baino » qui signifiant « passer au travers »
(Auberval, 2010). Le diabete est une crise sanitaire mondiale qui touche I'numanité quel que soit le
statut socio-économique et la localisation géographique de la population (Derouiche et al., 2017).
Le diabéte sucré est un trouble métabolique chronique dd a une carence en insuline, caractérisé par
une hyperglycémie et une altération du métabolisme des glucides, des protéines et des lipides en
raison d'une déficience de la sécrétion d'insuline ou d'une résistance a l'action de l'insuline et les
deux (Laxmi et al., 2010; berry et al., 2015; Mekala et Bertoni, 2020).

Cela conduit a une hyperglycémie chronique avec des complications aigués et chroniques.
(Canivell et Gomis, 2014).Le diabete se définit par une glycémie a jeun supérieure ou égale a 1,26
g/L (7 mmol/L) (Meye, 2014), et il se définit également lorsque le taux de sucre dans le sang est
supérieur ou égal a 2 par lapparition de symptdbmes du diabéte (polyurie, polydipsie,
amaigrissement) (OMS, 2000).
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1.3.2. Criteres de diagnostiques

Les criteres de diagnostic du diabete sont basés sur des tests sanguins Méthodes

intraveineuses et in vitro (Goldenberg et al., 2013).

e Glycémie a jeun (FPG) 126 mg/dL (7,0 mmol/L). Le jelneur est défini comme Ne pas manger
de calories pendant au moins 8 heures.

e HbAlc (hémoglobine glyquée) > 6,5 %.Il est nécessaire de passer le test en Le laboratoire
utilisant une méthode correcte, normalisée

e glycémie 2 heures apres avoir mangé 75 g glucose 200 mg/dl (11,1 mmol/L). Un test oral de
tolérance au glucose (OGTT) est requis. Utilisation d'une charge de glucose contenant
I'équivalent de 759 de glucose soluté anhydre dans I'eau.

e glycémie aléatoire > 200 mg/dL (11,1 mmol/L).Chez un ppatient présentant des symptomes

classiques d'hyperglycémie ou une UStatut hyperglycémique(Chiang et al., 2018 ; ADA, 2016).

Le diabete doit étre diagnostiqué si I'un des critéres ci-dessus est présent (Punthakee et al.,
2018).

1.3.3. Epidémiologie
1.3.3.1. Diabéte dans le monde

Le diabéte sucré est défini par le terme comme une épidémie mondiale. C'est maintenant Un
lourd fardeau pour le systeme de santé et il est probable que d'ici 2030, le diabéte deviendra le
septieme cause mondiale de décés (Risasi et al., 2021). La Fédération Internationale du Diabéte
(FID) a estimé en 2019 le nombre de personnes Le nombre d'adultes vivant avec le diabéte est de
463 millions avec une prévalence de 9,3 % dans le nombre pourrait atteindre 578 millions d'ici
2030 avec une prévalence de 10,2 % (FID, 2019).

1.3.3.2. Diabéte en Algérie

En Algérie, le diabéte est un véritable probleme de santé publique du fait de sa prévalence et
fardeau de ses complications chroniques dominé par les complications cardiovasculaires, Pied
diabétique, insuffisance rénale chronique et rétinopathie (Guide, 2015). 1,9 million (1 329 600 - 2
601 700) de diabétiques agés de 20 a 79 ans étaient inscrits.(FID, 2019).
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1.3.4.Classification

I’organisation mondiale de la sant¢ (OMS),a class¢ le diabéte en 03 types principaux et

d’autres types spécifiques (FID, 2019)

1.3.4.1. Diabete de typel (le diabéte insulinodépendant DID)
1.3.4.1.1. Définition

Insuline absolue, provoquant la destruction progressive des cellules béta  Cellules
pancréatiques sécrétant de l'insuline declenchées par une réaction auto-immmune (Tenenbaum et
al., 2018). ]. Le diabéte de type 1 est connu sous le nom de récepteur tyrosine phosphate comme la
protéine appelée 1A-2 « Islandantigen 2 » ou encore appelé IC512 (Solemina et al, 1996), Le
diabéte de type 1 apparait soudainement et entraine des symptdmes tels que, Soif excessive, Faim
constante, perte de poids soudaine, cicatrisation lente des plaies, bouche séche, mictions fréquente,
manque d'énergie, fatigue extréme, Vision floue fréquente... Les patients concernés n'ont pas

d'autre choix Les traitements de I'insulinothérapie a vie (Sangala, 2020).
1.3.4.1.2. Physiopathologie

La physiopathologie du diabete de type 1 résulte de la destruction auto-immune de Les
cellules béta productrices d'insuline du pancréas entrainent une carence L'insuline, qui a son tour
augmente la glycemie (Figure 11) (AMA, 2015), L'infiltration des flots de Langerhans est causée
par des cellules mononucléaires (insulinite). Alors trouvé des lymphocytes TCDS8 infiltrants dirigés
contre CARS les antigénes des cellules B, que les lymphocytes T CD4 coexpriment, les
lymphocytes B et macrophages (Bouhours et Coutant, 2005),sans affecter les autres cellules
Viennent ensuite les cellules alpha, qui sécretent du glucagon(Amar et al., 2019). Le mécanisme de
destruction implique tres probablement I'immunité cytosolique (type Thl) (Bouhours et Coutant,
2005).
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Figure 11 : physiopathologique du diabéte de type 1(Kharroubi et Darwish, 2015)

Stimuler les cellules pancréatiques pour sécréter de I'insuline lorsque le glucose apparait
Les cellules du pancréas produisent tres peu ou pas d'insuline
Un défaut de signalisation de I'insuline.

> wnp e

Un défaut du transporteur du glucose (GLUT4) fait que le glucose n'est pas absorbé par les
cellules musculaires lisses, les adipocytes ou le foie.

5. Une accumulation de glucose dans le sang entraine une hyperglycémie.

1.3.4.2.Diabéte de type 2 (non insulino-dependantoudiabéte del’adulte)
1.3.4.2.1. Définition

Il était autrefois appelé diabéte sucré non insulino-dépendant (DNID), et c'est une maladie
désorganisé, non auto-immun (Benberkan et Sahnoune, 2013). Ou le diabete représente 90 % a 95
% (Vanhoebost, 2020). Il est fortementy héréditaire, mais le diabéte de type 1 est plus important
que la composante génétique (Raverot, 2019). Sa prévalence est en constante augmentation avec de
gros patients et des déceés,principalement a la suite de complications cardiovasculaires et rénales
(Scheen et Paquot, 2020).

En géneral, le DT2 touche les adultes et est ,de plus en plus observé chez les enfants et les
adolescents. Chez les personnes atteintes de DT2, le corps est incapable de produire Insuline, donc
soit cette quantité n'est pas assez d'insuline produite, soit le corps ne le fait pas Il n'interagit pas
avec l'action de I'insuline, ce qui entraine une accumulation de glucose dans le sang (Matidji et
Zkoum, 2017).Elle est souvent due & un défaut de sécrétion d'insuline associé a une résistance a
Iinsuline ou a la suite d'une résistance a l'insuline accompagnée d'un manque relatif d'insuline.

(Punthakee et al., 2018). La plupart des patients présentent les symptoémes classiques du diabéte
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Polyurie, polyphagie et polyphagie De plus, certains peuvent développer une septicémie ou Coma

diabétique (état hyperosmolaire non cétoacide) (FID, 2005).
1.3.4.2.2. Physiopathologie
e Insulino-résistance

L'insuline sécrétée dans le diabete de type 2 est normale a la fois structurellement et dans les
tissus cibles Beaucoup moins sensible a son message qu'elle véhicule. Cette résistance a l'action
L'insuline affecte principalement le foie, les muscles et le tissu adipeux. dans le temps L'insuline
ralentit correctement la production de glucose par cet organe. Le muscle, en revanche, absorbe
moins de glucose pour une valeur définie que I'insuline. Enfin, dans le tissu, la lipase sensible aux
hormones et aux lipides est incomplétement inhibée par I'insuline, provoquant dans Libération
importante d'acides gras libres, surtout pendant la période d'alimentation. Cet exces d'acides gras
contribue a son tour a une diminution supplémentaire de I'absorption. Glucose musculaire (Wémeau
etal., 2014).

e Défaut de sécrétion d'insuline :

les cellules pancréatiques ont la capacité de produire de l'insuline, Mais les cellules
périphériques du corps humain échouent dans leur capacité a utiliser l'insuline I'apparition d'une
glycémie élevée. (Hamdi, 2020). Stress excessif sur le pancreas Dans I'hyperglycémie et a I'érosion
prématurée. Par conséquent, les cellules endocrines pancréatiques ne VVous n'avez plus la capacité
d'assurer une production adéquate d'insuline. diminution de Il'activité cellulaire La quantité et la
qualité, lors de l'injection intraveineuse de glucose, sont absentes Pic d'insuline précoce. En fait
Iinsuline L'actif ne représente que 50% de I'insuline sanguine alors qu'il n'en représente pas 80%

chez le patient Diabétique (Figure 12) (Naceiri et Hananemm, 2018).

De plus, d'autres hormones, telles que le glucagon (généralement plus élevé diabétiques),
I'adrénaline et le cortisol (qui augmentent en cas de stress ou mauvais contrble du diabete) peut

entrainer une hyperglycémie (Roche, 2010)
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pancréas

Récepteur a
Finsuline

Figure 12 : physiopathologique du diabéte de type 2(Kharroubi et Darwish, 2015)

1. Stimuler les cellules pancréatiques pour qu'elles sécrétent de l'insuline lorsque le glucose
apparait.

2. Les cellules pancréatiques produisent de I'insuline.
Action défectueuse de I'insuline et absence de transduction du signal induit par I'insuline

4. Une translocation défectueuse du transporteur de glucose (GLUT4) entraine une altération de
I'absorption du glucose par les cellules musculaires lisses, les adipocytes ou le foie.

5. L'accumulation de glucose dans le sang entraine une augmentation du taux de sucre dans le sang
1.3.4.3. Diabete gestationnel

glycémie a jeun (GJ) comprise entre 0,92 g/L et 1,25 g/L en début de grossesse n'est pas
entierement predictive Diabéte gestationnel aprés 24 semaines. C'est alors que le diabéte
gestationnel (DG) le sait Diabéte qui apparait principalement pendant la grossesse. (Quintanilla et
Mehdy ,2019), DG présente un risque important pour la mére de développer un diabéte de type 2
ultérieurement, (Regnault et al., 2016).

Certains pensent que les antigénes HLA peuvent jouer un réle, en particulier HLA DR2, 3
et 4, mais les causes de DG sont encore inconnues ; Alors que certains suggérent La proinsuline
peut provoquer un stress des cellules béta D'autres pensent que les concentrations Niveaux éleves
d'hormones telles que la progestérone, le cortisol, la prolactine et les cestrogénes Le lactogéne
placentaire humain, qui provoque des changements de la Les récepteurs de l'insuline peuvent

affecter la fonction et la sensibilité des cellules béta insuline (Sapra et al., 2019).
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1.3.4.4. Autres types spécifiques de diabéte (diabete secondaire)

Les autres types de diabéte sont relativement rares. Ces types comprennent le diabete lié a
des anomalies génétiques, des infections et I'abus de certains médicaments (corticostéroides) qui
affectent la capacité du corps a produire ou a répondre a I'insuline Cela peut également entrainer
une hyperglycémie (Guzméan et al., 2011).Ces causes sont de nature génétique, comme le diabéete
MODY (diabéte juvénile de maturité).Le diabéte secondaire peut également étre di au
développement d'une autre maladie, par ex. maladies endocriniennes, maladies pancréatiques et les
maladies du foie. (Ouchfoun, 2010).

1.3.5. Facteurs de risqué

Plusieurs facteurs peuvent contribuer a I'apparition du DT2. certains facteursLe danger ne se

modifie pas (Terrien, 2017).

& hypertension artérielle (HTA)
& Sédentarité

& Hérédité.

& QObeésiteé androide.

& Stress

& Tabagisme
1.3.6. Complication du diabete

le diabéte peut entrainer des complications qui affectent les personnes et plusieurs parties du
corps augmentent le risque global de décés prématuré. Par conséquent, de nombreuses
complications possibles incluent : infarctus du myocarde et accident vasculaire cérébral cerveau,
insuffisance rénale, amputation des deux jambes, perte de vision et blessuresm, k Le stress pendant
la grossesse et le fait que le diabéte mal contrélé augmente le risque de déces, de complications

intra-utérines et autres (Reddy et al., 2009).
Les complications du diabéte sont divisées en complications aigués et chroniques.

1.3.6.1. Complications métaboliques aigues

Les principales complications métaboliques aigués pouvant survenir au cours du diabéte
sont I'acidocétose, le coma hyperosmolaire, I'acidose lactique et I'nypoglycémie. (Hanumanthaiah

etal., 2017).
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1.3.6.2. Complications chroniques (dégénératives)

Les complications chroniques comprennent les dommages aux petits vaisseaux sanguins
(complications de la microangiopathie) et macrovasculaire (complications maladie
macrovasculaire). Et I'apparition de complications de la microangiopathie ou de complications de la
macroangiopathie entraine une diminution de la qualité de la vie, provoquant la cécité, une
insuffisance rénale terminale et une insuffisance cardiaque. Amputation de la jambe inférieure
.peuvent jouer un réle important dans les mécanismes physiopathologiques de Complications du

microdiabéte (Yamazaki et al., 2018).
1.3.7. Traitement

Les personnes atteintes de diabéte ont besoin d'un traitement et de soins appropriés (Klein et
Fanny ,2009). Le but du traitement est d'obtenir le bon contréle de votre glycémie, c'est-a-dire La
glycémie avant les repas est inférieure a 1,20 g/L et le taux d'HbAlc est plus bas de 6,5 %. Cet
équilibre aidera a soulager les symptdmes en évitant et en maintenant la cétose Equilibre azoté

équilibré, poids normal stable et évite la croissance a long terme (Kouadri, 2019).

1.3.7.1. Mesures hygiéno-diététiques
1.3.7.1.1. Equilibre alimentaire

L'équilibre alimentaire est la base du régime alimentaire du diabétique. La nourriture fournit
une alimentation équilibrée, les glucides dans le diabéte ne sont pas Interdit (Costil et al., 2014).
Par équilibre nutritionnel, on entend limiter I'absorption des sucres et La restauration rapide et les
aliments a index glycémique élevé (Raverot, 2019). L'activité physique réguliere est un véritable
moyen. Pour le traitement (Koevi, 2017) du diabéte sucré non insulino-dépendant. Le tissu
musculaire est I'endroit ou les substrats énergétiques entrent en compétition entre les acides gras

Sans glucose et physiologique au détriment du glucose (Grimaldi et Hartmann, 2000).

1.3.7.2. Traitement médicamenteux

1.3.7.2.1. Médicaments oraux

une grande partie des patients auront besoin L'insuline pour maintenir le contrdle
glycémique sur le long terme, soit par : En monothérapie ou en association avec un antidiabétique
oral (Krentz et Bailey, 2005). Les médecins disposent d'un large choix d'antidiabétiques oraux Pour
le diabéete de type 2 (Krentz et Bailey, 2005).Ces antibiotiques oraux sont les biguanides, les
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thiazolidinediones, Sulfonylurées, meglitinides et inhibiteurs de l'alpha-glucosidase (Klein et Fanny
,2009).

Les antidiabétiques oraux doivent étre débutés a faibles doses et augmentés en fonction de la
réponse glycémique, contrblée par la mesure de la concentration en hémoglobine glycosylée.
(HbA1c), complétée chez certains patients par l'autosurveillance de la glycémie capillaire (Krentz
et Bailey, 2005).

1.3.7.2.2. Insulinothérapie

Il s'agit souvent d'injections d'insuline intermédiaire ou d'insuline. Ralentir avec des
hypoglycémiants oraux. Ce régime d'insulinothérapie est holistique. Suggére lorsque I'insuline n'est
encore que partielle (Raverot, 2019) L'insuline humaine est traditionnellement utilisée pour tenter
de contréler la glycémie. Faire des injections sous-cutanées quotidiennes. Au cours des quatre-
vingts derniéres années, La formulation de I'insuline et la méthode d'administration dépendaient
fortement de amélioration, conduisant a un meilleur controle de la glycémie chez les patients
diabétiques (Verge, 2004).

1.3.7.3. Traitement traditionnel par les plantes médicinales antidiabétiques

L'utilisation des plantes médicinales comme remede sous leurs formes, brutes ou préparées,
et I'Organisation mondiale de la santé (OMS) a estimé que 80 % de la population mondiale dépend
de la médecine traditionnelle et des plantes médicinales pour soins de santé. (Macheix et al., 2005),
et prés d'un quart Les thérapies actuellement approuvées sont ces matieres ou produits végétaux la
synthese botanique, et cela est di au fait qu'elle est riche en produits appelés métabolites
secondaires. La médecine traditionnelle est basée sur l'utilisation des plantes médicinales pour
Traiter de nombreuses maladies, dont le diabéte (Bailey, 2014). A ce jour, il existe environ 1123
espéces de plantes dans le monde connues pour leurs propriétés hypoglycémiantes. Ces plantes
appartiennent a plus de 725 genres et 183 familles, et la plupart des familles étudiées Contenant un
résultat hypoglycémique sont les suivantes : Fabacées, Astéracées, Lamiacées, Liliaceae, Poaceae,

Cucurbitaceae, Moraceae, Rosaceae et Euphorbiaceae (Mukherje et al., 2013)
1.3.8. Méthode Induction de diabete expérimental

Les modeles animaux de diabéte sont un outil important dans I'étude du diabéte Ce qui nous
aide a éviter les etudes humaines inutiles et éthiquement difficiles, et a acquérir une vision

scientifigue compléte de cette maladie et le diabéte peut étre déclenché de plusieurs manieres
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(Miroslav et al., 2015). L'un des moyens les plus pratiques d'induire Diabéte en utilisant des
produits chimiques qui détruisent le pancréas (cellules), La substance induisant des stéroides la plus
courante est l'agent alloxane facteurs prédisposant au diabéte (Szkudelski, 2001). En général, Les
souris sont largement utilisées dans la recherche scientifique en raison de leur facilité d'utilisation
manipulation ainsi que le degré d’homologie qu'ils partagent avec les humains (Ghatta et Ramarao,
2004).

% Alloxane

Le nom scientifique de I'alloxane est (2,4,5,6 tétraoxypyrimidine) (Tripathi et Verma, 2014).
Synthése de la pyrimidine par oxydation de I'acide urique. (Lenzen, 1988; Wattiez et al., 2012)
C'est un produit chimique hydrophile et instable avec une conformation conformationnelle au
glucose dans l'induction du diabéte de type 1 dans des modeles animaux (souris) (Sandler et
Swenne, 1983).L'effet antidiabétique de I'alloxane lorsqu'il est administré par voie parentérale : Par
voie intraveineuse, intrapéritonéale ou sous-cutanée. La dose requise de alloxan la dépendance du
déclencheur du diabéte dépend du type d'animal, du mode d'administration et de I'état nutritionnel
(Skodelsky, 2001), Cela peut causer plus précisément, la nécrose des Tlots pancréatiques entraine
une diminution massive Les cellules B des Tlots de Langerhans entrainent une hyperglycémie
(Stanley et Vengopal, 2000).

De plus, I'alloxane s'est avéré non toxique pour les cellules béta. Les humains, méme a fortes
doses, car les humains absorbent moins de glucose Mécanismes différents (Tripathi et Verma,
2014). L'alloxane est I'un des effets qui conduisent au diabéte et la majorité est utilisée pour évaluer
.Potentiel antidiabétique des composés purs et des extraits de plantes dans les études contenant
Diabéte (Ighodaro, 2018).

1.4. Activité anti-inflammatoire
1.4.1. Inflammation
1.4.1.1. Définition

L'inflammation ou réaction inflammatoire est une réponse tissulaire vivante, Vascularité, a

I'agressivité (Girard, 2012). Ce processus comprend :

e des Phénoménes généraux exprimés biologiquement par le syndrome inflammatoire et
cliniquement de maniére variable, souvent avec de la fievre et éventuellement une altération
de I'état général.
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e des Phénomenes locaux: l'inflammation se produit dans le tissu conjonctif vascularisé
(Roussell et al., 2015). Est un processus typiquement bénéfique: son but est d'éliminer les
agents pathogénes et de réparer les lésions tissulaires (Ben Youssef et Hadji, 2016). Parfois,
elle peut étre délétére en raison de l'agressivité de I'agent pathogene, de sa persistance et du
siege de linflammation, en raison d'une anomalie dans la régulation du processus
inflammatoire, ou en raison d'une anomalie quantitative ou qualitative des cellules
impliquées dans I'inflammation ( Malik, 2007).

1.4.2. Anti-inflammatoires
1.4.2.1. Définition

Un anti-inflammatoire est un médicament qui agit sur les conséquences physiopathologiques
de la réaction inflammatoire quelle qu’en soit I’origine. (Muster, 2005).0n en distingue deux grands
groupes les antiinflammatoires non stéroidiens (AINS) et les anti-inflammatoires stéroidiens (AlS),

dont les cibles pharmacodynamiques sont différents. (Adepo Apie ,2018).

1.4.2.2. Types Anti-inflammatoire

1.4.2.2.1. Anti-inflammatoire non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont l'une des classes de traitement les plus
populaires utilisé dans le monde entier pour les propriétés anti-inflammatoires et antipyrétiques et
analgésiques. Il existe actuellement plus de 50 AINS différents sur le marché dans le monde. Le
mécanisme d'action des AINS a été précisé par les travaux de Vane en 1971, basés sur largement
sur l'inhibition compétitive, réversible ou non, de la cyclooxygénase, une enzyme qui permet la
production de prostaglandines a partir de I'acide arachidonique. Ceci est incroyable les propriétés
communes de tous les AINS entrainent une diminution de la production de les prostaglandines

(dont PGE2 et PGI2), médiateurs importants de I'inflammation.

Méme si d'autres modes d'action existent, cette activité s'explique largement d'elle-méme
propriétés pharmacologiques et thérapeutiques des AINS, mais aussi certains de leurs effets
secondaire en raison du role étendu et des fonctions physiologiques des prostaglandines (Nicolas et
al., 2001).

Par conséquent, la surproduction de prostaglandines est dans la condition pathologie
impliquée dans l'inflammation (vasodilatation, augmentation de la perméabilité capillaires) et des
douleurs (sensibilisent les nocicepteurs) lors de leur production basale permet I'homéostasie

tissulaire (production de mucus et de bicarbonate et maintien du débit sang sous la muqueuse
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gastrique, maintenant I'némodynamique rénale dans un état hypoperfusion notamment). Inhibition
de la synthése des prostaglandines par les AINS il semblait donc, jusqu'a récemment,
s'accompagner nécessairement d'effets positifs et nuisibles (Blaine et al., 2000).

1.4.2.2.2. Anti-inflammatoires stéroidiens:

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AlIS) sont une grande famille de médicaments dérivés
du cortisol, principal glucocorticoide surrénalien. Les glucocorticoides sont substances déerivées du
cholestérol dont la production est stimulée par I'ACTH libérée selon cycle nycthéméral par le lobe

antérieur de I'nypophyse.

Dans les tissus cibles, les glucocorticoides se lient aux récepteurs des glucocorticoides(GR)
cytoplasme cellulaire. Par la suite, il pénetre dans le complexe récepteur formé Dans le noyau
cellulaire ou il se lie a de nombreux éléments de la réponse glucocorticoide dans la région
promotrice du géne cible. Le récepteur, qui est attaché a une molécule d'ADN, interagit avec des
facteurs de transcription essentiels, ce qui entraine une augmentation de expression génique de
genes cibles sélectionnés. Ce processus est appelé transactions et termes de la plupart des effets

secondaires métaboliques et cardiovasculaires glucocorticoides .

Le mécanisme opposé est appelé transrépression. Les récepteurs hormonaux interagissent
avec lui des facteurs de transcription spécifiques et inhibent la transcription des genes cibles. Les
glucocorticoides sont capables d'inhiber la transcription de tous les génes immunitaires, y compris
qui codent I'lL-2 (Barnes, 1998).

Les glucocorticoides ordinaires ne font pas la différence entre les transactions et
tranrépression, influengant a la fois les genes immunitaires «voulus» et «non voulus » ceux la
régulation des fonctions métaboliques et cardiovasculaires. Actuellement, les efforts La recherche
vise a trouver des glucocorticoides a action sélective qui sont capables de ne réprimer du systeme

immunitaire seulement (Henzen, 2003).
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Chapitre 1 Matériel et Méthode

Dans le présent chapitre, nous nous traitons du principe adopté, des matériaux utilisés et des
méthodes d'étude de I'extrait aqueux de la plante spontanée médicinale Pituranthos chloranthus.
Dans le but d'identifier et d'évaluer leurs activités antidiabétiques, leurs activités anti-

inflammatoires in vivo et in vitro et leurs activités antioxydantes in vitro.

Notre travail de recherche a été réalisé au sein du laboratoire pédagogique qui fait partie de
faculté des sciences de la nature et de la vie de 1’Université Echahid Hamma Lakhdar d’EL Oued,
au niveau du laboratoire de 1’hdpital de Guemar, et laboratoire d'analyses médicales El Medjed.

I. Matériel d*étude

Le matériel d’étude regroupe les appareillages de laboratoire, équipements et les produits

chimiques en plus du matériel biologique.
I.1.Matériels biologiques

Il est représenté par I'espéce végétale choisie et le modéle animal adopté.

1.1.1. Matériel végétal

L'espece végétale utilisée dans cette étude expérimentale est Pituranthos chloranthus (Coss
et Dur) Benth et Houk appartenant a la famille des Apiaceae, et sa taxonomie, sa phytochimie, son
activité et toutes les données qui la concernent ont été précédemment signalées. L'échantillon de
plante a été choisi pour cette étude sur la base de son utilisation courante en médecine traditionnelle
pour le traitement du diabete (Hammiche et al., 2006) et de son effet antioxydant (Khettaf et al.,
2016) et anti-inflammatoire, et son importance a été reconnue par (Ozenda, 1958; Quézel et Santa,

1963) et sont souvent rencontrées dans les régions arides ou désertiques.

La partie aérienne (les tiges) a été choisie pour réaliser les expérimentations de cette étude
car ¢’est a son niveau que se trouve la majorité des substances actives, c'est-a-dire qu'elle est le lieu
de synthése et de la mise en réserve temporaire des principaux composés du métabolisme primaire

et secondaire.
1.1.1.1.Récolte, Séchage et broyage Pituranthos chloranthus

La plante Pituranthos chloranthus a été récolté en Mars 2022 aupres du la Wilaya d'El
Meniaa en Algérie située a 267 km au sud-ouest de Ghardaia, et placés a l'intérieur de sacs en tissus

puis immediatement transportés pour étre secheés.
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Les tiges de la plante sont soumises a un rincage a l'eau du robinet pour éliminer les
impuretés puis étalées en minces couches, aprés séchage a température ambiante et a I'abri de la
lumiere et d'une bonne aération, elles sont coupées et partiellement broyees par un moulin
électrique pour obtenir de la poudre de plante , conserves dans des bocaux hermétiqguement fermés

et places dans un endroit sec a I'abri de la lumiére et de la chaleur (GAO et al., 2015) jusqu'au début

de I'expérience.

Figure 13: Plante Pituranthos chloranthus (Mekhadmi, 2021)
1.1.1.2.Répartition géographique de la zone de récolte de Pituranthos chloranthus

Wilaya El Menia, d'ou les partie aérienne de la plante Pituranthos chloranthus ont été
récoltées, est situé dans le sud de I'Algérie et se caractérise par un climat désertique, secheresse et
manque de précipitations. Altitude au-dessus du niveau de la mer a environ 380 meétres. Elle est
bordée au nord par: wilaya de Ghardaia, a I'est: la wilaya de Ouargla, au sud: wilaya d'Ain Salah, a
I'ouest: wilaya de Timimoun, wilaya d'El Bayadh (Figure 14). (Aiche et Chikh 2020)

El Menia

Figure 14: Carte géographique de I'Algérie montrant la zone de récolte de plante étudiée El
Menia *
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1.1.2.Matériel animale

Notre étude a été realisee sur 5 rattes blanche femelles de la souche Wistar Albinos agées de
9 & 11 semaines et pesant entre 150 g et 180 g. Ces animaux ont été amenés de I'Institut Pasteur
d'Alger, et éleves dans une animalerie de la faculté de sciences de la nature et de vie de l'université
d'El-oued.

1.1.2.1.Elevage

Les rattes sont élevees dans des cages en plastique aprés ont été nettoyées. quatre rattes sont
répartis dans chaque cage munies d' étiquettes qui distinguent les lots selon I'étude, et afin de suivre
chaque ratte pendant la période de traitement, ils sont numeérotées au feutre permanent (Figure 15).
Ces cages contiennent de Sciure de bois qui est changée trois fois par semaine jusqu'a la fin de

I'expérimentation.

Les rattes sont gardées en phase d’adaptation pendant deux semaines avant le début de
I’expérimentation sous des conditions de lumiére et de température contrdlées (12 heures
d’éclairage /Température de 24 °C) ou elles ont un acces libre a I’eau et a la nourriture standard.
Tous les rattes sont traitées et manipulées selon les normes dictées dans les manuels sur le soin et
I'utilisation des animaux d'expérimentation (CCPA, 1984). Pour suivre I'évolution pondérale des
rattes, des mesures ont été effectuées régulierement deux fois par semaine a l'aide d'une balance

électronique.

1.1.2.2.Régime alimentaire

Le régime utilis€¢ dans notre expérience est commercialis€¢ sous le nom d’El ALF bétails,
sous forme de mélange de différents produits broyé, cette alimentation est composée d'orge, de malis
et de son (Southon et al., 1984).

LA el

i !!!!!l!\\, pl

Figure 15: Phase d'adaptation et suivi des rattes (Originale, 2023)
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1.2.Matériel de Laboratoire

1.2.1.Appareil et équipements
Les équipements utilisés sont regroupés dans le tableau suivent (Tableau 04):

Tableau 04: Matériel utilisés lors des expérimentation

Spectrophotométre UV-Vis+ Cuves Erlenmeyer

Bain-marie Eprouvette graduée
Centrifugeuse horizontale Tubes a essai en verre + support
Etuve Bécher + Cristallisoir

Agitateur magnétique + barreau aimanté  Micropipettes + Pipette graduée

Balance analytique Pissette

Balance électrique Spatule + Regle

Microscope Optique Lames et lamelles

Glucométre + bandelettes Cassettes a inclusion histologique
Microtome Flacon en verre

Centre d'inclusion de paraffine
modulaire

Systéme de préparation automatique
d'échantillons de tissu

Moulin Electrique Entonnoir en verre + Papier filtre

Seringue insuline 1 ml

Seringue + Gavage

1.2.2.Réactifs et Produits chimiques

Plusieurs réactifs et produits chimiques ont été utilisés dans ce travail, parmi ces produits
(tableau 04):
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Tableau 05: Produits chimique utilisés lors de I’expérimentation

Reéactif de Drajendorf

DPPH

Réactif de Mayer

Acide ascorbique

Chlorure d'hydrogene (HCL)

Tampon phosphate de sodium (pH 6.6 )

Magnésium (Mg)

Ferricyanure de potassium (Ks[Fe(CN)g]) (1%)

Chlorure ferrique FeCl3 (a 0.1%)

Acide trichloracétique (TCA) (10%)

Méthanol

Chlorure d’hydrogéne FeCl; (0.1%)

Chloroforme

Tampon phosphate de sodium (pH 6.4)

Anhydride acétique
Acide sulfurique H,SO4

Acide acétylsalicylique (Aspirine)

Albumine d'ccuf

Folin-Ciocalteu Alloxane

Bicarbonate de sodium Na,COj3 (7.5%) Sérum de glycosyle

Acide gallique Carragénine

Quercetine Sérum de salée (eau physiologique)
Chlorure d'aluminium AICl3 (2%) Formol

Eau distillé Tubes Héparinés

Ethanol Eosine aqueux

Xyléne Hémataxyline

En plus d'un kits de réactifs pour I'analyse en laboratoire: les kits de réactifs de cholestérol et
triglycéride, et glucose oxydase, les kits de reactifs de I'urée et creatinine, les kits des réactifs de
TGP et TGP.

I1. Méthode d'étude

I1.1. Préparation de I'extrait aqueux par macération

Traditionnellement, I'extraction de I'eau est déja la méthode la plus utilisée en médecine
traditionnelle. Cette méthode offre simplicité et confort, avec quelques modifications en fonction de

I'herbe et de la méthode.

Ce type d'extraction a été réalisé selon la méthode (Majhenic et al., 2007; Bougandoura et
Bendimerad, 2012), avec quelques modifications la plante de Pituranthos chloranthus. Cette
méthode était faite en versant 10 grammes de la poudre de la partie aérienne de la plante

Pituranthos chloranthus dans 100 ml d'eau distillée et placée sur I'agitateur pendant 21 heures,
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puis l'extrait était macréé pendant 3 heures puis on procédait a une filtration a I'aide de papier filtre
pour obtenir notre extrait. Apres filtration, il est séché en étuve a une température ne dépassant pas
50°C. On obtient alors un extraits sous forme d'un film mince solide a grattée par une spatule plate

et stocké ensuite au réfrigérateur a 4 C° dans des flacons en verre fermés couverts avec le papier

d’aluminium jusqu' utilisation (figure 16).

10 g de matériel végétale + 100 ml Etudes Activités
d'eau distillée phytochimiqu biologique in
™ e vivo/ in vitro

=

A\ J

Agitation 21 h

<

- Extrait aqueux

4

Macération 3 h

=

0 °C par étuve

th

Evaporé a

Filtration

=

=

Assemblage Filtrats 01.02.03

Filtrat 01

=
=

Le reste + 100ml I'eau Filtrat 03

=
—

Agitation 21 h Filtration

i

=

Maceération 3 h Macération 3 h
Filtration Agitation 21 h
Filtrat 02 I > Le reste + 100 ml I'eau distillée

Figure 16 : Protocole de préparation de I'extrait aqueux de la Pituranthos chloranthus
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I11.2.Calcul du rendements de Pituranthos chloranthus en extrait sec

Le rendement de la plante en extrait est le rapport entre le poids de I'extrait et le poids de la
plante a traiter (Truong et al., 2019). Le rendement qui est exprimé en pourcentage a été calculé par
la formule suivante:
ou - R % = ( PEB/PMV ) x 100
R: est le rendement en %.

PEB: Poids de I’Extrait Brut (g)
PMV: Poids de matiére végetale (g)

11.3.Test pytochimique

Le test phytochimique qualitatif qui ont a réalisé sur I'extrait aqueux de Pituranthos
chloranthus, permettent de détecter les différentes familles des métabolites secondaires qui y sont
présents a travers un ensemble de réactions chimiques, de réactions de coloration ou de
précipitation par des réactifs chimiques spécifiques réalisée sur 1’extrait (Himour et al., 2016; Batah
et al., 2016). On peut citer les métabolites secondaires principaux: les polyphénols (flavonoides,

tannins), les sucres réducteurs, les alcaloides, les saponosides.

11.3.1.Test des polyphénole

0,1g de chaque extrait a été dissout dans 3ml de solvant (chaque extrait est dissous dans son
solvant d’origine) et 5 gouttes de FeClz a 2% y ont été ajoutées. La présence des composés
phénoliques a été marquée par I'apparition de la couleur bleue-verdatre (Rosine et Momo, 2009).

11.3.2.Test des flavonoides

Il sont mis en évidence par la réaction a la ou (réaction de Shibata) a été utilisée 2 ml
d'extrait a été repris dans 5 ml d’alcool chlorhydrique. En ajoutant 2 a 3 copeaux de magnésium, la
présence des flavonoides est révélée par l'apparition d'une couleur rouge orangee ou violacée
(Békro et al., 2007; Lahmer et Messai, 2017).

11.3.3.Test des tannins

la présence des tanins catéchiques et galliques est mise en évidence a l'aide du chlorure
férrique. Dans un tube a essai, on ajoute a 2 ml d'extrait a analysée avec 2 a 3 gouttes d'une solution
aqueuse de FeCls a 1%. En présence de tanins galliques, on observe une coloration bleue noire,
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alors qu'en présence de tanins catéchiques cette coloration est brune verdatre (Badiaga, 2011;
Lahmer et Messai, 2017)

11.3.4.Test des sucres réducteurs

Les sucres réducteurs ont été mis en évidence dans les extraits végétaux par le réactif de
Fehling. Pour 5 ml d’extrait brut sont additionnés 5 ml de liqueur de Fehling. La formation d’un
précipité rouge brique aprés 2-3 min de chauffage au bain-marie a 70°C indique une réaction
positive (Békro et al., 2007).

11.3.5.Test des alcaloides

Dans deux tubes a essai, introduire 1 ml d'extrait a analysé .Acidifier le milieu par quelques
gouttes de HCI et de réactif de Mayer dans le premier tube (Kanoun, 2011) et 2 gouttes de réactif
de Drajendorf (réactif a l'iodobismutate de potassium) dans le deuxiéme tube. L'apparition d'un
précipité blanc ou brun-rougeatre, respectivement révéle la présence des alcaloides (Bagre et al.,
2007).

11.3.6.Test des saponosides

Les saponosides sont détectés par agitation manuelle du tube a essais contenant 1 mi
d'extrait végétale dans le sens de la longueur du tube pendant 15 secondes. puis laissé au repos
pendant 15 min. la hauteur de mousse supérieur a 1cm indique la présence des saponosides (Bidie
etal., 2011).
11.3.7.Test des Terpénoides (Test de Slakowski)

A 5 ml d’extrait sont ajoutés 2 ml de chloroforme et 3 ml d’H,SO,. Le test positif est

indiqué par I’apparition de deux phases avec formation d’un anneau marron-rouge a I’interface
(Khan et al., 2011)
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Tableau 06: Reéactifs et indicateurs du métabolites secondaires (Harchaoui, 2019)

Groupes chimiques Réactifs d'identification Indicateurs
Alcool chlorhydrique : . L
Flavonoides y q . Coloration rouge-orangee ou violacée
Copeaux de magnésium
Tanins galliques Chlorure férrique Coloration bleue noire
Tanins catéchiques | Chlorure férrique Coloration brune verdatre
sucres réducteurs | Liqueur de Fehling Précipité rouge brique
Mayer Précipité blanc
Alcaloides y . _p_ . . A
Drajendorf Précipité ou coloration brun-rougeétre
Saponosides Hauteur de mousse Apparition d' une mousse persistante

11.4. Analyse quantitative des composés phénoliques
11.4.1.Dosage des polyphénols totaux
11.4.1.1. Principe:

Principe de cette méthode repose sur la réduction des réactifs acides phosphotungstique
(H3sPW12040) ou réactif de Folin-ciocalteu dans une solution alcaline. Lors de 1’oxydation, il est
réduit en un mélange d’oxyde bleu: oxyde bleu de tungsténe (WgO,3), la couleur obtenue dont
I'absorption maximum a environ 760-765 nm est proportionnelle a la quantité de polyphénols qu'il

contient extrait qui a été analysé (Kessimi, 2006).
11.4.1.2. Mode opératoire

Les polyphénols ont été quantifiés en utilisant le réactif de Folin. Ciocalteau en prenant
200ul d’extrait et en mélangeant dans Iml de réactif ciocalteau-Folin, attendre 5 minutes puis
ajouter 800 ul de carbonate de sodium Na,COj3 (7.5%) et placés dans I'obscurité pendant 2 heures,
puis mesurés I'absorbance de la solution préparée a une longueur d'onde de 765 nm a l'aide d'un

spectrophotometre (Normala et Mardhiah, 2010) (Figure 17).

La courbe d'étalonnage a été réalisée par I'acide gallique a différentes concentrations (0.187
- 3mg/ml), dans les mémes conditions et les mémes étapes de dosage. Les résultats sont ainsi
exprimés en mg équivalent d'acide gallique par mg d'extrait sec (mg d'EAG/mg ) (Wong et al.,
2006).
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200 pl d’extrait végétal ( EQ)

Ajout de 1 ml FCR U
Ajout de 800 pl Na,COs U

Incubation pendant 2H a température

ambiante et a I’obscurité U

Lecture a 765 nm

Figure 17: Différentes étapes du dosage des polyphénols totaux (PPT) d'extrait aqueux

11.4.2. Dosage des flavonoides
11.4.2.1. Principe

Les flavonoides contiennent un groupement hydroxyle libre en positon 5 qui est capable de
donner un composé jaunatre en chélatant les ions, en présence de chlorure d'aluminium Al*%. La
coloration jaune produite est proportionnelle a la quantité de flavonoides présente dans 1’extrait
(Basli et al., 2012).

11.4.2.2. Mode opératoire

La détermination des flavonoides totaux a été effectuée: 1 ml eau distillé est ajouté a 1 mg
d'échantillon a analyser est ajoutés a 1 ml de la solution d’AlCl3 (02% dissous au méthanol). Lire
les absorbances a 1’aide d’un spectrophotométre UV-visible a 420nm, aprés son départ incuber 1

heure a température ambiante (Ghedadba et al., 2015; Lahmer et Messai, 2017) (Figure 18).

La concentration des flavonoides contenus dans les extraits végeétaux a éeté calculée en se
référant a la courbe d’étalonnage a base de quercétine comme standard (0.187- 3 mg/ml), Les
résultats ont été exprimés en mg d’équivalents de la quercétine par mg d’extrait (mg EQ/mQ)
(Kosalec et al., 2004; Mbaebie et al ., 2012).
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1ml d’extrait végétal

4

Ajout de 1ml d’AICI; 2 2%

4

Lecture a 420 nm
Figure 18: Différentes étapes du dosage des flavonoides (FV) d'extrait aqueux

I1.5. Etude de la toxicité d’extrait aqueux de Pituranthos chloranthus

11.5.1. Les animaux de tests de toxicité

L’¢tude de la toxicité aigué est une analyse qualitative et quantitative de [’altération
irréversible des fonctions vitales aprés administration unique d’une substance dans un délai

quelques jours (Ruckebusch, 1981).

La toxicité aigué de Pituranthos chloranthus a été évaluée chez 15 rattes Wistar (femelle)
répartis au hasard en 3 lots de 5 rattes chacun, aprés soumises a un jetine de 16 heures sauf 1’eau,
chaque groupe re¢oit quotidiennement une dose unique de 1’extrait aqueux de la plante a testés (500
ou 1000 mg/kg p.c.) par voie orale a 1’aide d’une seringue de gavage (figure 19), gardés dans des
mémes conditions. Les signes de toxicité et le poids des rattes ont été enregistrés pendant la durée
de I’expérimentation (7 jours) selon la méthode (Pissang et al., 2022), avec quelques modifications.

Les groupes des animaux:

Groupe 01: Rattes recevant eau distillée (lots témoins).
Groupe 02: Rattes recevant 1’extrait aqueux de Pituranthos chloranthus 500 mg/kg p.c.

Groupe 03: Rattes recevant 1’extrait aqueux de Pituranthos chloranthus 1000 mg/kg p.c.
11.5.2.0bservation

Les rattes ont été suivis attentivement et régulierement durant pendant les premiéres 24
heures, surtout les premiéres 4 heures, puis quotidiennement pendant la durée de 1’expérimentation
(7 jours) aprés ’administration de la solution. Les observations visuelles comprenaient de mortalité,
modifications de la peau, des poils, des yeux et de l'activité somato-motrice et du comportement,
des diverses manifestations de diarrhée, léthargie, sommeil. Le nombre de survivants a été

enregistré. La mesure du poids de chaque animal doit étre realisée peu de temps avant
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I'administration de I'extrait a testés et ensuite une fois par jour. Les variations de poids sont
calculées et enregistrées (ElI Kabbaoui, 2019). Ce test a été réalisé conformément a la directrice
Organisation Mondiale de la Santé pour I'évaluation de Il'innocuité et de I'efficacité des
médicaments a base de plantes (O.M.S., 2000).

Figure 19: Administration de extrait aqueux par voie orale a l'aide d’une seringue de gavage

(Originale, 2023)

11.6. Etude des Ieffet biologiques de I'extrait d'aqueux de Pituranthos chloranthus

11.6.1.Evaluation de I'activité antioxydante in vitro

La capacité d'un extrait ou d'un composé végétal a L'élimination des radicaux libres sont
estimeées de plusieurs manieres, dont les plus importantes sont: test d'inhibition des radicaux libres "

DPPH " ou test de la réduction du fer " FRAP ".

11.6.1.1. Test du piégeage du radical libre (DPPH)
11.6.1.1.1. Principe du test

Méthode de test d'inactivation des radicaux libres le DPPH dépend de la capacité des extraits
de plantes (antioxydants) a donner un atome d'hydrogéne a partir de groupes hydroxyles
phénoliques et a modifier le radical libre DPPH, et cela se traduit par la disparition de la couleur
violette de la racine de DPPH” et sa transformation en DPPH-H jaune ( figure 20) & la suite de sa
conversion en un compose stable (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyne) (Colak et al.,2017). Afin de
suivre coloriqguement cette interaction, un spectrophotomeétre est utilisé a une longueur d'onde de

517 nm.
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Figure 20: Réaction de test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl) (Yacooba et al., 2018)

11.6.1.1.2. Mode opératoire

% Préparation du réactif DPPH
= 4 mg de DPPH* sont dissous completement dans le méthanol dans une fiole de 100 ml
= Cette solution est mise dans le frigo (elle doit étre protégée de I’air et de la lumicre)

% Préparation des extraits

Préparez la solution originale en prenant 12 mg de I'extrait et nous le dissolvons dans 2 ml
de méthanol pour que la concentration de la solution d'origine devienne 6 mg/ml, et sur la base de
cette concentration, nous préparons le reste des dilutions. Prélever 200 ul de I'extrait dissous dans
du méthanol et ajouter 800 ul de la solution DPPH (3 itérations), homogénéiser la solution, incuber
les tubes a I'obscurité pendant 30 minutes, puis mesurer I'absorbance des solutions préparées a une

longueur d'onde de 517 nm par un spectrophotomeétre (Dziri et al., 2012; Azouaou et al., 2020).

Pour la comparaison positive du pourcentage d'inhibition des radicaux libres DPPH nous
utilisons de l'acide ascorbique dont 1’absorbance a ét¢ mesuré dans les mémes conditions que les

échantillons et pour chaque concentration.
11.6.1.1.3. Pourcentage d’inhibition

Ensuite, la courbe exprimant résultats en tant qu'activité de piégeage des radicaux libres ou
activité d'inhibition des radicaux libres en pourcentages (1%) en fonction des concentrations (ug/ml)
des différentes solutions est tracée a l'aide de la formule suivante (Tailor et al., 2014; Trabsa, 2015;

Aouni et al., 2017).
1%= [(AC-AE)/AC] x 100
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Avec :

I % : Pourcentage d’inhibition

AC : Absorbance du controle (DPPH)

AT : Absorbance de I’extrait (Trabsa, 2015)

11.6.1.1.4. Calcul de la concentration inhibitrice de 50%0 (1Csp)

Graphiquement les 1Cso sont calculées par les régressions linéaires des graphes tracés;
pourcentages d'inhibition en fonction de différentes concentrations de fraction testée. 1Cso ou
concentration inhibitrice de 50% (aussi appelée EC50 pour Efficient concentration 50), est la
concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH (Mekhadmi.,

2021).

11.6.1.2. Test de la réduction du fer FRAP (Ferric Reducing-Antioxidant Power)
11.6.1.2.1. Principe

L’activité du pouvoir réducteur est déterminée selon la méthode (Oyaizu, 1986; Benzie et

Strain, 1996)

L'activité réductrice d'un extrait est évaluée par la réaction oxydoréduction entre I'extrait a
testés et les ions métalliques de transition; notamment le fer, le Fe** participe & la formation du
radical hydroxyle par la réaction de Fenton. La méthode FRAP est basée sur réduire le fer ferrique
(Fe**) présent dans le complexe KsFe(CNg) en fer ferreux (Fe®") (Khadhri et al., 2013) par le
pouvoir réducteur est 1’aptitude des antioxydantes (AH) présents dans I’extrait de plante a donner
un électron (Li et al., 2009) (figure 21), dans un milieu acidifié¢ par I’acide trichloroacétique (TCA)

pour maintenir la solubilité du fer (Lugman et al., 2012; Sushma et al., 2013).

En effet, le systtme FeCls/K3Fe(CN)g permet de détermination des concentrations des
antioxydants, qui participent a la réaction redox (Amarowicz et al., 2004). La forme réduite de ce
complexe se traduit par le changement de la couleur jaune vers une couleur bleue (Chung et al.,
2006), ce qui permet de la quantifier par spectrophotométrie UV-Vis et une augmentation de

I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Hubert,
2006).
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Complexe tripyridyltriazine
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Figure 21: Réduction d’un complexe tripyridyltriazine ferrique [(Fe(l11)-TPTZ)2] en un
complexe tripyridyltriazine ferreux [(Fe(1l)-TPTZ)2] par un antioxydant (AH) (Anh-Dao et al.,
2022)

11.6.1.2.2. Mode opératoire

Le pouvoir réducteur des extraits d'aqueux d’Pituranthos chloranthusest déterminé par

la méthode (Oyaizu, 1986) avec quelques modifications.

On prépare le réactif de FRAP par les mélanges suivants: dans des tubes a essai en verre
contenant 0.25 ml de I'extrait agueux de la plante étudiée a différentes concentrations entre (0,0625
et 1 mg/ml), ont été ajoutés 0.625 ml d'une solution tampon phosphate de sodium (0,2M, pH= 6,6)
puis 0.625 ml d’une solution de ferrycianide de potassium [KszFe (CN)g] 1% dans I’eau distillée,
I'ensemble des tubes a essai est incubé au bain marie a 50 ° C pendant 20 min. Ensuite, on ajout
2.5ml d’acide trichloracétique (TCA) a 10% sont ajoutés afin d'arréter la réaction. Alors, Les tubes

sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10 min.

Prendre 0.625 ml de surnageant et transféré dans un autre tube auquel ont été ajoutés
0.625ml d’eau distillée et 0.125 ml de d'une solution de chlorure ferriqgue FeCl3;0.1% fraichement

préparé dans de 1’eau distillée.

La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel est a 700 nm contre un blanc
semblablement préparé, en remplagant 1’extrait par de 1’eau distillée pour permettre de calibrer

I’appareil (Spectrophotométre UV-VIS). Le contrble positif est représenté par un ’acide ascorbique
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est utilis¢é comme standard d’un antioxydant dans cette expérience dans les mémes conditions

opeératoires. Le test est répété 3 fois.

11.6.2. Evaluation des I’activités antidiabétique de Pituranthos chloranthus in vivo

Dans le but d'étudier I'activité hypoglycémiante de Pituranthos chloranthus, proclamée par
les enquétes ethnobotaniques précédentes, ont été utilisés dans cette étape de 1’étude I'extrait aqueux
de la plante préparé par macération, qui a été administrée a des rattes diabétiques a été réalisée au
laboratoire par 1’utilisation des produit chimique est alloxane (diabéte expérimental). A la fin du
traitement, pour étudier I’effet de Pituranthos chloranthus sur les rattes diabétiques, on fait le

dosage des parameétres biochimiques et prélevement des organes pour I'étude histologique.

11.6.2.1. Induction du diabete expérimental

Apreés une mise a jeun 15 des rattes Wistar Albinos adultes femelles (entre 150 g et 190 Q)
pendant 12 heures. Le diabéte a été induit par I’injection intra péritonéale d'alloxane (Alloxane;
Sigma, UK) (figure 22) préparée fraichement dans un volume de 5 ml de solution d’eau
physiologique a une dose de 150 mg/kg p.c. (Sabu et al., 2002). Aprés l'injection, les bouteilles
d’eau ont été remplacées par des bouteilles contenant une solution de glucose 5% pendant 24 heures
afin de surmonté I’hypoglycémie pour éviter toute hypoglycémie mortelle pouvant survenir induite

par l’alloxane la destruction des cellules B pancréatiques et la libération massive d’insuline
(Chahlia, 2009).

Le diabéte induit a été confirmé chez chacune des rattes a étudier apres 48 heures en
mesurant la glycémie a jeun avec un glucomeétre a l'aide de bandelettes réactives en prélevant une

goutte de sang dans la veine queue (Owoyele et al., 2005).

Figure 22: Injection intra péritonéale d’alloxane pour induction du diabete (Originale, 2023)
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11.6.2.2. Traitement des animaux

Les 20 rattes soit diabétiques et sains ont été divises en quatre groupes de cing (05) rattes
chacun, pesant entre (150 g - 190 g) et gardés dans des mémes conditions, mis a acceés libre de 1’cau
et ’alimentation. Le traitement a l'extrait aqueux de Pituranthos chloranthus a été initié 48 heures
apres l'induction du diabéte (ElI Kabbaoui, 2019), elles ont été administrées par voie orale (gavage
gastrique) quotidiennement pendant une durée totale de traitement (21 jours).

Ces groupes sont organisés de la maniére suivante:

Groupe 01 (Témoins ): 5 rattes normaux soumises a un régime alimentaire standard pendant 21

jours.

Groupe 02 (Diabétiques non traités): 5 rattes diabétiques soumises a un régime alimentaire

standard pendant 21 jours.

Groupe 03 (Diabétiques traitées): 5 rattes diabétiques soumises a un régime alimentaire standard
et traitées en recoivent quotidiennement avec 500 mg/Kg p.c. de I'extrait aqueux de Pituranthos

chloranthus pendant 21 jours.

Groupe 04 (Diabétiques traitées): 5 rattes diabétiques soumises a un régime alimentaire standard
et traités en recevant quotidiennement avec 250 mg/Kg p.c. de l'extrait aqueux de Pituranthos

chloranthus pendant 21 jours (figure 23).
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Etude des I’effet antidiabétique de I'extrait d'aqueux (EA) de Pituranthos chloranthus

20 rattes femelles Wistar albinos répartis en 4 groupes égaux
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Figure 23: Schema récapitulatif du protocole expérimental
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11.6.2.3. Parametres suivis durant le traitement

Au cours de la période de 21 jours de I'étude, deux parametres ont été suivi a intervalle

régulier a savoir le (poids et la glycémie).
11.6.2.3.1. Poids corporel

L’évolution pondérale est I'un des parameétres cruciaux qui détermine 1’état d’un diabétique,
et en raison de la trés considérable perte de poids a accompagne I’apparition de la maladie, il est
trés important de suivre la variation pondérale des rattes pendant 1’expérimentation pour se
renseigner de la situation de ces derniers. Tous les rattes ont eté pesés avant I'induction du diabéte,
puis I’évolution pondéral des rattes pour chaque lot a été mesurée une fois toutes les 48 heures a

I’aide d’une balance électronique (Bédou, 2019).

11.6.2.3.2. Glycémie

La glycémie a été mesurée durant le traitement chaque trois jour, en utilisant un glucometre
et des bandelettes adaptées aprés prélevement du sang au niveau de la veine principale a partir

d’une piqtire avec une seringue dans la queue (Bédou, 2019).
11.6.2.4. Sacrifice et prélevement de sang et des organes

A la fin du traitement (aprés 21 jours de traitement), la glycémie a jeun et le poids des rats
apres le dernier jour du traitement sont notés avant le sacrifice. Tout les rattes expérimentale sont
anesthésiées par chloroforme apres 16 h de jelne et sont sacrifiés (par décapitation). Au moment du
sacrifice, la récupération du sang s’effectue pour toutes les rattes, est collecté dans des tubes

héparinés (contre la coagulation).

Apres centrifugation & 3000 tours/minute pendant 10 minutes, le sérum est récupéré et
utilise pour le dosage des parameétres biochimiques (glycémie, cholestérol, TG, urée, créatinine,
TGO, TGP), Apres la dissection de la cavité abdominale le foie, le ceeur, pancréas (nous n‘avons
pas pu l'obtenir), les reins, le rate sont soigneusement prélevés, rincés avec I'eau physiologique salin
0.9 % , ensuite pesés a 1’aide d’une balance, puis conservés dans le formol a 10% pour une

subséquente étude histopathologique.
11.6.2.5. Méthode de dosage des parametres biochimique

Pour realiser le dosage des parametres biochimiques est effectué sur sérum sanguin selon les
fiches techniques speécifiques (Spinreact, Espagne) a chaque paramétre et a l'aide d'un
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spectrophotomeétre. Notre travail de recherche a été réalisé au sein du laboratoire de biochimie

médicale, Etablissement de santé publique en Guemar d’EL Oued, Alger.

11.6.2.5.1. Dosage du glucose

% Principe

Le glucose oxydase (GOD) catalyse 1’oxydation du glucose en acide gluconique et peroxyde
d’hydrogéne (H,O,). Ce dernier, en présence de peroxydase (POD), oxyde le chromogéne

incolore (4-aminophénazone) en un composé coloré (quinoneimine):

GOD
B-D-glucose + O, + H,LO ——— Acide gluconique + H,0,

POD
2H,0; + phénol + 4- aminophénazone —— Quinoneimine + 4H,0

Le glucose présent dans I’échantillon donne, un complexe coloré quantifiable par
spectrophotométrie a 505 nm. L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration

de glucose présent dans 1’échantillon testé (Barham et Trinder, 1972).

11.6.2.5.2. Méthode de dosage des parametres de métabolisme des carbohydrates et lipides

11.6.2.5.2.1. Dosage des triglycérides

Le dosage des triglycérides a été effectué par le méme autoanalyseur suivant une méthode
colorimétrique enzymatique par un autoanalyseur de type (BIOLIS24j) des triglycérides (Glycérol
phosphate oxydase) en utilisant des kits commerciaux (Spinreact) et en utilisant le Kit de réactif de
triglycérides (Buccolo, Harold, 1973)

% Principe

Les triglycérides de 1’échantillon sont hydrolyses en glycérol et en acide gras libre par les
lipoprotéines lipases (LPL). Le glycerol est alors phosphorylé en glycérol-3-phosphate (G3P) par
I’ATP lors d’une réaction catalysée par la glycérol-kinase (GK). Le G3P est alors transformé en
dihydroxiacétone phosphate (DAP) et en peroxyde d’hydrogene (H,0,) par le Glycérol Phosphate
Oxydase (GPO).
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Au final, le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) réagit avec du 4-aminophénazone et du p
chlorophénol, réaction catalysée par la peroxydase (POD), pour former un dérivé coloré

quinonéimine rouge qui est mesuré a une longueur d'ondes de 505 nm.

lipoprotéine lipase
Triglycéride — Glycérol + Acides gras

Glycérokinase, Mg"”
Glycérol +ATP — Glycérol -3-P+ADP

Glycérokinase
Glycérol-3-Phosphate + O, H,0, + Dihydroxyacétone-P

Péroxydase
2H,0;, +4-aminophénazone + chloro-4-phénol —Quinoneimine + 4H,0

L’augmentation d’absorbance est directement proportionnelle a la concentration en

triglycérides de 1’échantillon.

11.6.2.5.2.2. Dosage du cholestérol total

% Principe

Cholestérol total ont été déterminés suivant une méthode colorimétrique, enzymatique par
un autoanalyseur de type (BIOLIS24j) en utilisant le Kit de réactif de cholestérol total (Meiattini et
al., 1978), kits commerciaux Spinreact (réf : Cholestérol-1001090)

La réaction consiste a libérer le cholestérol de la liaison ester par la cholestérol-estérase, et
d’oxyder le cholestérol libre non estérifié¢ par la cholestérol-oxydase. L'indicateur quinoneimine est
formé a partir de peroxyde d'’hydrogéne, de la 4-aminophénazone, en présence de phénol et de
peroxydase. La concentration en quinoneimine colorée est mesurée a 505 nm, est proportionnelle a

la concentration de cholestérol présent dans 1’échantillon testé.
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Ester de cholestérol + H,O

Cholestérol estérase

— Cholestérol + Acide gras

Cholestérol oxydase

Cholestérol +1/2 0, + H,0

Cholesténe + H»0,

Péroxydase
Quinoneimine +4 H,0

2H,0; +4-aminophénazone + Phénol

11.6.2.5.3. Méthode de dosage des parametres de métabolisme protéique

11.6.2.5.3.1. Dosage de I'urée sérique

K/
A X4

Principe

Dans notre étude, I'urée sérique a été déterminée suivant une méthode colorimétrique par un

Autoanalyseur de type (BIOLIS24j) en utilisant

le Kit de réactif de I'urée sérique (Kaplan, 1984),

kits commerciaux Spinreact ,Espagne (réf : urée-1001332).

L'uréase catalyse I'némolyse de l'urée présente dans I'échantillon, en ammoniac (NH3) et en

anhydride carbonique (CO2). L'ammoniac formé est incorporé a I'a- cétoglutarate sous l'action du

glutamate déshydrogénase (GLDH) avec oxydat

est mesurée a 340 nm.

ion paralléle de la NADH a la NAD. L'absorption

Urée + H,O + 2 H'

2 NH3 + a -Cétoglutarate + NADH

Uréase
— 2 NH3;+ CO»

GLDH

H,O + NAD" + L-Glutamate

La diminution de la concentration de NADH est proportionnelle a la concentration d’urée

dans I’échantillon.
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11.6.2.5.3.2. Dosage de la créatinine

% Principe

Le dosage est basé sur la réaction de la créatinine avec le picrate de sodium par une méthode
chimique colorimétrique et cinétique selon la méthode de Jaffé en utilisant les kits commerciaux

Spinreact, Espagne (réf : créatinine- 1001113) (Murray, 1984 a)

La créatinine réagit avec le picrate alcalin pour donner un complexe coloré. L’intervalle de
temps choisi pour les lectures permet d’éliminer une grande partie des interférences d'autres
constituants du sérum. L'intensité de la couleur formée est proportionnelle & la concentration de

créatinine dans I'échantillon testé.

11.6.2.5.4. Méthode de dosage des parameétres de |'activité enzymatique
11.6.2.5.4.1. Dosage de I'activité de I'aspartate aminotransférase (ASAT)

Le dosage de la ASAT a été réalisé par une méthode enzymatique colorimétrique par un
autoanalyseur de type (BIOLIS24j) en utilisant (Kit de réactif de I'ASAT, SPINREACT) (Murray,
1984) L'absorbance est mesurée au spectrophotomeétre a 340 nm.

L'Aspartate aminotransférase (ASAT) est une transaminase, appelée aussi I’oxaloacétate de
glutamate transaminase (GOT) catalyse le transfert réversible d’un groupe aminé a partir de
I’aspartate au a-cétoglutarate formant le glutamate et 1’oxaloacétate. L’oxaloacétate produit est
réduit au malate par la malate déshydrogénase (MDH) et le NADH,H" (réf: GOT-1001161) selon

les réactions suivantes:

ASAT
Aspartate + a-cétoglutarate ——— Glutamate + Oxaloacetate

MDH
Oxaloacetate + NADH+H™ ——— Malate + NAD"

La vitesse de réduction NADH, déterminée photo numériquement est proportionnelle a la

concentration catalytique d’ASAT dans I’échantillon.
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11.6.2.5.4.2. Dosage de I'activité de I'alanine aminotransférase (ALAT)

% Principe

Cette méthode est basée sur le méme principe que dosage de la ASAT précédent avec une
différence dans les réactifs et les enzymes qui catalysent la réaction. L'alanine aminotransférase
(ALAT) est une transaminase appelée aussi de glutamate-pyruvate-transaminase (GPT). Les
activites ASAT ont été déterminées en utilisant des kits commerciaux de Spinreact (réf: GPT-
1001171), (Murray 1984 c).

Le principe est présenté par le schéma réactionnel suivant:

ALAT
Alanine + a-cétoglutarate Glutamate + Pyruvate

LDH
Pyruvate + NADH+H" Lactate + NAD"

ALAT: L'alanine aminotransférase appelée aussi de glutamate-pyruvate-transaminase (GPT)
LDH: lactate déshydrogéné

Le taux de diminution de la concentration en NADH est proportionnel a 1’activité de la
ASAT présenté dans 1’échantillon.

11.6.2.6. Préparation des échantillons des coupes histologiques

Les coupes histologiques du foie, cceur, reins rate ont été réalisées au niveau du laboratoire
pédagogique de faculté des sciences de la nature et de la vie, I’Université Echahid Hamma Lakhdar

selon La technique est celle décrite par HOULOT, (1984) qui comporte les étapes suivantes:
11.6.2.6.1. La fixation

Les echantillons sont fixés (fragment de chaque organe d'environ 5 mm) dans le formole a
10 % pendant une durée de 24 pour conserver les tissus et leur contenu tels qu'ils étaient dans le
corps de I'organisme, puis ils sont disposés dans cassettes spéciales qui permettent le passage des

liquides.
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11.6.2.6.2. Déshydratation

Le but de cette technique est d’éliminer 1’eau contenue dans les organes a l'aide d’un
appareil automatique qui permet le passage automatiques et progressif des échantillons dans des
bains d’éthanol de concentration croissante (a 60% jusqu’a 100%) pour eviter le rétrécissement des

tissus.
11.6.2.6.3. Eclaircissement, Imprégnation et Inclusion (Enrobage)

Les échantillons subissent a des bains successifs de xyléne, a mélange égal de xyléne et de
paraffine fondue puis a de paraffine absolue fondue. Le xyléne occupe la place de I'éthanol et par

conséquent facilite la pénétration de la paraffine puisque cette derniére est hydrophobe.

Inclusion a pour but de permettre la réalisation de coupes fines et réguliéres A I'aide d'un
appareil d'inclusion, les échantillons du foie sont placés dans des moules métalliques et recouverts
de paraffine fondue qui infiltre alors toute la piece. Apres refroidissement, les blocs dur sont préts a

la coupe.
11.6.2.6.4. Réalisation des coupes

Les blocs sont placés dans le microtome afin de réaliser des coupes de 3um d'épaisseur. A
I'aide d'une pince trés fine, les rubans obtenus sont étalées sur la surface du bain-marie (45 °C)

pendant une minute pour étre déplissées et fixés sur la lame de verre.
11.6.2.6.5. Déparaffinage

Pour éliminer la paraffine, les lames sont passées dans deux bains de xyléne pendant 15
minutes a chaque fois, apreés liquéfaction, en plagant les lames dans une étuve (50°C) pendant deux

heures.
11.6.2.6.6. Réhydratation

En immergeant les lames dans des bains successifs d’éthanol de degrés décroissant: 100%
puis 100% (3 min a chaque fois), 95% (1min), 80% (1min), puis dans I’eau distillée (1min)

permettant I’élimination de la paraffine intracellulaire.

60



Chapitre 1 Matériel et Méthode

11.6.2.6.7.Coloration :
la coloration suive les étapes suivantes:

Selon la technique a 1’ hématoxyline -éosine (HE) qui nécessite d'immerger les lames dans
de l'alcool acide pendant 3 min (100 ml d'éthanol a 70 % + 50 ml de HCI) puis de les rincer dans de
I'eau distillée (5 min) pour les immerger dans un bain d'hématoxyline Harris (30 s) qui colore en
bleu violacée les structures basophiles (noyaux), ensuite dans un bain d’ecau du robinet pour vérifier

la différenciation au microscope.

Transférer les lames dans un bain d'eau a 50 °C avec quelques gouttes d'hydroxyde
d'ammonium (NH4OH) (15 min), puis dans un bain d'éosine (20 secondes) pour colorer en rose les

structures acidophiles (cytoplasme).Tous ces bains sont séparés par des lavages a I’eau du robinet.

Enfin, les lames colorées sont séchées, recouvertes de lamelles fixées avec une colle, afin

qu'elles soient prétes pour I'observation au microscope.
11.6.2.6.8. Observation au microscope

Enfin, les coupes colorées sont séchées, montées entre lame et lamelle avec une résine
synthétique « baume de canada », afin qu'elles soient prétes pour I'observation au microscope

optique a différents grossissement (Gx10, et Gx40) et photographiées a 1’aide d’un appareil photo.

11.6.2.7. Analyses statistiques

Analyse en composantes Principales (ACP) et ANOVA
Les analyses des données ont été réalisées en utilisant 1’ Analyse en Composantes Principales (ACP)

et ANOVA. Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel statistique R 4.2.3

61



Chapitre 1 Matériel et Méthode

11.6.3. Evaluation des P’activités anti- inflammatoire de Pituranthos chloranthus

L'inflammation est souvent traitée avec des anti-inflammatoires stéroidiens et non
stéroidiens efficaces mais souvent avec des effets indésirables (Gaziano et al., 2006). La recherche
de nouveaux anti-inflammatoires plus efficaces et sans effets secondaires reste un enjeu majeur, ce
qui incite de nombreux chercheurs a s'orienter vers les molécules d'origine végétale a potentiel anti-

inflammatoire plus important que les médicaments synthétiques et sans effets secondaires.
11.6.3.1. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire in vitro

Pour évaluer l'activité anti-inflammatoire, nous avons utilisé des blancs d'ceufs selon la
méthode de dénaturation des protéines décrite par Chandra et al., 2012 avec quelques modifications.
Nous avons mélangé 200 ul d'albumine d'ceuf (provenant d’ceufs frais de poule) avec 2.8 ml de
solution tampon de phosphate saline (PBS, pH 6,4 ) et 2 ml d'extrait de aqueux a différentes
concentrations (0.0625- 1 mg/ml), Pour d'expérience, on prépare un témoin, Il est constitué de 2ml
d’eau distillée a la place de D’extrait aqueux. L'acide acétylsalicylique a été utilisé comme
médicament de référence .les mélanges ont ensuite été laissés a température ambiante pendant 15
min, puis chauffé en bain-marie a 70°C pendant 5 min. Apres refroidissement, les absorbances sont

mesurées a 660 nm.

Le pourcentage d'inhibition (IP%) de la dénaturation des protéines a été calculé comme suit
selon (Bouhalai et al., (2017):

Pourcentage d'inhibition (IP%) = [(Abs contréle - Abs échantillon) /Abs contréle] x 100

11.6.3.2. Evaluation de Pactivité anti inflammatoire in vivo

A cette fin (mentionné ci-dessus) , cette partie du travail consiste a évaluer I'activité anti-
inflammatoire de l'infusé et des extraits de Pituranthos chloranthus. via un stimulus chimique
(carragénine), qui provoque des cedémes au niveau des pattes de souris selon la méthode de

Amezouar et al., 2013; Harchaoui, 2019., avec quelque modification.
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11.6.3.2.1. Principe

L'injection d'un déclencheur chimique tel que la carragenine, dans les pattes de rats
provoque l'apparition d'cedéme, le volume de celui-ci peut atteindre son maximum apres 4h, le

volume de Il'inflammation est mesuré et comparé par rapport a un témoin.

Pour de réduire le volume de I'cedéme, une solution anti-inflammatoire peut étre administrée

par voix orale avant l'injection de la carragénine (Amezouar et al., 2013; Harchaoui ,2019) .
% Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué¢ de 1’extrait aqueux de la plante Pituranthos chloranthus
< Matériel animal

Les animaux utilisés dans notre étude sont des rats albinos adultes femelles de souches
Wistar dont le poids est compris entre 150 et 190 g, élevés a l'animalerie de 1’université Echahid

Hamma Lakhdar El-oued .
L’expérience a été réalisé sur 25 rats répartis en 05 homogenes lots:

Lot 01 : Témoin négatif

Lot 02 : Témoin positif (référence)
Lot 03 : Témoin positif (référence)
Lot 04 : Expérimental (test)

Lot 05 : Expérimental (test)

11.6.3.2.2. Protocole expérimental

& Les souris ont jetné pendant 16 heures avant le traitement. Ensuite, recu les produits a tester par
voie intra-gastrique
& Ensuite effectué ce qui suit sur des groupes de rats:
= Lot témoin (n=5) : Les rats de ce lot regoivent par voie orale 01 ml d'eau physiologique.
= Lot de référence (n=5) : Les rats de ce lot ont ete traitées par voie orale avec 100 mg/kg P.C
d'un anti-inflammatoire de référence (Diclofénac).
= Lot de référence (n=5) : Les rats ont été traitées par 1’aspirine a la dose 100 mg/kg P.C.
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= Lot test (n=5) : Les rats de ce lot ont été traitées par voie orale d'extrait a la dose 500 mg/Kg
par poids corporelle (P.C) .
= Lot test (n=5) : Les rats de ce lot ont été traitées par voie orale d'extrait a la dose 250 mg/Kg

par poids corporelle (P.C).

30 min aprés les différents traitements, 100 pl d'une solution de carraghénane (1%) a été
injecté a chaque souris sous le coussinet plantaire de la patte postérieure gauche .Cependant, la patte
arriére droite n'a subi aucun traitement (un controle) . cette technique inspirée de celles décrites par
Winter et al. (1962) Cité par (Cadi et al., 2011; Amezouar et al., 2013) (figure 24).

11.6.3.2.3. Mesure de ’cedéme

L’évaluation de 1’cedéme a été suivie par I’enregistrement du diamétre de la patte enflammée
0,1, 2, 3, 4 et 5 heures (Amezouar et al., 2013; Ferhat et Meyach, 2016) aprés 1’injection de 1’agent

phlogogene par une micrometre digital ( figure 24).

Avant I'injection Aprés l'injection Mesure le diameter

Figure 24: Mesure du diamétre de gonflement de la patte a ’aide d’un pied de micrométre digital
(Originale, 2023)

& Calcul du pourcentage d’inhibition de I’cedéme

L'activité anti-inflammatoire a été aussi évaluée par le calcul du pourcentage d'inhibition

(taux d'inhibition %) de l'cedéme selon la formule (Amezouar et al., 2013):

% I cedéme = [(Dn b DO)témoin - (Dn . DO)traité]/ (Dn - DO)témoin X 100 J
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Avec :

Dn: le diamétre de la patte au temps t apres I’injection de la carragénine.

Dy : le diametre initial de la patte avant de provoquer 1’cedéme.

= |

05 lots de 05 rats J

v

4 Lot A Lot hT# Lot AT Lot test Lot test
témoin référence référence _ _
I'extrait a I'extrait a
eau Diclofénac Aspirine la dose 500 la dose 250
physiolog- par voie par voie mg/Kg par mg/Kg par
ique par orale orale voie orale voie orale
\voie orale ) U JAN y

J
/!

—

~,

L'injection de carragénine (100 ul, 1%) J

~

Mesure deux pattes a 0, 1, 2, 3, 4 et 5 heures apres I’injection de
I’agent phlogogene

Figure 25 : Schéma récapitulatif les étapes de I’activité anti-inflammatoire in vivo de 1’extrait

aqueux
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I11. Résultats

111.1. Rendement de I’extraction

Le processus de maceération a été réalisée sur la poudre végétale des parties aériennes de
Pituranthos Chluranthus avec de I'eau distillée. Aprés extraction de 10 g de I'échantillon et
évaporation des filtrats, nous avons obtenu un extrait sec pesant 1.012 g, ce qui correspond a un
rendement de 10.12 %. Elles ont une couleur marron clair et aspect poudré avec une forte odeur

caractéristique. Les reésultats sont présentés dans le tableau suivant:

Tableau 07: Caractéristiques de I'extrait végetal et son rendement

Extrait Aspect de I'extrait | Couleur de I'extrait Rendement

Extrait aqueux Poudre Marron clair 10.12 %

Ce rendement de notre plante est proche de celui obtenu par Mallouk (2013) avec de
10,07%, et est supérieur de celui obtenu par Kadourie et Taba (2019), soit 4.5 % et aussi par

Bouaziz et al. (2009). Par contre, il est inférieur de celui obtenu par Mekhadmi (2019) avec de 17%.

La différence de rendement d'extraction est due a de nombreux facteurs d'influence dont les
plus importants sont: 1’origine de récolte de 1’espéce, la saison de récolte, la partie de la plante
utilisée, la méthode d'extraction la durée, température et lieu de séchage (Hmiri et al., 2011,
Moghaddam et Mehdizadeh, 2017). Le rendement dépend également situation géographique,
moment de la récolte de la plante, age de la plante (Akrout et al., 2010). En plus des facteurs
géographiques qui affectent de maniére significative la couverture végétale, tels que le climat

(précipitations, chaleur, vents, Humidité ..), en plus du sol (Beniston, 1984).

111.2. Analyses qualitative de la plante

111.2.1.Résultats de I’étude phytochimique

Ce teste consiste a détecter différents composés chimiques actifs existants dans les partie
aérienne de Pituranthos Chluranthus. par des réactions qualitatives de caractérisation. Ces réactions
sont basées sur des phénomeénes de précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques. Ces
derniéres permettent de définir la présence ou non de certains métabolites secondaires. Les résultats
des tests de détection qualitative des composés phytochimique sont présentés dans le tableau ci-

dessous.
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Tableau 08: Test phytochimique d'extrait aqueux de Pituranthos Chluranthus

Métabolites secondaires Résultats des réactions Observation
Polyphénol +++ Coloration bleue-verdatre
Flavonoides ++ Coloration jaune
Tanins + Brune verdatre
+ Précipité blanc (réactif de Mayer)
Alcaloides Précipité brun-rougeatre
* (réactif de Drajendorf)
Saponines - Absence de mousse
Sucres réducteurs - Absence précipité rouge brique
Térpene + Apparition d'un anneau rouge-violet

(+) : Test faiblement positif, (-) : Test négatif, (++) : Test positif, (+++) : Test fortement positif.

A travers les résultats présentés dans le tableau 0, qui mettent en évidence les résultats de la
détection chimique des métabolites secondaires de Pituranthos Chluranthus. nous avons noté que
I'extrait aqueux est tres riches en en polyphénols, et en quantité Iégérement moindre, il est riche en
flavonoides, ces derniers correspondant de celui obtenu par Kadourie et Taba (2019), Boussaid
(2013) et aussi par Mallouk (2013).

En revanche, il est pauvre en alcaloides, térpéne et en tanins, la présence d'alcaloides
correspondant a celui obtenu par Kadourie et Taba (2019), bien qu'il soit absent a la fois de
Boussaid (2013) et de Mallouk (2013). Alors que la présence de tanins en faible quantité, malgré sa
présence par de chacun de Boussaid (2013), de Mallouk (2013), Kadourie et Taba (2019) en
quantités importantes. Et en ce qui concerne la présence de tanins, elle a été confirmée par toutes les

études citées ci-dessus.

Alors que nous avons remarqué I'absence d'apparition de saponines et de sucre réducteurs, et
cela est confirmé par I'étude de Kadourie et Taba (2019), cependant, dans I'étude de Boussaid
(2013), de Mallouk (2013) vous obtenez des saponines.

Akrout et al. (2010) et Mekhadmi (2019) ont confirmé que parmi les facteurs importants
influencant la richesse et la diversité de la composition chimique de la plante figure la différence de
I'environnement dans lequel la plante se trouve (de sol et le climat de la région), la saison de récolte

de I'échantillon, I'age de la plante, ainsi que les methodes de séchage, stockage et d'extraction.
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Les résultats de l'analyse phytochimique effectuée sur I'extrait aqueux de Pituranthos
chloranthus ont montré la présence de certains composes bioactifs. les flavonoides et les tanins sont
responsables de 1’effet hypoglycémiant de cette plante (Chabane et al., 2013) et du rble protectrice
de I’organisme contre des effets radicaux libres grace a pouvoir antioxydant et anti-enzymatique et
limitant la réaction inflammatoire dans les différents tissus (Hertel, 2003; Stoclet et Kerth, 2011).
Aussi que reconnus aussi pour leurs activités hépato protectrices (Sangare et al., 2012) Il contient
également des propriétés telles que anti-allergique, antivirale, antibactérienne et antitumorale
(Middleton, 1998; Prasenjit et al., 2009). Les propriétés antioxydantes des polyphénols sont
susceptibles de prévenir les dommages oxydatifs moléculaires et cellulaires induisant diverses
pathologies (Amiot et al., 2009).

111.3. Détermination des teneurs des composes bioactifs

111.3.1.Dosage des polyphénols et des flavonoides

L’étude quantitative d'extrait aqueux, préparés a partir des parties aériennes Pituranthos
chloranthus au moyen des dosages spectrophotométriques a 765 nm et 420 nm avaient pour
objectif la détermination de la teneur des polyphénols totaux et des flavonoides successivement. La
raison principale pour le choix de ces substances réside dans le fait que la majorité des effets

pharmacologiques des plantes leur sont attribués.

La teneur en composés phénoliques d'extrait a €té calculée a partir 1'équation linéarité de la
courbe d’étalonnage de 1’acide gallique, (figure 26) exprimée en mg d'acide gallique / g d’extrait
sec. La teneur en des flavonoides dans l'extrait a également été calculée a partir de I'équation
linéaire de la courbe d'étalonnage de quercétine, (figure 27) exprimée en mg de quercétine / g

d'extrait sec.
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Figure 27: Courbe d’étalonnage de quercétine pour le dosage des flavonoides

Les valeurs obtenues pour les teneurs en phénols et en flavonoides sont résumées dans

(Tableau 09).

Tableau 09: Résultats de la teneur totale en phénols et flavonoides

Teneurs Polyphénols (mg Flavonoide (mg de
Plante d'EAG/g MS) Querc /g MS)
L'extrait
aqueux de 8.93 +0.736 0.78 +0.023
Pituranthos
chloranthus
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D'apres le tableau 09, les résultats obtenus montrent On constate que notre extrait contient
des polyphénols, a raison de 8.93 + 0.736 mg GAE/g. Il contient également une quantité de
flavonoides estimée & 0.78 £0.023 mg EQ/g.

Nos résultats sont plus élevé que les résultats obtenu par Seladji (2013) dans la
quantification des polyphénols qui montrent que l'extrait aqueux de Pituranthos chloranthus
présente de 4.089 + 0.38 mg EAG/g ,et aussi supérieur a ceux atteints par (Ben Nasr et al., 2020)
qui est estimé a 1.36 + 0.02 mg EAG/g .

Par rapport a Kadouri et Tabaa (2019) , la quantité de polyphénols contenus dans I'extrait
s'élevait a 11.22+0.98 mg EAG/g .

& Cette différence de résultats est due a plusieurs facteurs internes et externes :

Les méthodes d'extraction et les solvants utilisés jouent un rdle important dans la
modification de la quantité de phénols, Lorsque le méthanol est fourni extraire son plus haut parmi
les solvant, ceci a été confirmé par Bouaziz et al.,2009 ,Ainsi, la différence des valeurs des phénols
d'un extrait a l'autre est due aux différents composés phénoliques et leurs proportions, leur
comportement différe en fonction de la différence de leur structure chimique et du milieu dans
lequel ils se trouvent (acide-base) (Mellouk, 2013 ; Hayouni et al., 2007).

Folin-Ciocalten peut provoquer une différence dans les valeurs des polyphénols dus aux
proportions différentes de ces composés dans chaque extrait (Grossi et al ., 2015).

La quantité de phénols extraits de la plante est affectée par le changement d'emplacement, de
climat et d'environnement de la plante (Mellouk , 2013). et aussi par le temps de cueillette et le

mode de conservation (Rebiai et al., 2013).

Quant aux résultats obtenus dans le bilan quantitatif des flavonoides, nos résultats sont
proches de ceux obtenu par Kadouri et Tabaa (2019) , Khacheba et al ,. 2014 puisqu'ils sont
estimés a 0.74 + 0.013 mg QE/g MS .

Dans une autre étude, la quantité de flavonoides a été estimee en mg equivalent de
catéchine, ce qui atteint a 1.656 £ 0.075 mg EC / g MS pour Mellouk, 2013. et également a été
estimée en mg équivalent de rutine a 0.91+ 0.36 mg RE/g MS pour Khacheba et al ,. 2014.
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Cet écart de résultats est d0 a :

Méthodes d'extraction et solvants utilisés, car ils jouent un rdle important dans la

modification de la quantité de flavonoides extraits (Mellouk, 2013) .

De plus, I'environnement de la plante et son type, le moment de la collecte et la méthode de

séchage affectent le pourcentage de substances actives dans la plante (Atmani et al ,. 2009).

La nature chimique des flavonoides joue un réle dans leur solubilité, car ils ont la propriété
d'augmenter leur polarité si il contient un plus grand nombre de groupes hydroxyles libres ou une
ou plusieurs moléecules de sucre, ce qui le rend soluble dans les solvants polaires tels que le
méthanol, I'éthanol (Makhlofi, 2008).

I111.4. Résultats test de toxicité de Pituranthos chloranthus

L’administration orale de I’extrait aqueux de la partie aérienne de Pituranthos chloranthus
aux doses de 500 et 1000 mg/Kg p.c aux rattes n’a induit aucun signe de toxicité aigu€ au cours des
7 jours d’observation, peau, cheveux, yeux, comportement, activité somato-motrice, sommeil
étaient normaux, Aucun mortalité n'a été enregistré au cours du suivi et ils n‘'ont pas de diarrhée.
Alors qu'une évolution de la croissance du corps a été observée (Figure 28). On a aussi remarqué

une évolution de la croissance du corps en enregistrant les mesures a l'aide de la balance.
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Figure 28: Evolution du poids (g) des rattes lors d'une étude et suivi toxicité de I'extrait de

Pituranthos chloranthus
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Les résultats obtenus ci-dessus montrent une étude de I'évolution du poids corporel des rattes
pendant 7 jours afin de tester la toxicité de l'extrait aqueux de Pituranthos chloranthus par
administration orale a I'aide de gavage, Nous avons observé une augmentation naturelle du taux de
croissance pour chaque des deux lots traités avec une dose de 500 mg/kg p.c et 1000 mg/kg p.c par
rapport au lot témoin. n'a aucun signe de toxicité: n’observe aucune dommage a l'organisme ou
mortalité dans tous les lots lors d'un suivi minutieux, cela indique que ces doses sont non toxiques,
bien qu'elles soient tres élevé, et de nombreuses études ont confirmé non résultat, ce qui permet

d'étudier l'activiteé antidiabétique et anti-inflammatoire in vivo.

La voie d'administration choisie est la voie orale pour plusieurs raisons: C'est la voie
d'utilisation des plantes en médecine traditionnelle et d'un point de vue pharmacologique, c'est la
voie la plus couramment utilisée. C'est aussi une voie d'administration physiologique, efficace et de
commodité pour éviter les risques éventuels d'intoxication. De plus cette voie ne nécessite aucun

matériel particulier, il est généralement, bien accepté par les patients (Bourine et Jolliete, 1999).
111.5. Evaluation de Pactivité antioxydante de Pituranthos Chluranthus

Deux essais ont été realisés pour la mesure de I'activité antioxydante d'extraitaqueux de la
plante investiguées, y compris le test de DPPH™ (2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyle) , le test de FRAP

(Ferric Reducing Antioxidant Power).

I11.5.1. Résultats Test Piégeage du radical libre DPPH”

Afin d'estimer l'activité antioxydante d'extrait de la plante en utilisant les radicaux libres
DPPH, fait utilisation de I'acide ascorbique comme composé de référence et mesure de l'absorbance
d'extrait par un spectrophotomeétre avec un phénomeéne de changement de couleur de la solution du
violet au jaune clair (MA et al., 2013). L’activité antioxydante de notre extrait est exprimée en IC50
(Figure 29), ce paramétre a été défini comme une concentration efficace du substrat qui cause la
perte de 50% de ’activité de DPPH (couleur). Ces IC50 sont déterminés graphiquement, dont
I’abscisse représente la concentration de I'extrait et 1’ordonnée 1’activité antioxydante en

pourcentage.
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Figure 29: IC50 d' extrait de Pituranthos chloranthus et de standard

Nous remarquons, l'acide ascorbique a montré une activité antiradicalaire trés puissante avec
IC50 de 0.0037 + 0.505 mg / ml , tandis que l'activité antioxydante de notre extrait est de I’ordre de
0.156 + 0.23 mg / ml. Plus la valeur de I’IC50 est faible, plus I’extrait est considéré comme un
antioxydant puissant. Nous notons que la valeur obtenue par notre extrait est moins importante que

celle de I'acide ascorbique.

Notre extrait a montré une activité antioxydante plus faible que I'extrait aqueux de Kadouri
et Tabaa (2019) et Ben Nasr et al., (2020) qui ont I'activité anti-radicalaire du DPPH IC50 = 0.54 +
0.011 mg/mL, IC50= 0.44 + 0.01 mg/ml successivement , et comparez a ce que vous obtenez

Seladji (2013) a montré une activité antioxydante plus élevée, car il a atteint IC50 = 501.7 mg/ml.

Dans une autre étude, l'extrait méthanolique de Pituranthos chloranthus, notre extrait a
montré une plus faible activité antioxydante, car I'lC50 de I'extrait méthanolique était 2,01 + 0,34
(ng/ml) (Bouaziz et al., 2009).

La présence de la capacité inhibitrice d'extrait s'explique par le fait qu'ils contiennent des
substances actives capables de restaurer la racine ou le capter Cette efficacité est due au fait que la
plante de Pituranthos chloranthus contient diverses substances phénoliques (flavonoides, Tanins..).
Des études confirment I'existence d'une corrélation directe entre la teneur en flavonoides et capacité

antioxydante (Mohammedi, 2011).

Les différences d'activité antioxydante peuvent également étre dues aux méthodes de
séchage des extraits et des cultivars affectés par la composition chimique des plantes testées
(Pordevic et al., 2019 ; Edziri et al., 2019)
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111.5.2.Résultats Test du FRAP

L’activité antioxydante des extraits aqueux de la plante a été évaluée en utilisant la méthode
de FRAP. Cette derniere est rapide, reproductible, et facile a executer (Bougandoura et Bendimerad,
2012) qui permet de mesurer la capacité des extraits testés & réduire le fer ferrique (Fe®") présent
dans le complexe ferricyanide KsFe(CN) en fer ferreux (Fe**) (donner des électrons dans une
réaction d’oxydoréduction) (Bentabet et al., 2014).

Celui-ci se traduit par le changement de la couleur jaune de complexe KsFe(CN) vers une
couleur bleue verdatre dans un milieu acidifié par ’acide trichloracétique, dont I’intensité de la
couleur dépend du pouvoir réducteur peut étre évalué en mesurant et en en suivant I’augmentation

de la densité de cette couleur dans le milieu réactionnel a 700 nm (Ribeiro et al., 2008).

Dans notre travail, I'extrait aqueux de la partie aérienne de la plante étudiée a été testé et
I'acide ascorbique a été testé comme étalon de référence avec différentes concentrations de chacun.
Les résultats représentés dans la (Annexe 5) nous ont montré que la capacité de réduction est

proportionnelle a I’augmentation de la concentration de notre échantillon.

Les valeurs A0.50 correspondants a la concentration d’un composé en mg/ml qui donne de
0,50 d’absorbance, ont été calculées a partir des équations de graphique d'absorbance en fonction de
la concentration de d’extrait aqueux et d'acide ascorbique (Figure 30), afin de comparer les données
d’activité. Plus la valeur de 1I’A0.50 est petite plus la capacité de 1’antioxydant est meilleure, c'est-a-
dire qu'elle est inversement proportionnelle au pouvoir réducteur (Ardestani et Yazdanparast, 2007).
Ces observations sont similaires a celles de (Dridi, 2018) et (Seladji, 2013). Les résultats de notre

extrait et de standard sont présentés comme suit :

Tableau 10 : Résultats de I'absorbance 0.5 de I'acide ascorbique et de I'extrait aqueux par le test du

FRAP
Acide ascorbique Extrait aqueux
Abs 0.5 (mg/ml) 0.064 + 0.08 0.718 £ 0.09
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Figure 30: Résultats de I'absorbance 0.5 de I' acide ascorbique et de I'extrait aqueux par le test

du pouvoir réducteur FRAP

D’apres la figure 30, on remarque que l'extrait aqueux Pituranthos chloranthus de possédent
un potentiel réducteur inférieur (0.718 £ 0.17 mg/ml), a celui de ’acide ascorbique standard (0.064
+ 0.08 mg/ml) déterminé par la valeur de A0.5. Il apparait clairement que notre extrait a une valeur
de pouvoir réducteur considérable modeste. On pourrait expliquer cet écart par la variation des

composés phénoliques présents dans notre extrait.

Le pouvoir réducteur de notre extrait est dd a la présence de composés actifs qui sont des
polyphénols (tanins flavonoides..) qui contiennent groupement hydroxyle pouvant servir comme
donneur d'électrons. Par conséquent, les antioxydants peuvent étre considérés comme des
réducteurs et inactivateurs des oxydants (Siddhuraju et Becker, 2007). Beaucoup d'études
antérieures ont également montré que le pouvoir réducteur d'un composé peut servir comme
indicateur significatif potentielle de son potentiel antioxydant (Jeong et al., 2004; Fabri et al., 2009;

Bougandoura et Bendimerad, 2012).

L'efficacité de la réduction du fer de notre plante est supérieure a celle obtenue par (Seladiji,
2013) est un ( EC50 = 7.32+0.69). Alors que (Dridi, 2018), lors de l'utilisation d'un solvant
méthanolique du méme espece pour la plante étudiée pendant deux périodes de phase de croissance,
la mesure EC50 a eté trouvée pour les extraits obtenus avant et aprés la période de floraison, qui
était respectivement de 0.0389 et 0.0659 mg/ml, ce qui signifie que sa capacité a rédectruce le fer

était supérieure a celle que nous obtenions dans notre plante. Cet écart entre les extraits dans
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I'activité antioxydante a été expliqué par les chercheurs dans plusieurs facteurs: différence de
solvant utilisé avec une différence d'dge de la plante. Ce processus d’autoxydation dépend de
multiples parametres tels que la concentration de I’ionmétallique et du polyphénol, la température,

le pH, la présence d’agents complexants (Ghedadba et al., 2015).

Les polyphénols sont les principaux composes végétaux ayant une activité antioxydante. Les
groupements fonctionnels présents dans les composés phénoliques qui jouent un réle important dans
I'adsorption et la neutralisation des radicaux libres, I'extinction de I'oxygene singulet et triplet ou la

décomposition des peroxydes (Zheng et Wang, 2001; Amarowicz et al., 2004)

L'activité antioxydante est liée a la structure et a la nature des composés contenus dans
I'extrait (Baghiani et al., 2018). Les composés phénoliques peuvent étre des accepteurs de radicaux
libres ou des donneurs d'hydrogene ou en cédant facilement un électron ou un proton (Yordi,
2012). La différence de comportement des antioxydants phénoliques lorsqu'ils interagissent avec les
radicaux libres, dont certains forment un complexe avec les ROS et produisent des substances

stables, et certains d'entre eux rompent la liaison du composé phénolique (Herrera et Barbas, 2001).

111.6. Evaluation des ’activités antidiabétique de Pituranthos chloranthus in vivo

111.6.1.Résultats de I'induction du diabéte chez les rattes

Dans cette étude les rattes rendus diabétiques par l'injection intra péritonéale d'une dose de
150 mg/kg de Alloxan (Sabu et al., 2002) ont montré une hyperglycémie aprés 48 heures apres
I'injection par rapport aux rats témoin. Ceci est consistent avec les résultats des autres études
antérieures. Cet effet s'explique par la cytotoxicité de I'Alloxane aux des cellules de Langerhans
pancréatiques, qui peut causer une nécrose sévere de ces derniéres et ainsi provoque une chute

significative de I’insulinémie, qui induit un diabéte de type 1 (Lenzen et Munday, 1991; Szkudelski,
2001).

La cytotoxicité de l'alloxane est pourvu d’un pouvoir producteur du peroxyde d'hydrogene et
d'autres radicaux superoxydes et la diminution taux d'antioxydants dans le pancréas par rapport aux
autres tissus entraine la sensibilité et destruction rapide des cellules B au stress oxydatif et donc
I'hyperglycémie suite a la chute de I’insulinosécrétion et aggrave le statut redox par I’auto

oxydation du glucose (Grankvist et al., 1981; Lenzen et Munday, 1996).
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111.6.2.Parametres suivis durant le traitement

Afin d'étudier I'effet de I'extrait aqueux de Pituranthos chloranthus pour le traitement de
I'nyperglycémie, des rattes femelles wistar albinos ont été traités aprés l'induction du diabéte
experimental a différentes doses 500 mg/kg p.c et 250 mg/kg p.c par voie orale a l'aide de gavage,
et I'évolution des parameétres (poids corporel, glycémie) a été suivie pendant une période de 21 jours
de traitement.
111.6.2.1. Evaluation du poids corporel

Le poids est I’'un des plus importants parametres qui nous renseigne sur 1’apparition et
I’évolution du diabéte en raison de sa relation directe avec le métabolisme lipidique. Pour cela on a
suivi cette variation durant période de traitement des lots de rattes. Le tableau et la figure ci-dessous
montrent les résultats obtenus (Sthishsekar et Subramanian, 2005)

Tableau 11: Evolution du poids corporel (g) des rattes diabétiques traités et témoin durant
I'expérimentation

Poids corporel (g) durant 21 de le traitement

J1 J4 J7 J 10 J13 J 16 J19 J21
) 166 167.5 171.25 | 173.25 | 177.75 179.5 182.25 185
Lots témoin
+6.73 +4.53 +7.11 +5.43 +4.81 1+6.76 +5.46 16.42
Lots 178.75 | 167.75 158.5 156.75 153.5 149.75 | 144.25 142
diabétique +7.10 +5.05 +4.65 +4.99 +3.14 +4.62 +4.19 +2.44
Lots traité: 1685 | 162.75 | 161.75 | 162 | 16475 | 1665 | 170.25 | 174.25
500mg/kg P.C +4.84 +4.53 +3.51 +2.37 +2.80 +4.89 +3.52 +2.13
Lots traité: 172 162.25 | 157.25 158 160.75 161 165.25 169.5
250mg/kg P.C +3.41 +3.64 +2.13 +2.04 +3.96 +2.87 +3.69 +1.29
200
3 EE ;ﬁ
= ,
9% 150 -
= =4 Témoin
S
S 8 100 —8— Diabétique
58 Traité & 500mg/kg
LI% 50 =>=Traité a 250mg/kg
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J1 J4 J7J10313)16J19J21

Figure 31: Evolution du poids corporel (g) pour tous les lots des rattes durant I'expérimentation
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Apres 48 heurs de l'induction diabéte, 1’activité hypoglycémiante de l'extrait aqueux de
Pituranthos chloranthus a été étudié en suivant I'évolution du poids corporel, nos résultats ont
montré durant les premiers jours du début du traitement une perte de poids sévere chez les trois lots
des rattes diabétiques (témoins et traités), tandis que le témoin sain a connu un développement
normal de la croissance. Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Auroba (2010), qui

indique la perte de poids corporel chez les rattes rendu diabétique par 1’alloxane.

La diminution de poids corporels est généralement attribuer a la stimulation de la
gluconéogenese. En effet I’accélération de catabolisme des protéines et des graisses, due au déficit
en glucides. Ce déficit est di a la lipolyse continue par un manque d’insuline a cause de
I’installation du diabéte qu'entrainent une perte significative de poids corporel aprés a une
augmentation de 1’atrophie musculaire et de la perte de protéines tissulaires (Sathishsekar et
Subramanian, 2005; Daisy et al., 2012). Cette perte est suivie d'une augmentation du poids corporel
environ a partir de la deuxieme semaine, pour chacun des lots témoins sains ainsi que le lot
diabétique traité par les deux doses de I'extrait aqueux de la partie aérienne de Pituranthos

chloranthus.

I’augmentation et amélioration de poids corporel est due peut étre a 1’effet protectrice de
cette plante contre la perte de poids associe a la maladie du diabéte et assurer leurs croissance
normale par l'activation de la synthése protéique structurale (Gandhi et al., 2012). De plus, I'extrait
aqueux Pituranthos chloranthus peut stimuler la sécrétion pancréatique de I'insuline qui favorise le
stockage des lipides et triglycérides (Kim et al., 2006; Babu et al., 2007) pour contréle de
I'nyperglycémie. Ce résultat a été rapporté avec d’autres plantes connues par leur activité

antidiabétique.
111.6.2.2. Evolution de la glycémie

Les évolutions glycémiques de tous les lots étudiés au cours des 21 jours de traitement avec
I'extrait aqueux de Pituranthos chloranthus sont présentées dans le tableau 12 et figure 32.

79



Chapitre 11 Résultats et Discussion

Tableau 12: Evolution de la glycémie (g/l) chez rattes traités et témoin durant I'expérimentation

Glycémie (g/l) durant 21 de le traitement

J1 J4 J7 J 10 J13 J 16 J19 J21

1.012 1.052 0.925 0.847 1.03 0.977 0.987 1.02
Lots témoin

+0.21 | +0.18 +0.26 +0.25 +0.14 +0.15 +0.26 +0.19
Lots 4,79 4.937 4.945 4.542 4.63 4.295 3.695 3.737
diabétique +0.29 +0.15 +0.17 +0.22 +0.24 +0.34 +0.41 +0.36
Lots traité: 4122 4.425 2.98 2.112 1.692 1.325 1.243 1.198

500mg/kg P.C | £0.21 +0.13 +0.34 +0.36 +0.17 +0.21 +0.12 +0.21

Lots traite: | 4345 | 4.622 [4315 [3287 [2527 [1585 |1427 |L139
250mg/kg P.C | $0.27 |$022 |+0.33 |$012 |#0.26 |013 |£0.21 |01

o1
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Figure 32: Evolution de la glycémie (g/l) pour tous les lots des rattes durant I'expérimentation

Apres ’injection de I’alloxane, les résultats ont montré une augmentation de la glycémie
passant chez les rats diabétiques témoins et les rats traité par 1’extrait aqueux a les deux, cet effet est
dd a l'administration de 1’alloxane entraine une destruction sélective des cellules B des ilots de
langerhans ce qui conduit a une hyperglycémie permanente (Etuk, 2010). L’alloxane est un
analogue du glucose qui s’accumule préférentiellement dans les cellules B pancréatiques par
I’intermédiaire du transporteur GLUT2 et agit ainsi pour détruire les cellules pancréatiques.

(Pinheiro et al., 2011).
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L’effet de 1'extraits aqueux de Pituranthos chloranthus est représenté une diminution de la
glycémie qui se manifeste des le 16éme jour de I'expérimentation chez le groupe traité par I'extrait
aqueux de Pituranthos chloranthus par rapport au groupe diabétique non traité. Cela s'explique par
I'efficacité de I'extrait, trés riche en flavonoides et terpénoides, a réduire I'nyperglycémie induite par
I'alloxane, ces molécules soit peuvent influencer la stimulation de la sécrétion d'insuline au niveau
des cellules B pancréatiques (Jang et al., 2000) peut étre en activant l'enzyme SIRTUIN 1 qui
stimule la chaine de signalisation de la sécrétion de I'insuline (Kilic et al., 1998), soit par I’influence
de I'absorption de glucose et son utilisation par les différents tissus, en diminuent 1’expression des
genes qui contrdlent la néoglucogenése, augmentent le stockage du glucose dans le foie et reduisent
la dégradation du glycogéne, inhibent les transporteurs du glucose dans les intestins (Sarkhail et al.,
2007), et la conversion en acides gras au niveau hépatique (Palsamy et Subramanian, 2008). L'effet
de I'nypoglycémie indique une augmentation de I'expression de 'ARNmM de la protéine de transport

du glucose (Glut4) dans le muscle squelettique (Shih et al., 2009).

111.6.3.Parametres aprés sacrifice

111.6.3.1. Variations du poids relatif des organes

Les poids relatives des organes des rats ont été mesurés dans tous les groupes soumis au test
(G1: G2, G3 et G4) et les résultats ont été les suivants (Tableau 13; Figure 33).

Tableau 13: Variation du poids relatif des organes ( Foie, rein, Cceur et Rate)

&1 Témoin G2 Diabétiques G3 Diabétiques+Pc | G4 Diabétiques+Pc
Parameétres (500mg/km) (250mg /kg)
Moy +SD Moy +SD Moy +SD Moy +SD

poids totale 175.313+£9.329 | 156.406+48.023 166.937+46.667 162.187+46.242
_ Foie | 3.248+0.108 3.69+0.059 3.435+1.137 3.375+1.065
POId? Rein 0.51+0.105 0.895+0.006 0.683%0.267 0.415+0.301
:;a)\tlve Ceeur | 0.423+0.034 0.453+0.026 0.383+0.123 0.395+0.118
Rate | 0.207+0.026 0.212+0.034 0.180+0.062 0.198+0.061
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Figure 33: Variation des poids relatifs des organes internes des souris femelles apres sacrifice

A travers le tableau 13 et la figure 33 qui montrent les résultats de la variation des poids

relatifs des organes des rats, on note ce qui suit :

Pour le poids relatif des organes: foie, reins et coeur nous avons remarqué une augmentation
assez importante de leurs poids chez les rattes diabétiques non traités par rapport a leurs poids a G1
(le contréle) et au groupe affecté qui a subi un traitement (G3, G4), qui n'ont montré aucune

différence entre eux.

& Ceci est explicable par I’hypertrophie tissulaire de ces organes (foie, reins et caeur) causés par
I’alloxane. D’apres les études réalisées sur I’effet diabétogene de 1’alloxane, un chargement du
foie marqué par ’augmentation de la concentration hépatique en TG et AG libres qui est due a
leurs mobilisations des tissus adipeux vers le foie et a la diminution de leurs dégradations Cette
augmentation est causée par I'absence de I'hormone insuline, ce qui entraine la décomposition
des graisses et du glycogéne sous l'influence de I'hormone glucagon (Mihaela et al., 2006), cette
augmentation lipidique touche aussi le coeur.

S Concernant le poids relatif des reins, son augmentation chez les rattes diabétiques est due a la

prolifération des cellules glomérulaire (Kumar et al., 2007).

Dans notre étude, nous avons constaté que le traitement des rattes diabétiques par 1’extrait
aqueux de Pituranthos chloranthus a atténué 1’effet diabétogene de 1’alloxane et réduit le degré de

diabéte, témoignant ainsi de 1’amélioration des mécanismes lipo-distributeurs contrélant les
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surcharges lipidiques dans les tissus non adipeux comme le foie et le cceur (Unger, 2002) , Et parce
qu'il contient des composés chimiques qui éliminent les radicaux libres des cellules béta
pancréatiques, ce qui conduit a améliorer leur efficacité en sécrétant de I'insuline, qui contribue a la
conversion du glucose en glycogéne (Farouk et al., 2009).

En ce qui concerne le poids de la rate, il n'y avait pas de différences entre les groupes
affectés soumis au traitement (G3, G4) et le groupe témoin (G1) Quant au groupe infecté (G2), le
poids de la rate était supérieur a ce que nous avions remarqué dans ces groupes précédents. C'est-a-
dire que l'infection de rats atteintes de néo-diabete a entrainé une hypertrophie de la rate.

S On lattribue au fait que le diabéte provoque une carence en hémoglobine (qui s'accompagne
d'un taux élevé de créatine (Babu et al., 2003), ce qui entraine une anémie, qui fait que la rate
absorbe le fer et maintient un débit sanguin constant dans les capillaires (Farouk et al., 2009).

S Cette diminution du taux d'hémoglobine peut s'expliquer par I'augmentation des anticorps
libérés lors de la survenue du diabéte, résultant de la destruction des cellules béta des ilots de
Langerhans sous l'effet de I'auto-immunité (Hill et Ault., 2002).

111.6.3.2. Analyse des paramétres biochimiques

Les variations des parametres biochimiques sur les rattes wistar des lots: (Témoin, diabétique,
DT+250 P.C, DT+500 P.C).

Tableu 14: Dosage des paramétres biochimiques

Dosage des parametres biochimiques
Lipides o

Glucose Choles- Urée Cr:ier?:l- TGP TGO

Lots (g/h) T/CIS irol @ | oy | @I |
Temon | 07475 | 04525 | 04825 | 038 | 60225 | 4722 | 102385
+0279 | +0054 | +0051 | +0468 | £0.468 | +5013 | +6.340

Sinbetiaue | 311 0.8925 | 1.0975 | 08625 | 8.7025 | 96.975 | 1717
aue | 40769 | +0.105 | +£0.105 | +0136 | +1.210 | +16.671 | +4.407

07925 | 0475 0555 | 04575 | 6535 | 61452 | 110.27
DT+500P.C | 19297 | +0059 | +0.067 | £0.028 | +0560 | +10.434 | +20.096

1.54 0.515 084 | 07875 | 7.0175 | 7435 | 1375
DT+250P.C | 5084 | +0017 | +0011 | £0118 | £0349 | +25 | +33.794
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Les resultats obtenus dans le tableau (14) montrent I'effet de I'extrait aqueux de P. chloranthus
sur hypoglycémie aux de deux doses (250-500mg /kg P.C) sont administéés a deux lots différents,
par rapport aux résultats obtenus dans le lot diabétique. Ou l'on constate une similitude dans les
résultats des différents criteres entre le lot témoin sain et le lot traité a la dose de 500 mg/kg, qui a

donné de meilleurs résultats que celui traité a la concentation de 250 mg/kg.

e Analyse de la corrélation desDosage des parametres biochimiques
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Figure 34: Cercle des corrélations, projection des variables sur le plan (1x2)

L’analyse de la matrice fait apparaitre des coefficients de corrélation élevée, 65,31% des
variables sont significativement corrélées; Les valeurs propres représentant les dosage des
paramétres biochimiques des groupes étudiés sur les axes sont moyennes, 82,9 % pour le premier
axe, 9,7% pour I’axe 2, donnant ainsi une bonne contribution a la variance totale. L’ensemble de

I’information expliquée par les trois premiers axes issus de 1’ACP est de 92,6%.

La partie positive de I’axe 1 est expliquée par la plus par des variables (parametres
biochimiques) étudies tel que triglycéride, GTP et GOT, tandis que la partie positive de 1’axe 2 est
expliquée par la variable glucose, par contre la partie négative est expliquée par les parametre
sérique urée, créatinine et cholestérol totale. La projection des groupes traiter sur le plan 1x2
(Figure 34), basee sur la des groupes étudiés montre que nos groupes sont réparties sur les deux
premiers axes, signifié qu’une corrélation négative entre les G1 et G3 avec la perturbation des
parameétre biochimie par contre les G2 (témoin malade) est positivement corréler avec la

perturbation des parametre biochimie tandis que le G4 qui présenter dans la partie négative de I’axe
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2 est positivement corréler avec la perturbation des par les paramétre sérique urée, créatinine et

cholestérol totale.

5
Groups B3 61 B o2 B o3 B¥ &4 i Groups B3 61 B3 62 B3 o3 B o - Groups B3 61 B¥ 62 B 63 B o4
- 5 o
3" g 5
C
8 008" =N
g3 g £
3 807 ge- —
32 EI 81 .
z ! < i . ! I : 5 :
3 61 62 6 G4 9 et ) 63 4 E 61 ) G 64
Groups 8 Groups © Groups
m
T’il Groups BJ o1 BF o2 B o3 B3 o4 . Groups Bl ot Bl 2 Bl o B e Groups B3 ot B3 c2 B o3 B9 o4
© 9 -
% - . go- S 80- .
212- ] 1= 160~
% = Sos- Q
I o 9 140- _—
Tos- E os- <
b 06- = < == —_ g
e ) R —— S, ===
S 0a- ‘ g 04- : i ‘ : T . . ; .
g G G2 @ ] ¥ a1 ) G G4 &1 G2 ] &
E Groups ° Groups Groups

Groups B3 o1 BH 2 B o3 B3 &4

=)
110
il
&
o 8 ry
: —
O a@-
a
5 ==
@® U ' '
© 61 ) ) G4
Groups

Figure 35: analyse combinaison entre ACP et ANOVA des parametres biochimiques des

groupes étudiées

D’apres les analyses de ’ANOVA et I’ACP ainsi que leurs résultats obtenus montrent la
relation significative entre les groupes 1 et 3 dans la stabilisation des parameétres biochimiques,
alors que les autres groupes ont une relation importante dans la perturbation de ces parametres
figure (35).
111.6.3.2.1. Dosage de glucose sérique

Les résultats obtenus dans notre étude présente l'influence des extraits aqueux de

P.chloranthus a partir d'analyse de glycémie de sang :

Depuis, des résultats de diagramme en batons , a il été constaté qu'il y avait une augmentation
significative de la concentration de glucose dans le sang des rattes wistar traitées a l'alloxane le

groupes (Diabétique) par rapport au groupe (Témoin).

Nous avons remarqué une diminution du taux de glucose dans le sang et une augmentation

des concentrations d'extrait de plante dans le groupe affecté qui a recu un traitement (DT+500P.C).
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e Le diabéte alloxanique est une forme de diabéte sucré insulinodépendant, causé par I' effet
toxique direct sur le pancréas endocrine qui résulte d'une toxicité sélective des cellules
pancréatique . Afin de détruire les cellules productrices d'insuline, I'alloxane doit entrer dans
la cellule grace a sa hydrophylicité, il ne peut passer pas a travers la bicouche lipidique de la
membrane plasmatique. Cependant, en raison de sa similarité structurale avec la molécule de
glucose, il peut entrer dans la cellule via le transporteur de faible affinité de glucose (GLUT
2) dans la membrane plasmatique .

Nous avons constaté que I'extrait aqueux de P. chlorunthus provoque une diminution de la
glycémie chez les rattes diabétiques apres 21 jours de traitement par rapport le groupe diabétique.
Areej et al, trouvés dans leurs recherches des composés flavoniques qui posseédent une activité
hypoglycémiante signification chez les rats albinos suisses. Ceci explique la capacité de I'extrait a

abaisser la glycémie.

111.6.3.2.2. Dosage des parametres de métabolisme des carbohydrates et lipides
111.6.3.2.2.1.Dosage de cholestérol

A partir de ces résultats obtenus dans notre étude on nous remarquons que :

L'induction du diabéte par l'alloxane chez des rats femelles albinos a entrainé une

augmentation de la concentration de cholestérol dans le sérum sanguin par rapport au groupe témoin.

L'administration orale de concentration croissant de I'extrait de plante de P.choranthus
(DT+500 P.C , DT+250) pour des groupes de rats diabétique il a entrainé une diminution progressive

de la concentration de cholestérol par rapport & son niveau dans le groupe (témoin).

Le diabete sucré est aussi associe avec une hyperlipidémie et provoque de profonds anomalies
dans la concentration et la composition des lipides. Dans notre étude, on a enregistré une
augmentation trés hautement significative de la concentration serique du cholestérol total chez les
rats rendus diabétique par l'alloxane (Ounaissa et al., 2020). car I'insuline inhibe la 3-hydroxy-3-
méthyl-glutaryl coenzyme A réductase (HMG-COA réductase), une enzyme clef dans la biosynthése

du cholestérol (Parasuraman et al.,2019; Takei et al.,2020)
111.6.3.2.2.2. Dosage des triglycérides

Les résultats obtenus dans notre étude présente enregistré une augmentation de la

concentration sérique de triglycérides chez le groupe diabétique par rapport témoin.
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Ces résultats s'explique que la forte concentration anormale des lipides sériques observes
chez les diabétiques est essentiellement due a lI'augmentation de la mobilisation des acides gras a
partir des tissus adipeux. (Ounaissa et al., 2020). Les résultats obtenus sont représentés dans la

diagramme en bateau chez les rats rendus diabétique

On observe une augmentation significative des taux des triglycérides par rapport aux témoin
Par ailleurs, une diminution significative des triglycérides est constatée chez les rats traitées
(DT+500 P.C , DT+250 P.C) respectivement , la perturbation du profil lipidique aprés induction du
diabéte corrobore les résultats obtenus dans d'autres études menees sur le diabete sucré. Le diabete
sucré était associé a une hyperlipidémie qui a provoqué des perturbations profondes de la
concentration et de la composition des lipides. En outre, la carence en insuline entraine l'incapacité
d'activer la lipoprotéine lipase, provoquant ainsi hypertriglycéridémie et hypercholestérolémie
(Shirwaikar et al., 2005)

111.6.3.2.3. Dosage des parametres de métabolisme protéique
111.6.3.2.3.1. Dosage de I'urée

Nous constatons par les résultats que nous avons obtenus présente l'influence des extraits
aqueux de P.chloranthus a partir d'analyse de l'urée de sang qu'il y a une diminution du taux d'acide
urique chez le groupe diabétique traité par rapport le groupe diabétique. Donc, on peut dire que
I'extrait aqueux de P.chloranthus peut réduire le taux d'acide urique dans le sang et active la fonction

rénale.

Cette réduction de niveaux d'acide urique peut étre due a la réduction de la peroxydation
lipidique de triglycérides et de cholestérol , tandis que I'élévation de ces métabolites peut augmenter
a synthese de l'acide urique (Derouiche, 2017). D'autre coté, une augmentation de la concentration
sérique de l'urée chez les rats de lot diabétique ceci s'explique par la dégradation de quelques
composées protéines du corps protéolyse due a l'alloxane ou ceux apportés par l'alimentation qui

acides amines puis en urée. (Ounaissa et al., 2020).

111.6.3.2.3.2. Dosage de créatinine

Nous remarquons dans notre étude présente I'influence des extraits aqueux de P.chloranthus a
partir d'analyse de créatine de sang qu'il y a une l'augmentation de la créatinine dans un groupe

diabétique traité avec I'extrait par rapport au groupe témoin.
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l'augmentation de la créatinine I'explique par I'effet du diabete sur les reins, il a été constaté

que des doses élevées d'alloxane provoquent une nécrose des tubules rénaux (Nicolas, 2010).

111.6.3.2.4. Dosage des parameétres de I'activité enzymatique
111.6.3.2.4.1.Dosage de transmirases TGO

A patir des résultats obtenus dans notre étude présente l'influence des extraits aqueux de
P.chloranthus a partir d'analyse de TGO de sang. Nous avons observe une augmentation d'enzymes
TGO, cette augmentation est tres remarquable chez le groupe diabétique, alors que nous avons noté

une diminution d'enzyme TGO dans le témoin.

Cette résultats s'explique l'accumulation des acides aminés (l'alanine ) dans sérum provenant

de la dégradation des composeés protéiques du corps ( Bouiddouh, 2012) .

111.6.3.2.4.2. Dosage de transmirases TGP

Les résultats obtenus dans notre étude présente l'influence des extraits aqueux de
P.chloranthus a partir d'analyse de TGP de sang chez les rattes: normale (témoin) et diabétique

(traité par l'alloxane) et diabétique traité (par I'extrait P.chloranthus).

Le dosage de parameétre sanguin a montré un taux élevé de TGP chez les rats diabétique par
rapport le groupe témoin et les groupes a traitées par I'extrait aqueux de P.cholranthus (DT+500
mg/kg P. C ,DT+250 mg/kg P. C). Ce qui explique I’accumulation des acides aminés : le glutamate
dans le sérum provenant de la dégradation des composés protéiques du corps. De ce fait, ces acides
aminés peuvent se transformer sous 1’action des transaminases sériques en composés carboxyliques
tel que I’a cétoglutarate et le pyruvate. Ce qui implique alors une forte activité enzymatique de TGO

et TGP. Ceci peut étre expliqué aussi par I’effet hépatotoxique de 1’alloxane ( Bouiddouh, 2012).

111.6.3.3. Etude histologiques
111.6.3.3.1. Etude histologiques du foie

L'étude histologique par l'observation microscopique de coupes histologiques de foie de
rattes a révélé une similitude entre les tissus des lots témoin sains et les lots traités a la dose de 500
mg/kg de l'extrait agueux de Pituranthos chloranthus, alors que les lots traités a la dose de

250mg/kg (Figure 36), et il y a eu une Iégere modification de ceux-ci.
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== : Congestion sanguine. E===>: Vacuolisation du cytoplasme

Figure 36: Etude histologiques du foie pour tous les lots

La figure ci-dessus montre les résultats de I'étude histologique au niveau du foie, ou I'on
explique la similitude entre le lot diabétique traité avec une dose de 500 mg et avec le lot sain est le
composes efficaces présents dans la plante en réduisant les enzymes hépatiques (ASAT, ALAT)
(Oumrani, 2013) ce qui confirme le rdle de la plante Pituranthos chloranthus dans la protection du
foie, d0 a la présence de flavonoides qui ont la pouvoir réducteur I'alloxane (son activité a déja été
signalée) (Gilani et Janbaz, 1995), qui ont contribué a réduire les changements physiologiques et
morphologique.

On constate une absence totale d'agglomérations graisseuses dans les lots traités, avec
I'apparition d'une congestion sanguine dans certaines zones par rapport au lot diabétique, provoquée
par un mauvais drainage sanguin suite a une obstruction veineuse hépatique, provoquant un arrét ou
une perturbation du flux sanguin a travers les cellules viscérales hépatiques, et c'est ce qui a été
observé (Mir, 2008) de l'incidence de I'hyperglycémie.
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L'apparition de la vacuolisation du cytoplasme chez les rattes diabétique et non traités, qui
est causée par des lésion cellules hépatiques résultant de causes immunologiques ou résultant de
I'effet toxique de I'alloxane (stress oxydatif) résultant de l'accumulation de radicaux libres qui
causent la destruction des cellules hépatiques par peroxydation lipidique de la membrane cellulaire
ou des membranes mitochondriales, provoquant I'émergence d'une réponse inflammatoire et
immunitaire (Majumdar et al.,2008). En plus de I'apparition d'une grave congestion sanguine et il

y’a une hémorragie hépatique sévre et une destruction des hépatocytes.

111.6.3.3.2. Etude histologiques des rein

Afin de suivre l'effet du traitement a I'extrait aqueux sur la réduction de la glycémie, une
étude histologique a été réalisée au niveau des reins pour tous les lots. La figure ci-dessous montre
les résultats.

Figure 37: Etude histologiques des reins pour tous les lots
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les résultats ont montré (Figure 37) des nombres de néphrons normaux qui contiennent un
glomérule entouré de la capsule de Bowman, ainsi que les tubules urinaires distale et proximale
dans leur état normal chez le lot témoin sain.

Quant au lot de patients non traites, il a montré quelques modifications histopathologiques
représentées par une nette dilatation de la capsule de Bowman, une congestion des vaisseaux
sanguins, une congestion au sein des glomérules et dilatation des les tubules. Il a également été noté
que la nécrose du rein est I'un des changements causés par le diabete (Teoh et al., 2010), ou le stress
oxydatif joue un réle majeur dans l'apparition de la néphropathie diabétique (Abo-Salem et al.,
2009).

Une amélioration a été observée au niveau des coupes du tissu rénal aprés traitement avec
I'extrait aqueux de Pituranthos chloranthus a la dose de 250, 500 mg/kg p.c, représentée par le
retour de la taille d'une glomérules avec son inflammation, l'apparition d'une légére congestion
sanguine dans certains zones lorsqu'elles sont traitées avec une dose plus élevée (500mg/kg). Cette
amélioration significative par rapport au lot diabétique non traité, qui est due aux composants
terpénoides et flavonoides actifs présents dans la plante, qui ont provoqué une diminution de la
peroxydation lipidique et une augmentation des antioxydants chez les rattes, une diminution des
graisses accumulées et de la hypoglycémie, ce qui entraine a une amélioration des tissus rénaux
(Abd-Alla et al., 2014).
111.6.3.3.3. Etude histologiques de ceeur

Par une étude histologique au niveau du cceur, les résultats ont montré que dans le lot témoin
sain, les muscles squelettiques du coeur étaient disposés de maniere régulicre, et dans le lot
diabétique non traité, il a montré une congestion des muscles cardiaques. Alors que les deux lots de
traitement a 250,500 mg/kg p.c ont montré de légers changements histologiques représentés dans la
divergence des fibres musculaires cardiaques, en particulier a faible dose, qui peuvent étre dus a
I'effet de I'Alloxan.
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Figure 38: Etude histologiques du coeur pour tous les lots

111.6.3.3.4. Etude histologique de rate
Par une étude histologique au niveau de la rate, les résultats ont montré une similarité entre
les lots du lot témoin sain et les deux lots diabétiques traités aux doses de 250 et 500 mg/kg, leur

morphologie était normale.

Quant au lot diabétique non traité, la pulpe blanche est densément par rapport a la pulpe rouge, car
elle contient des cellules qui participent a la réponse immunitaire résultant de I'inflammation. Il est
possible que la toxicité de I'alloxane soit responsable de la survenue de cette réaction (Tennenbaum,
2023).

Figure 39: Etude histologiques du rate pour tous les lots
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111.7. Evaluation des I’activités anti-inflammatoire de Pituranthos chloranthus

La capacité de l'activité anti-inflammatoire de Pituranthos chloranthus sont évaluée in vitro
par pourcentage d’inhibition la dénaturation des protéines et in vivo par pourcentage d’inhibition le

volume de l'cedéme.
111.7.1. Etude des P’activités anti-inflammatoire in vitro

Pour l'activité anti-inflammatoire in vitro, par la méthode de la dénaturation thermique des
protéines du blanc d’ceuf, Les résultats de 1’activité anti-inflammatoire indique un pourcentage
d’inhibition égal a 82.32 % avec des concentrations de 1 mg/ml de I'extrait, alors que l'acide
acétylsalicylique présentait un pourcentage d’inhibition de la dénaturation thermique des protéines

du blanc d'ceuf de 89.64 % a une méme concentration (Tableau 14).

Tableau 15: Concentration et dénaturation (%) de 1'albumine d'ceuf de I’extrait aqueux et d'acide
acetylsalicylique

Concentration(mg/ml) Pourcentage d’inhibition %
_ 0.5 56.34
Extrait aqueux
1 82.32
Acid salicv] 0.5 62.34
cide acétylsalicylique
/ . 1 89.46

La valeur CI50 obtenue par une régression linéaire, activité inhibitrice de 50%, de 1’extrait
aqueux était de 0. 305 mg/ml, alors que la CI50 d'acide acétylsalicylique était de 0.203 mg/ml. Le
parametre de la CI50 a été utilisé pour classer 1’extrait aqueux avec l'acide acétylsalicylique selon

I’ordre suivant: Extrait aqueux ~ Acide acétylsalicylique.

Nous n'avons trouvé aucun travail effectué sur I'activité anti-inflamaoire de P.chloranthus
pour comparer nos résultats. La comparaison a donc été faite avec une étude de Bouhlali et al., 2016
sur graines de Cuminum cyminum, qui est un autre type de plante appartenant a la méme famille que
les Apiaceae ou est I'estimation de a IC50 = 234,87 ug/ml, En comparaison également avec les
résultats de I'extrait méthanol-eau de la partie aérienne de la plante de Coriandrum sativum qui a
été obtenu par Derrouiche et al., 2020 on trouve (IC50 = 247.12 ug /ml), ce qui sont trés proche de

notre résultat.

Notez les rapports d’inhibition de la dénaturation thermique des protéines du blanc d’ceuf

augmentent avec 1’augmentation des concentrations d'extrait de Pituranthos chloranthus. Ces
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résultats comparés a ceux de 1’acide acétylsalicylique qui est un anti-inflammatoire révélent que

I’effet inhibiteur d'extrait aqueux est dose dépendant.

En conséquence, l'extrait présente une forte action anti-inflammatoire en raison de sa
capacité a empécher la dénaturation thermique des protéines du blanc d’ceuf. L'activité anti-
inflammatoire de I'extrait est car il peut contenir des groupes de vitamines B, en particulier la
vitamine B6, qui a des propriétés anti-inflammatoires, et la vitamine B12 (Hosseinzadeh et al.,
2012; Moshiri et al., 2018), qui fournit protection anti-dénaturation thermique des protéines du
blanc d’ceuf ou celle-ci pourrait étre due a la richesse de I'extrait de Pituranthos chloranthus en
composés bioactifs, principalement les flavonoides qui exercent une forte inhibition sur la

cyclooxygénase (COX) et la lipoxygénase (Kim et al., 1998).
111.7.2.Etude des P’activités anti-inflammatoire in vivo

L’étude de I’activité anti-inflammatoire d'extrait ageuex de Pituranthos chloranthus, est
réalisée par la mesure du diamétre de 1’cedéme induit par la carraghénine chez cing lots de rattes
(témoin, essai et référence) en absence et en présence d’un traitement anti-inflammatoire. Les
résultats représentée 1’évolution de I’inflammation pour les différents groupes sont dans le tableau

(15) ci-dessous.

D'apres le Tableau on constate que I'inflammation provoquée par la carraghénine augmente
en fonction du temps et atteint un maximum de 6.96 + 0,02 mm a la troisieme heure. On note
également que l'effet de la molécule de référence (acide acétylsalicylique) entraine une diminution
progressive de l'cedéme. L’Acide acétyl salicylique (100mg/kg PC) n’agit qu’a partir de la
deuxisiéme heure et atteint son maximum d’activité a la cigiéme heure, ou tu deviens presque une

patte normale, comme si elle n'avait pas recu d'injection de carraghénine.

A partir de 3 h, les extraits représentent une inhibition hautement significative de
I’inflammation de la patte dont le diamétre est réduit a 5.74 + 0,01 mm pour la dose d'extrait 250
mg/kg PC et 4.81 £ 0,02 mm pour la dose d'extrait 500 mg/kg PC. A ce temps, ’analyse statistique
montre que l'extrait aqueux (500 mg/kg P.C) a un effet tres proche a celui du diclofénac (4,73 +
0,02 mm), mais qui semble légerement inférieur a 1’effet de I’aspirine (4,11 + 0,03 mm) dans les
mémes conditions. Le suivie de la progression de la cinétique d’inhibition de I’cedéme de la patte
montre que les deux extraits ont un effet anti-inflammatoire considérable et expriment a la 5h un

effet trés proche (c'est-a-dire quelque peu égal) a celle du Diclofinac (Tableau 15).
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Tableau 16: Effet des extraits et des anti-inflammatoires de référence utilisés dans la présente étude

sur I’cedéme plantaire induit par la carraghénine chez les rats.

Temps (h) et diameétre de la patte (mm)
Groupes
ot doses Avant 1h 2h 3h 4h 5h
I'injection

(mg/kg)

Témoin | 3.45+0.07 | 6.42+0.03 | 6.70+0.02 | 6.96+0.02 | 6.87+0.01 | 6.55+0.05
Diclofénac | 3.35+0.07 5.37+0.03 | 5.99+0.01 | 4.73+0.02 | 4.58+0.02 | 4.35+0.01
Aspirine | 3.40+0.14 | 6.42+0.10 | 5.25+0.03 | 4.11+0.03 | 3.96+0.01 | 3.76+0.01
Extrait

agueux | 3.46+0.05 | 6.38+0.02 | 6.43+0.01 | 4.81+0.02 | 4.46+0.01 | 4.37+0.01
500 mg/kg

Extrait

aqueux 3.42+0.04 | 6.40 £0.02 | 6.86+0.02 | 5.74+0.01 | 4.51+0.01 | 4.42+0.01
250 mg/kg

Les résultats montrent également que I’efficacité de 1’aspirine dans I’inhibition de 1’cedéme
plantaire chez les rats est comparable a celle du voltaréne (diclofénac) a partir de la 2éme heure
apres I’injection de la carraghénine jusqu’a la 5éme heure de traitement. On peut alors déduire
I’ordre de cette inhibition comme suit: Aspirine > Diclofénac > Extrait (500mg/kg PC) > Extrait
(250 mg/kg PC).
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Extrait aqueux a 250 mg/kg |-I
Extrait aqueux a 500 mg/kg | #
Aspirine | f
Diclofénac |
Témoin __*
0 2I0 4IO 6IO 8IO 1(I)O
Inhibition (%)

Figure 40: Histogrammes représentant le pourcentage de I’inhibition de 1I’cedéme induit par la

carraghénine des différents extraits (250 mg/kg, 500mg/kg) et des standards.

L’évaluation du pourcentage d’inhibition de I’cedéme chez le rat montre que I'extrait aqueux
de plante posséde une activité anti-inflammatoire (Figure 40), le valeur enregistrées sont de 82,88 +
0,79 % et 78,48 = 0,86 % pour les deux doses d'extrait 500 mg/kg PC et 250 mg/kg PC
respectivement, par rapport a ’effet de deux anti-inflammatoires de reférence (diclofénac et
I’aspirine) qui donnent en respectifs des inhibitions de 84,93 + 0,58 % et 89.98 + 0,73 %. les
résultats montrent que 1’extrait (500mg/kg) inhibe I’cedéme causé chez le rat hautement par rapport

a I’extrait de dose 250 mg/kg.

Plusieurs études rapportent le potentiel anti-inflammatoire des plantes appartenant a la
famille des Apiaceae. En effet, aprés 3 heures de I'injection de la carragénine I'extrait méthanolique
de Thapsia garganica a une dose de 500 mg.kg a provoqué un pourcentage d'inhibition (48.7 %)
inférieur a celui de nos plantes (Elmegozi et al., 2012).

L’inhibition de I’cedéme plantaire chez le rat indique la présence des molécules bioactives
(composeés phénolyque en particulier les flavonoides et les tanins) dans I’extrait de plante qui
agisse potentiellement comme d'anti-inflammatoires non stéroidiens en inhibant [’activité
enzymatique de cyclooxygénase (COX) et lipoxygénase (LOX) et permet ainsi de réduire la
quantité de médiateurs pro-inflammatoires produits lors de ce processus immunitaire. De plus, les
flavonoides sont un groupe de polyphénols qui contiennent la biosynthése des prostaglandines
(Abedayo et al., 2015).
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Conclusion et perspective

Conclusion générale

Les plantes ont longtemps été une source fiable de substances bioactives naturelles telles que
les polyphénols, mais ces molécules suscitent aujourd’hui I'intérét de nombreux chercheurs en
raison des bienfaits pour la santé qu'elles peuvent offrir @ I'nomme. L'objectif de notre travail
s'inscrit dans le cadre de la valorisation des plantes d'importance thérapeutique et économique et
porte sur la composition chimique et la détermination des propriétés antioxydantes, antidiabétiques
et anti-inflammatoires de la plante Pituranthos chloranthus, qui est de la famille des Apiacées. et a

une propriété pharmacologique pour une utilisation en medecine traditionnelle.

Dans notre procédure, l'analyse phytochimique de I'extrait aqueux de Pituranthos
chloranthus a été détectée pour la présence de composés chimiques: des tanins, des alcaloides, des
flavonoides, des alcaloides, des cétones libres et des polyphénols. Et I'analyse quantitative des
polyphénols totaux et des flavonoides a été évaluée, ou nous avons obtenu des teneurs élevées de
I'extrait : polyphénols a plus de 8.93 + 0.736 mg GAE/g et flavonoides a plus de 0.78 £0.023 mg
EQ/g, nous avons également évalué l'activité antioxydante de Il'extrait aqueux de Pituranthos
chloranthus par deux méthodes in vitro: Test de piégeage des radicaux libres DPPH et test de
réduction Fer (FRAP), les résultats DPPH ont montré que I'extrait aqueux avec IC50: 0.156 + 0.23
mg / ml a la meilleure activité antioxydante par rapport a I'acide ascorbique 0.0037 + 0.505, Les
résultats du test FRAP montrent que I'extrait aqueux (0.718 £ 0.09 mg/ml ) a un pouvoir réducteur

important par rapport a I'acide ascorbique (0.64 = 0.08 mg/ml).

D'autre part, I'évaluation des activités antidiabétiques de cet extrait aqueux a été réalisée
dans un modele animal (rattes femelle Wistar albinos), chez lequel une activité a effet
hypoglycémiant a été mise en évidence dans notre étude, chez des rats soumis a une hyperglycémie
transitoire induite par une dose de solution d'alloxane 150 mg/kg p.c, le groupe de rats a subi un
traitement avec l'extrait aqueux de Pituranthos chlorathus pendant 21 jours a une dose de
250mg/kg, montrant une diminution significative de la glycémie pendant la période de traitement, et
également a une dose de 500 mg/kg montrant une diminution progressive de la glycémie mais a

une dose de 500 mg/kg I'extrait a une meilleure efficacité pour améliorer la glycémie.

Nous avons également évalué les activités anti-inflammatoires in vitro, in vivo, par le
rapport des activités anti-inflammatoires in vitro, par la méthode de dénaturation thermique des
protéines de blanc d'ceuf. L'extrait aqueux de Pituranthos chloranthus montre [l'activité de

protection de la protéine contre dénaturation thermique avec un taux d'inhibition de 82,32 contre un
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taux d'inhibition de 89,64 pour I'Acide acétylsalicylique. En ce qui concerne la mesure de l'activité
anti-inflammatoire in vivo, I'extrait aqueux (dose de 250 mg/kg et 500 mg/kg) a eu un effet
significatif sur la réduction de Il'inflammation développée de I'oedéme plantaire provoqué par la
carraghénane chez les rats femelles, avec un pourcentage d'inhibition de I'oedeme a la dose de 250
mg/kg A (78,48%) et a la dose de 500 mg/kg A (82,88%) par rapport aux anti-inflammatoires de
référence diclofénac (84,93%) et aspirine (89,93%), I'extrait aqueux de Pituranthos chloranthus

possede une importante activité anti-inflammatoire.

Enfin, on peut dire que l'extrait aqueux de Pituranthos chloranthus est une molécule
biologiquement active intéressante qui peut étre utilisée dans des préparations pharmaceutiques et
joue un role préventif et thérapeutique important dans le développement de I'nypoglycémie pour le

diabéte et son utilisation comme anti-inflammatoire.
Perspectives

L'éxtrait aqueux de la Pituranthos chloranthus a des effets protecteurs contrs le stresse
oxydative et les complications inflammatoires qu'il provogue et les dommages causés aux organes
(foie, rein, cceur et rate) par I'Alloxane, et ces effets se traduisent par I'inhibition des radicaux libres,
la fin de la sévérité inflammatoire et aussi en améliorant I'architecteure, les histologiques des
organes. En termes de perspective et afin de compléter et approfondir cette étude, il serait

intéressant de :

e Préserver les cercles naturels de cette plante.
e Une étude distincte de I'effet des composés végétaux, pas dans I'extrait de plante
e Séparez les composés separément afin de savoir lesquels ont un impact sur la réduction de

ces dommages.

D'autres études sont nécessaires pour déterminer I'effet d'autres solvants sur ces activités

biologiques.
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Annexe 1

Photo 1: Préparation de I'extrait aqueux (Originale, 2023)

Annexe 2

Photo 2: Bain-marie de type MEMMERT Photo 3: Spectrophotométrie a transmission
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Photo 4: Balance de précision
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Annexe 4

Photo 5: Etapes et outils utilisés lors de la préparation les coupes histologiques
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Figure 6: Evolution de le glucose chez les rattes: normale (témoin) et diabétique (traité par
I'alloxane) et diabétique traité (par I'extrait P. chloranthus)
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Figure 8: Evolution de les triglycérides chez
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Figure 9: Evolution taux de la urée chez toute
les lots étudiees

Figure 10:Evolution de les créatinine chez toute
les lots etudiees
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Figure 12: Evolution de le TGP chez toute les
lots étudiées
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