QUONOLAT e s Lol B pasall Ay 0 30 4y ggand)
RépubliqueAlgérienneDémocratiqueetPopulaire serie
alel iadll g Hal) sl 505
Ministéredel’EnseignementSupérieuretdelaRechercheScientifique
il dan agdl) dnals
UniversitéEchahidHammalLakhdar-EIOUED
dbal) g dapbll 2 gl 4ulS
FacultédesSciencesdelaNatureetdelaVie
Al 5 49 lad) L gl gl anid
Département de biologie Cellulaire etMoléculaire

MEMOIRE DE FIN D’ETUDE

En vue de I'obtention du dipldme de Master Académique
enSciences biologiques

Spécialité : Biochimie appliquée

THEME

Contribution a I'étude phytochimique de I'extrait brut

de Lepidium sativum (hab erchad) et leur effet sur

certains maladies

Présentés Par:
M BOUHAMED Raounek
Me"®ZIDANE Ouissam

Devant le jury composé de :
% Présidente: MM .LOUAFI.H M.A.A, Université d’ElQued.

% Examinateur : M".TLILI.M ElaidM.A.A,Université d’E1Qued.
% Promotrice: M™.MEDILA .IM.C.A, Université d’El Oued.

- Année universitaire2018/2019



z

_ DEDICACE S
- \ N :

-

Avec mes sentiments de gratitudes les plus profonds, Je dédie ce

modeste travail:
A La lumiére de ma vie ; Mes parents :
Mon pere :ZIDANE Djaafar et Ma mére : REKKABI Ghania

sans eux je n’est pas pu étre ce que je suis, qui ont ceuvrés pour ma

réeussite, de par

de leurs amour, leurs soutiens, tous les sacrifices consentis et leurs

précieux conseils,

pour toute assistances et leurs présences dans ma vie, recoivent a

travers de ce travail
aussi modeste soient-ils, I'e

sion de mes sentiments et de mon
éternelle

gratitude.

er frere : Dhia eddine
A mes amies, ceux

i vécu avec elles des beaux moments au
cours de mon cursus a Puniversité: Rabab et Ichrak

: A toute ma famille et a tous ceux que j’aime.
) W
V" y8ans oub‘iier ma bin

Ay

A

k et sa famille.

OUISSAM

-

@



DEDICACE

Je dédie ce modeste travail a-

I’homme de ma vie, mon exemple éternel, mon soutien moral et source
de joie et de bonheur, celui qui s’est toujours sacrifié pour me voir

réussidigue dieu te garde dans son vaste paradis, a toi mon pére

A . Mouadaa.
/ A

de mes jours, la source de mes efforts, la flamme de mon

et mon bonheur ; maman MENIAH Amel que j’adore.

nime beaucoup et qui m’a soutenue tout au long de ce

projet : mon mari SOUICI Tarek

0 tg‘s mes\soeurs: Doursaf, Sirine ,Mayssa et Chaima.
" o \

A mon cher frere: Louai.

~Air .i sa fiancée : Chahinez
L. '

A mon oncle : TAMIM
s.'Basma, Roumaissa, Ikram et Assia

.
ecu avec elles des beaux moments au cours de

s a universite: Rabab et Ichrak
.

S les étudiants de ma promotion.

er ma bindme: Ouissam et sa famille.

Raounek



REMERCIEMENTS

Nous tenons a remercier en premier lieu ALLAH, le tout Puissant de nous avoir donné

courage, santé et patience pour achever ce travail.

A notre promotrice de mémoire, Mme MEDILA Ifrigya , maitre de conference, faculté des
sciences de la nature et de la vie -Université d'El Oued , qui nous a fait I’honneur

d’accepter de diriger ce mémoire. Hommage respectueux.

Nous tenons a remercier profondément Mme ADAIKA Aicha , doctorante a la faculté de
sciences exactes -Université d'El Oued, pour son sérieux et ses efforts, son aide et ses
orientation, son ouverture d’esprit et sa vision de la recherche scientifique tout au long de

notre travail.

Merci également pour votre disponibilité et votre gentillesse. Nous vous adressons notre
profondes reconnaissances pour vos remarques et conseils en vue d’améliorer ce

manuscrit.

Nous exprimons nos vifs remerciements a Mme LOUAFI Hayatte maitre assistant classe
A, faculté des sciences de la nature et de la vie -Université d'El Qued , pour I’honneur qu’il
nous a fait en acceptant de présider le jury de ce mémoire. Aussi, nous tenons a exprimer

également notre profonde reconnaissance

a Mr TLILI Mouhammed Elaid , maitre assistant A, faculté des sciences de la nature et de
la vie -Université d'El Oued , d'avoir accepté d’examiner notre travail. nous tenons a lui

exprimer notre grand respect.

Un grand merci a toute I’équipe de laboratoire d’EL MEDJED et CENTRE DE
PATHOLOGIE Mouhamed ESSAIH ABI MILOUD, service I'anapath, de Touggourt
(Quargla)

pour leurs aides afin d’obtenir des bons résultats.

Nous adressons nos sincéres remerciements a Melle GOUBI Sana ingénieur du laboratoire
aussi a tout I'ensemble des membres du laboratoire de la faculté des sciences de la nature et
de la vie, Université HAMMA LAKHDAR, Eloued.

Finalement, nous tenons a exprimer notre profonde gratitude a tout ce qui ont participent a
la réalisation de ce mémoire surtout: Dr Berra Djamila, Dr Guediri imen et Dr Hani

mimouna.



Résumeé

Le travail que nous avons entrepris a pour objectif principal d’évaluer les
propriétés antioxydantes et hypoglycémiantes(In vitro et In vivo) , et l'activité
antibactérienne de I’extrait éthanolique des grains d'lepidium sativum, qui recéle de

multiples propriétés médicinales.

In vitro, I’analyse phytochimique de l'extrait des grains a révélé la présence des
polyphénoles, flavonoides, tanins, et saponines. L’évaluation de I’effet antioxydant de
cet extrait par deux méthodes d’analyse, spectroscopique (test de DPPH ) et
électrochimique (test de piégeage le radical superoxyde anion O2e-), a donné des
bonnes résultats. En revanche, l'activité antioxydante totale évaluée par la voltameétrie
cyclique est plus importante a celle de 1’acide gallique. En fin L’activité

antibactérienne a montré un effet antibactérien sur les souches utilisées sauf E.coli .

In Vivo, Notre expérimentation a été réalisee sur 20 rattes wistar; divisées en 6 lots, 2
lots traités par une dose de 300mg/kg de L.sativum dont un lot exposé au métribuzine
pendant un mois et un lot est traité par 1’alloxane, et deux lots temoins un temoins
pesticide et I’autre temoins alloxane, un lots exposé au metribuzine et traité par un
agent chimiothérapeutique le carboplatine et en fin un lots temoin (sein). L’analyse
montre une variation significative du poids relatif du foie de groupe exposé au
métribuzine et du rein de groupe exposé a 1’alloxane. Des changements notables dans
les parametres biochimiques étudiés, aussi pour les parametres de stress oxydatif chez
le lot exposé au métribuzine et lot exposé a ’alloxane. En revanche, le traitement par
I'extrait méthanolique et par le carboplatine donne des résultats similaires en
normalisant le poids relatif de foie et les parametres biochimiques étudiés et en
diminuant 1’état de stress et le taux de glycémie. L’étude histologique a confirmé les

résultats biochimiques obtenues.

Mots clés: Lepidium sativum, alloxane, meétribuzine, rattes Wistar, activité

antioxydante, Antidiabétique
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Abstract

The main aim of the work we have undertaken is to evaluate the antioxidant and
hypoglycemic properties (in vitro and in vivo), and the antibacterial activity of the
ethanolic extract of lepidium sativum seeds of the Lepidium sativum plant, which
contains multiple medicinal properties.

In vitro, phytochemical analysis of grain extract revealed the presence of polyphenols,
flavonoids, tannins, and saponins. The evaluation of the antioxidant effect of this
extract by two methods of analysis, spectroscopic (DPPH test) and electrochemical
(trapping test superoxide radical anion O2 « -), gave good results. On the other hand,
the total antioxidant activity evaluated by cyclic voltammetry is greater than that of
gallic acid. In the end The antibacterial activity showed an antibacterial effect on the
strains used except E. coli.

In Vivo, Our experiment was carried out on 20 Wistar rats; divided into 6 batches, 2
batches treated with a 300 mg / kg dose of L. sativum, one batch exposed to
metribuzin for one month and one batch treated with alloxane, and two batches with
one pesticide witness and the other with alloxane, in the end a batch exposed to
metribuzin and treated with a chemotherapeutic agent carboplatin andone batch
witness (breast). The analysis shows a significant variation in the relative weight of
the metribuzin-exposed group liver and the alloxan-exposed group kidney. Significant
changes in the biochemical parameters studied, also for the parameters of oxidative
stress in the batch exposed to metribuzin and lot exposed to alloxane. On the other
hand, treatment with methanolic extract and carboplatin gives similar results by
normalizing the relative liver weight and the biochemical parameters studied and
decreasing the state of stress and the blood glucose level. The histological study
confirmed the biochemical results obtained.

Key words: L. sativum, metribuzin,alloxane,Wistar rats, thel antioxidant activity, the
blood glucose level.
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Introduction

Les plantes ont été utilisées par ’homme, depuis la période préhistorique, comme une
source principale de nourriture. Ensuite, leur intérét s'est développé pour étre employées
comme médicaments et remedes a fin de soigner les différentes maladies (Damintoti et al.,
2005. Selon les statistiques récentes, les deux tiers des médicaments actuels commercialisés
sont d’origine naturelle (Saatchi et al., 2011). Ils ont été obtenus par hémisynthese a partir
d’un pharmacophore ou par modification des produits naturels ; composés issus des
biotechnologies, vaccins, composés d’origine végétale, microbiologique ou animale. Seul un
tiers des médicaments possede donc une origine purement synthétique (Verpoorte et al.,
2002).

Autrement dit, environ 60% des médicaments anticancéreux et 75% des composes destinés
pour le traitement des maladies infectieuses sont des produits naturels ou leurs dérivés
(Yangthong et al., 2009; Kilani-Jaziri et al., 2011). De plus, parmi les 300 000 espéces
végétales recensées, seulement 15% d’entre elles ont été étudiées sur le plan phytochimique,
(Oyedemi et Afolayan, 2011). Ces informations semblent justifier que les plantes constituent

des réservoirs de molécules bioactives encore peu explorées.

Deux groupes de métabolites ont été distingués, primaires et secondaires (Hartmann,
2007). Les métabolites primaires sont des molécules organiques qui se trouvent dans toutes
les cellules de l'organisme d'une plante pour y assurer sa survie. Quant aux métabolites
secondaires, ce sont des molécules ayant une répartition limitée dans I'organisme de la plante.
Ils sont nécessaires a sa défense contre les agressions extérieures. Les produits du
métabolisme secondaire qui sont émis en tres faible quantité, sont d'une grande variété
structurale. Ces composes marquent de maniére originale, un genre, une famille ou une espece
de plante et permettent parfois d'établir une taxonomie chimique. Les métabolites secondaires
font l'objet de nombreuses recherches, ils ont un intérét multiple, ils sont mis a profit aussi
bien dans l'industrie alimentaire, cosmétique que pharmaceutique. Ils sont largement utilisés
en thérapie et constituent un groupe de produits naturels qu'il convient d'explorer pour leurs
propriétés anti oxydantes, antifongiques, anti-inflammatoires et/ou mutagénes (Epifano et al.,

2007);telle que Lepidium sativum ,Centaurea nigra, Nauplius graveolens.

La pharmacie utilise encore une forte proportion de médicaments d'origine végetale, et la
recherche trouve dans les plantes des molécules actives nouvelles ou des matieres premiéres

pour la hémisynthése de composes actifs.
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Le régne végétal constitue donc, une source inépuisable de nouvelles molécules utilisables
directement comme principes actifs ou pouvant servir comme molécules guides pour le

développement de nouveaux agents thérapeutiques.

La flore algérienne regorge de plusieurs espéces des plantes encore peu ou pas étudiées,
mais dotées de réelles propriétés pharmacologiques (Graham et al., 2000 ; Bnouham et al.,
2002 ; Gonzalez-Tejero et al., 2008). Ces espéces sont pour la plupart spontanées avec un
nombre non négligeable (15%) d’espéces endémiques (Ozenda, 1977).Lepidium sativum
;plante fait partie de ces derniéres, est utilisée traditionnellement dans les régions paysannes
dans le traitement des brulures cutanées et dans de nombreuses régions du monde comme anti
inflammatoire, antimicrobienne (Ben Mohamed, 1992). Alors, que Lepidium sativum est
utilisée dans le traitement des maux de gorge, l'asthme et les maux de téte (Datta et al.,

2011). Et les maladies chroniques tels que le diabéte ,le stress oxydant et le cancer .

Une ¢étude bibliographique, réalisée sur cette espéce, a montré que 1’on ne dispose que de
peu d’informations de nature chimique. Pour pallier ce manque d’informations, I’étude s’est

focalisée sur les analyses phytochimique.
Les principales parties de ce travail se résument comme suit :
La premiére partie consacrée a I’étude bibliographique est divisé en deux chapitres :

e Le premiére chapitre donne un apercu sur les métabolites secondaire et dédié a une
description botanique générale de 1’espece étudié (Lepidium sativum) et leurs répartitions

géographiques.
e Le deuxiéme chapitre comporte les maladies métabolique et les activités biologique.

Dans la deuxieme partie, divisé en deux chapitres, nous avons axé sur le matériel et les
méthodes utilisés dans notre travail : le matériel d’étude, méthodes utilisées pour 1’extraction,
le dosage colorimétrique (des polyphénols et des flavonoides), les activités antioxydantes,

’activité antalgique de I’extrait méthanolique de notre plante.

Les résultats et la discussion de chaque expérimentation de notre travail, sont exposés dans

le deuxieme chapitre de cette partie.

Pour terminer, une conclusion sur I’ensemble de cette étude .
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I.Chapitre Généralité sur les plantes médicinales et métabolites secondaires
I.1.Généralité sur les plantes médicinales

Les plantes médicinales et aromatiques ont connus ces derniéres années un important
regain d’intérét et ceci devant le recul des produits chimiques (Baba Aissa, 2000). La
diversité de leur utilisation (pharmacologie, cosmétique, fabrication de détergents, teinture
et produits de massage) a accru la demande, surtout en huiles essentielles. Cette demande a
été étendue aux études de la valorisation des ressources phytogénétiques (biopesticides,
pratique des cultures associées, industrie cosmétique, bioprospection, etc...). Les plantes
médicinales portent a la fois sur les plantes spontanées dites « sauvage » ou «de cueillette »

et sur les plantes cultivées.
I.1.1.Définition des plantes médicinales

Dans le code de la santé publique, il n'existe pas de définition Iégale d'une plante
médicinale au sens juridique, mais en France « une plante » est dite médicinale lorsqu'elle
est inscrite a la pharmacopée et que son usage est exclusivement médicinal. C’est-a-dire
qu’elles sont présentées pour leurs propriétés préventives ou curatives a I'égard des

maladies humaines ou animales ( Mbojd, 2003) .

Ce sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle dont au moins une partie
posseéde des propriétés médicamenteuses. Leur action provient de leurs composés
chimiques (métabolites primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les difféerents

composés présents (Sanago, 2006).
I. 1.2.Définition des principes actifs

Les effets bénefiques des plantes sur la santé sont dus au fait qu'elles contiennent des
substances appelées principes actifs, responsables de leurs effets thérapeutiques (Jorg
&Christof, 2007).

Les plantes produisent un grand nombre de composés qui ne sont pas issus directement
de la photosynthése, mais résultent des réactions chimiques ultérieures, ces composés sont

appelés métabolites secondaires (Ramawat&Merillon, 2008).

Les métabolites secondaires sont des substances indirectement essentiels a la vie de la
plante, ils participent a l'adaptation de la plante avec son environnement, a la tolérance
contre les chocs (lumiére UV, les insectes nocifs, variation de la température,...) etala
défense contre les pathogenes (moisissures et bactéries phytopathogénes,...)
(Sarni&Cheynier, 2006).
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On distingue trois principales classes des métabolites secondaires:

Les Composés phénoliques, les alcaloides et les térpénoides et stéroides (Ramawat et
Merillon, 2008).
I .1.3.Utilisation des plantes en médecine traditionnelle

L’usage thérapeutique des plantes médicinales est trés présent dans certains pays du
monde, notamment celle des pays en voie de développement ou plus de 80 % de la population
ont recourt presque exclusivement a la médecine traditionnelle pour ses besoins de santé
primaire, du fait de son incapacité a accéder, voire bénéficier des vertus de la medicine
moderne (Rates,2001 ;Belkhir, 2013).

Parmi ces plantes on trouve Lepidium sativum

1.2.Généralités sur la plante Lepidium sativum
1.2.1.La classification

1.2.1.1.La famille Brassicaceae (cruciferes)

Les Brassicaceae sont cosmopolites, certaines se sont adaptées a des milieux
particuliers, comme les montagnes ou les déserts, présentent une lignification poussée et
une surface foliaire réduite. Cette famille des Cruciferes est tres homogene, tres évoluée,
facile a définir et trés reconnaissable par ces fleurs a pétales disposés en croix, d’ou le nom
de crucifére (du latin « crucem ferre », porter une croix) (Guingard et Dupont, 2004). La

famille des cruciferes est représentée par 10 tribus en Algérie (Maire, 1967).

| .2.1.2.Le genre Lepidium

Le genre Lepidium est constitué d'environ 175 especes, largement distribuées a travers
le monde, sur tous les continents. C'est I'un des genres les plus représentés de la famille des
Brassicacées. Peu d’informations sont connues sur la période d'apparition de ce genre. Il
semble que celui-ci soit originaire du bassin méditerranéen, ou la plupart des especes

diploides ont été trouvees (Dupont, 2004).

Lepidium est la transcription du grec lepidion qui signifie petite coquille. Ce sont des
plantes annuelles, vivaces ou sous-ligneuse, a fleurs petites, blanches, rose ou violacées,
caractérisées par la silicule déhiscente, a loge renfermant une ou rarement deux graines
(Pierrick,2013).

1.2.1.3.L’espéce Lepidium sativum
Lepidium sativum est le nom botanique du cresson alénois (ou passerage cultivée), une plante

médicinale bien connue (Dupont, 2004).
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Tableau 01: La classification scientifique de Lepidium sativum (Friedel, 1904).

Régne Plantae (plante)
Sous-régne Tracheobionta (plantevasculaires)
Dévision Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Dilleniidae
Ordre Capparales
Famille Brassicaceae
Genre Lepidium
Espéce Lepidium sativum

Figure 01 : Plante (A) et graines (B) de Lepidium sativum(George,1999).

D:diamétre des grains de L.sativum
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1.2.2.1a Description

Lepidium sativum est une plante annuelle de croissance rapide. Elle développe en quelques
mois une plante haute (figure 2.a) de 20 a 50cm au moment de la floraison(figure 2.b). Les
inflorescences sont apicales : quelques groupes de petites fleurs blanches (figure 2.c) a 4
pétales. Les graines sont produites par 2 dans de petites siliques dresses (figure 2.d), longue

de 2 a 3 cm. les graines sont allongées, brun rouge(George,1999).

Figure 02 : Aspect morphologique de Lepidium sativum

a:feuilles; b:tiges; c:fleurs; d:grains (George,1999).

I .2.3.Noms communs
Tableau 02 : Noms communs de Lepidium sativum(Friedel, 1904).

Arabe AL s
Francais Cresson alénois
Francais Passeragecultivée

Italie Crescioneinglese
Anglais Garden pepperwort
Anglais Garden cress
Anglais Upland cress

Allemand Gartenkresse
Latiin Lepidiumsativum
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| .2.4.Répartition géographique

L’origine du cresson alénois est assez floue : Afrique du Nord ou de I’Est, Moyen-
Orient, Asie de 1’Ouest, mais on pense qu’il pourrait s’agir de 1’Ethiopie et des pays
avoisinants. Sa domestication s’est probablement faite en Asie occidentale. Il était cultivé
dans I’ Antiquité en Grece et en Italie et peut-tre aussi en Egypte. On le cultive aujourd’hui
dans le monde entier, y compris la plupart des pays africains, mais surtout a petite échelle

dans les jardins familiaux. On le trouve aussi dans la nature, échappé des cultures, mais on

ne sait pas s’il existe quelque part a 1’état sauvage (Gregory, 2007).

Figure 03 : Carte géographique situant de Lepidium sativum

( S presence de plante ). (Gregory, 2007)

| .2.5.Substances bioactives de Lepidium sativum

Il contient les graines et les feuilles ont la saveur lIégerement piquante, intense et chaude;
car elles renferment un composé soufré qui leur conférent ce goQt caractéristique de cette
famille. Il est tres riche en vit C, E, A, Bl, B2, des sels minéraux, des glucosides
(Aouadhi, 2010).

I .2.6.Vertus médicinales de Lepidium sativum

Cette plante se révéle efficace contre de nombreux troubles digestifs en raison de son action
stimulante, laxative et diurétique. De plus, il lutte contre la constipation et les hémorroides et
il apaise les maux de ventre. Par ailleurs, Lepidium sativum est utile en cas d'asthme ou de
toux, diurétique, expectorant, stomachique ; employé dans le traitement des maladies
respiratoires, faiblesse pulmonaire, bronchites chroniques, laryngites. Scrofulose, rachitisme,

scorbut, dermatoses, engorgements ganglionnaires; maladies des voies urinaires; atonie
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gastrique, dyspepsies, stimulant la digestion; posséde une action hypoglycémiante qui le fait

recommander dans le régime des diabétiques (Aouadhi, 2010).

1.3.Les métabolites secondaires

1.3.1. Généralité

Les plantes possedent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux métabolites
primaires que sont les protéines, les glucides et les lipides. Ces composes difféerent en
fonction des espéces et bien que leurs réles soient encore mal connus. (Krief, 2003).

Ces métabolites secondaires interviennent dans la structure des plantes (lignines et tannins)
(Gobbi & Khebbaz, 2014). Et sont aussi se trouvent dans toutes les cellules végétales et
nécessaire a leur croissance et a leur développement (Raven et al., 2000). Aussi n’exercent

pas de fonction directe au niveau des activités fondamentales de la plante (Guignard, 1996).

1.3.2. Définition des métabolites secondaires

Le terme «métabolite secondaire», qui a probablement été introduit par Albrecht Kossel
en (1891), sont des molécules organiques complexes synthétisées par les plantes autotrophies,
ils sont responsables des fonctions périphérique indirectement essentielles a la vie des plantes
(Boudjouref, 2011).

1.3.3. Rdle biologique

Les métabolites secondaires sont interviennent dans 1’adaptation de la plante a son
environnement ainsi que la régulation des symbioses et d’autres interactions plantes-animaux,
ils participent ainsi, d’une manicre trés efficace, dans la tolérance des végétaux a des stress
varies : action anti-herbivore, inhibition des attaques pathogénes des bactéries et des
champignons, prédation d’insectes, défense contre la sécheresse et lumiére UV. Aussi ils
interviennent pour attirer les agents chargés de la pollinisation ou de la dissémination des
fruits; mais elles peuvent étre antinutritifs. Beaucoup de métabolites secondaires sont
toxiques, ils sont alors stockés dans des vésicules spécifiques ou dans la vacuole (Boukri,
2014 ;Geula, 2017).

1.3.4. Classification

Dont plus de 200.000 structures ont été définies (Hartmann, 2007); les métabolites
secondaires sont appartiennent a trois grandes familles (Merghem, 2009)
— Les composés aromatiques ou polyphénols (acides phénoliques, flavonoides,
banthocyanidines, tanins) et les quinones.
— Les terpenoides et leurs dérives.

— Les alcaloides.
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1.3.4.1 Les composés phénoliques

e Définition:

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

ou la reproduction (Fleuriet, 1982 ; Yusuf, 2006)

e Détermination des polyphénols

Les polyphénols ont été déterminés par spectrophotométrie selon la méthode de
FolinCioclateu: ce réactif de couleur jaune est constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique HiPW1,04 et d’acide phosphomolybdique H3PMo0;,040. Lorsque les
polyphénols sont oxydés, ils réduisent le réactif Folin-Cioclateu en un complexe ayant une
couleur bleue constitué d’oxyde de tungsténe WgO,3 et de molybdene MogOys. L’intensité de

la couleur est proportionnelle aux taux des composés phénoliques oxydés (Da costa, 2003).
A. Les flavonoides

e Définition
Le terme flavonoide (de flavus, «jauney> en latin) désigne une trés large gamme de composés
naturels appartenant a la famille des polyphénols (Bouakaz, 2006). Ils constituent des
pigments responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux
(Havasteen, 2002).

o Déterminationdes flavonoides
Le chlorure d’aluminium (AICI3) forme un complexe trés stable avec les groupements
hydroxydes OH des phénols(Merghem, 2009).

B. Les tanins

e Définition

Le terme « tanin » (ou tannin) vient du mot tannage. Les tanins sont des composés
polyphénoliques hydrosolubles ayant une masse moléculaire entre 500 et 3000 KD
(polymeres), et qui présentent, a coté des réactions des phénols des propriétés de précipiter les

alcaloides, la gélatine et d’autres(Agbulut et al., 2001) .
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e Extraction des tanins

- L’extraction des tanins (drogue fraiche) par un mélange d’eau et d’acétone.
- distillation pour I’élimination de 1’acétone.

- Purification de la solution extractive par le dichlorométhane (élimination des pigments et
des lipides)

- Extraction des proanthocyanidols diméres et des tanins galliques par 1’acétate d’éthyle

(Laboratoire de pharmacognosie Dr Sahraoui)

Les composés appartenant au groupe des tanins sont mis en évidence grace a la réaction de
STIASNY (Witabouna et al., 2014).

1.3.4.2. Les alcaloides

e Définition

Les alcaloides sont des substances naturelles et organiques provenant essentiellement des
plantes et qui contiennent au moins un atome d’azote dans leur structure chimique, avec
un degré variable de caractére basique. Depuis ’identification du premier alcaloide en
1806, plus de dix mille alcaloides ont isolés des plantes (Boutaghane, 2013). Les
alcaloides ayant des masses moléculaires trés variables de 100 a 900 g/mol. La plupart des
bases non oxygéenées sont liquides a température ordinaire celles qui comportent dans leur

formule de I’oxygéne sont des solides cristallisables, rarement colorés (Rakotonanahary,

2012).

e Extraction des alcaloides totaux
Il s’effectue sur le résidu d’alcaloides aprées extraction en milieu alcalin, le dosage est

effectué soit par

e M:¢éthode gravimétrique: consiste en une simple pesée du résidu d’alcaloides totaux
mais manque de précision.
e Meéthode volumétrique: elle met a profit le caractere basique des alcaloides.
e Meéthode chromatographique (CPG, HPLC) Laboratoire de Pharmacognosie Dr
Sahraoui W)
e Extraction d’un alcaloide spécifique
Dans une drogue déterminée, le dosage peut se faire par technique : spectrophotométrie et
Colorimétrie ; avec les réactions colorées spécifiques a certains alcaloides et en comparaison
avec des substances de référence(Croteau et al., 2000 ).

10
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1.3.4.3. Les composés Terpenoides

e Définition

Le terme Terpenoides désigne un ensemble de substances présentant le squelette des
Terpénes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone,
etc.). Ce sont des substances du métabolisme secondaire qui dérivent des Isoprénoides dont
certains interviennent dans la photosyntheése, ainsi que plusieurs hormones végétales sont de
structure Terpenique. Ce sont des produits hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique
soit a chaines ouverte formées de 1’assemblage d’un nombre entier d’unités penta-carbonées

ramifiées dérivées du 2-Méthyle butadiéne, appelées unités isopreniques (Hopkins, 2003).
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Chapitre 11 : Les maladies métaboliques et les activités biologiques

I1. Les maladies métaboliques et les activités biologiques
11.1.Stress oxydatif et cancer

11.1.1.Définition de stress oxydatif

Le stress oxydatif appelé aussi stress oxydant se définit comme étant un déséquilibre de la

balance oxydants-antioxydants en faveur des oxydants. Il se développe lorsque les radicaux

libres des molécules oxydantes sont produites plus rapidement qu'ils ne peuvent étre

neutralisés par l'organisme. Les radicaux libres sont formés le plus souvent par gain d’¢électron

a partie de ’oxygéne moléculaire. Il retrouvera sa stabilit¢ en participant a des réactions

chimiques dont les consequences sont I'oxydation des lipides membranaires, I'oxydation des

acides aminés composant les protéines, l'oxydation des glucides et 1’oxydation des acides

nucléiques.

De facon générale, 1’excés des radicaux libres contribuent au stress oxydatif par une série de

réactions en chaine. (Rioux, 2009)
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11.1.2. Les radicaux libres
11.1.2.1. Définition

Un radical libre est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs électrons non
appariés. L'ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent appelé espéces

réactives de l'oxygene (EAO) (Hamoudi, 2015).

Les radicaux libres sont électriquement neutres ou charges (ioniques) et comprennent
I'atome d'hydrogene, le radical hydroxyle, 1'anion superoxyde, le peroxyde d’hydrogéne (eau
oxygénée). Les radicaux libres sont des espéces chimiques trés instables, leur structure
comprend un électron célibataire qu’il cherche a apparier en attaquant et en endommageant
les molécules voisines. L’appellation « dérivés réactifs de 1’oxygene » n’est pas restrictive,
elle inclut les radicaux libres de 1’oxygeéne proprement dit, mais aussi certains dérivés
oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante tel que le peroxyde
d’hydrogene (H,0,), peroxynitrite (ONOO- ) (Rioux, 2009).

11.1.2.2. Les différents types des radicaux libres

Parmi les composés oxydants formés apres réduction de 1’oxygene que nous respirons. On

distingue:

11.1.2.2.1. Les radicaux libres primaires

IIs dérivent directement de 1’02 par une réaction de reduction.( Magali, 2013).

11.1.2.2.2. Les radicaux libres secondaires
IIs sont formés par la réaction des radicaux libres primaires sur des composes

biochimiques cellulaires (Magali, 2013) .

I1.1.2.2.3. Les espéces actives de I’oxygene
Ce sont des molécules ne possédant pas d’électron non apparié mais au fort pouvoir

oxydant car elles peuvent donner naissance a des radicaux libres (Magali, 2013)

Les radicaux libres primaires et secondaires et les especes actives de 1’oxygene sont
regroupées sous le nom d’espéces réactives de I’oxygeéne ou ERO ou EOA (ou « ROS » en

anglais pour Reactive Oxygen Species).

v' L’anion superoxyde
L'anion superoxyde est I’espéce la plus couramment générée par la cellule, par réduction

d’une molécule d’oxygene. Cette réaction semble surtout catalysée par des NADPH oxydases
14
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membranaires (Shen, 1996). L’O, ¢ peut également étre formé dans certains organites
cellulaires tels que les peroxysomes via la conversion de I’hypoxanthine en xanthine, puis en
acide urique, catalysée par la xanthine oxydase et les mitochondries ou 2% a 5% d’oxygene

consommeé est transformé en radicaux superoxydes (Favier, 2003).
0O, -+ 0, -+ 2H+ — H,0,+ O,

v Le radical hydroxyle

Le plus important des produits est le radical hydroxyle (OHe ). C'est une espéce oxygénée
trés réactive qui provient de la coexistence de 1’anion superoxyde et de peroxyde
d’hydrogeéne. Le peroxyde d’hydrogene réagit avec le fer (forme ferreux) et produit du fer

oxydé (forme ferrique) et le radical hydroxyle.
C’est la réaction de Fenton.
H,0; + Fe;+ — Fes+ + OH + OHe
Ensuite le fer ferrique est réduit en fer ferreux par I’anion superoxyde principalement.
Fes" + 0, — Fe,” + 0,
L’ensemble de ces réactions forme la réaction d’Haber Weiss.
H,0; + Op «” — Op+ OH + OHe

v Le monoxyde d’azote
L’oxyde azotique NO- est principalement produit par un systéeme enzymatique, la NO

synthase, qui transforme ’arginine en citrulline en présence de la NADPH.
L- Arginine + O, — L-Citrulline+ NO«

v Nitrigue dioxyde NO; ¢
Formé a partir de la réaction du radical pyroxyle avec NO. Le nitrique dioxyde est un
puissant déclencheur du lipide peroxydation par sa capacité d'arracher un atome d'hydrogene

d'une double liaison au niveau des acides gras polyinsaturés.

v’ Le peroxynitrite
Le monoxyde d’azote par concomitance avec un ion superoxyde va entrainer la formation
de peroxynitrite (ONOQ) qui est hautement cytotoxique. Cette réaction est surtout retrouvée

au niveau des vaisseaux sanguins.
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NOe« + O, + — ONOO’(Koechlin-Ramonatxo, 2006)
11.1.2.3. Sources et formation des radicaux libres

Les radicaux libres peuvent étre d’origine endogéne par le biais de différents mécanismes
physiologiques dans I’organisme, mais aussi d’origine exogene, provoqués par plusieurs

sources chimiques et physiques.
11.1.2.3.1 Origine endogéne

Aux doses faibles, les ROS sont trés utiles pour 1’organisme et jouent des roles importants

dans divers mécanismes physiologiques tel que :
-La chaine respiratoire.

-La réaction immunitaire.

-La transduction de signaux cellulaires.

-Les NADPH oxydases.

-Les oxydes nitriques synthases.

-Autres sources endogenes.

11.1.2.3.2. Origine exogéne

Des facteurs environnementaux peuvent contribuer a la formation d’entités radicalaires.
Une production importante des ROS est observée lors d’une intoxication par des métaux
lourds (cadmium, mercure, arsenic) ou dans les phénoménes d’irradiations provoquant des
dommages au niveau de I’ADN. Par ailleurs la fumée de tabac, ’alcool ou méme certains
médicaments (Xénobiotiques) peuvent étre source de radicaux libres par oxydations de ces

composés au niveau du cytochrome P450 (Favier, 2003).
11.1.2.4 Conséquences du stress oxydant

Les ROS deviennent néfastes et toxiques pour 1’organisme a des doses excessives. Cette
surproduction au-dela des capacités antioxydantes des systéemes biologiques donne lieu au
stress oxydant qui est impliqué dans I1’apparition de plusieurs maladies allant de
I’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).
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11.1.2.5.Systéeme de défenses antioxydants

Les cellules possedent des mécanismes de défense endogénes enzymatiques et non
enzymatiques qui, de maniére générale, suffisent a renverser le stress oxydant, résultant du

métabolisme aérobie, appelés antioxydants (Huemer et al., 2006).

11.1.2.5.1.Définition

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance qui est capable, a concentration
relativement faible, d'entrer en compétition avec d'autres substrats oxydables et ainsi retarder
ou empécher l'oxydation de ces substrats (Ardestani et Yazdanparast, 2007). L'organisme
posséde un ensemble de systemes de défenses antioxydants tres efficaces afin de diminuer la
concentration des especes oxydants dans 1’organisme. Les antioxydants sont des systémes

enzymatiques ou non-enzymatiques (Mohammedi, 2006).
11.1.2.5.2. Les principeaux antioxydants

% Les antioxydants endogénes

La production physiologique d’ERO, est régulée par des systemes de défense composés
d’enzymes (La superoxydedismutase, La catalase, héme oxygénase, peroxyrédoxine,...), de
molécules antioxydants de petite taille (glutathion, acide urique, bilirubine, ubiquinone,...) et
de protéines (transferrine, ferritine,...). Un systéeme secondaire de défense composé de
phospholipases, d’ADN endonucléases, de ligases et de macroxy-protéinases empéche
I’accumulation dans la cellule de lipides, d’ADN et de protéines oxydés et participe a

I’élimination de leurs fragments toxiques (Pincemail et al., 2002).
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Les antioxydants exogénes

Médicaments : Ils constituent une source importante d’antioxydants. Actuellement,
les classes thérapeutiques comme les anti-inflammatoires non stéroidiens, les
antihyperlipoprotéinémiques, les béta-bloquants et autres antihypertenseurs ont été
évalués pour leurs propriétés antioxydants.

Antioxydants naturels

La vitamine C ou acide ascorbique : C’est un puissant réducteur. Il joue un role
important dans la régenération de la vitamine E.

La vitamine E ou tocophérol : Prévient la peroxydation des lipides membranaires in
Vvivo en capturant les radicaux peroxydes.

Les flavonoides : Les relations entre les structures et les activités anti-oxydantes des
flavonoides et des composés phénoliques ont montré que 1’activité anti-oxydante était
déterminée par la position et le degré d’hydroxylation.

Les tanins : Ces tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques
produits au cours de la peroxydation.

Les phénols : Les acides phénoliques, comme I’acide rosmarinique, sont fortement
antioxydants et anti-inflammatoires et peuvent avoir des propriétés antivirales (Diallo,
2005).

11.2. Le cancer

Le radical hydroxyle HO+ semble étre le principal responsable des dommages oxydatifs sur

I’ADN. Ces espéces étant trés réactives, celles-ci sont donc générées sur le site de réaction.

Certaines portions de I’ADN présentent des métaux de transition (Fe, Cu) et ne sont pas

protégées par les histones donc ces zones peuvent étre le siége des réactions qui sont

catalysées par les métaux de transition. De nombreux facteurs étant retenus comme

cancérigéenes agissent en produisant des espéces radicalaires. Cela peut se faire directement

comme pour le tabac, apreés phagocytose comme 1’amiante, par réaction de Fenton par des

métaux carcinogénes comme le nickel, par photolyse comme les UV A et B, comme par

redox-cycling lors du métabolisme comme le benzopyrene. (Favier, 2006). Stress oxydant et

pathologies humaines.( Annales Pharmaceutique Francaises, 2012).
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11.2.1.Généralités sur le cancer
11.2.1.1.Définition du cancer

Selon ’OMS: « le cancer est un terme général appliqué a un grand groupe de maladies qui
peuvent toucher n'importe quelle partie de l'organisme. L'une de ses caractéristiques est la
prolifération rapide de cellules anormales qui peuvent essaimer dans d'autres organes, formant
ce que l'on appelle des métastases ». Il peut aussi étre défini comme une prolifération
importante et anarchique de cellules anormales qui ont la capacité d’envahir et de détruire les

tissus sains et de se disséminer dans 1’organisme ( Spano, 2000 ).
11.2.1.2.Caractéristiques des cellules cancéreuses

Il existe des oncogenes et des génes suppresseurs de tumeur (Anti-oncogénes), qui jouent

un rdle important et modulent I’apparition du processus du cancer.

La caractéristique majeure d’une cellule cancéreuse est de proliférer sans les contraintes
fixées par ’homéostasie, qui imposent normalement 1’arrét de la prolifération. Les cellules

cancéreuses ne répondent plus a ces régles et continuent a se diviser.

Dans les cellules cancéreuses, la perturbation des processus de régulation du cycle
cellulaire, a la suite d’une altération du facteur de croissance et/ou de son récepteur et/ou des

messagers secondaires, aboutit a une dérégulation de la prolifération cellulaire (Spano, 2000).

e Perte de I’inhibition de contact : La cellule cancéreuse ne répond pas aux signaux qui font
intervenir différentes protéines de jonction (cadhérines et sélectines), aboutissant par la suite a
des protéines de contrdle de la prolifération cellulaire qui bloquent cette derniére. (Favier,
2006).

e Perte de la dépendance vis-a-vis de I’encrage : C’est le pouvoir métastatique définis par

la capacité d'envahir des tissus normalement réservés a d'autres cellules
(Spano, 2000).
11.2.1.3. Les plantes médicinales et traitement anticancer

Les traitements actuels comprennent la chimiothérapie, la radiothérapie et des
médicaments a base de chimie. Les traitements tels que la chimiothérapie peuvent mettre les
patients sous une telle pression que leur santé est particulierement détériorée. C’est pour cela

que I’utilisation des traitements contre le cancer ou thérapies complémentaires attire
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’attention. Depuis de nombreuses années les plantes médicinales ont été utilisées et sont
toujours utilisées dans les pays en voie de développement comme base fondamentale d’un
traitement médical. Les plantes ont été utilisées en médecine pour leurs propriétés
antiseptiques naturelles. Ainsi, la recherche s’est orientée vers le développement et I’é¢tude des
propriétés et des utilisations potentielles des extraits de plantes terrestres pour la préparation
de médicaments, a base de matiéres nano contre les maladies, dont le cancer(Malikova,
2008).

Les composants qui ont été identifiés et extraits des plantes pour leurs propriétés

anticancer comprennent les polyphénols, les brassinostéroides et les taxols(Malikova, 2008).

e Polyphenol : La cytotoxicité des polyphénols sur une série de cellules cancéreuses a
été démontrée et leurs propriétés antioxydantes ont été mesurées. On considere que les
polyphénols ont des propriétés comme 1’apoptose démontrant ainsi des propriétés
anticancer qui peuvent étre utilisées (Malikova, 2008).

e Flavonoides : les extraits de flavonoides d’espéces de fougéres et ont constaté que,
méme a de trés faibles concentrations, elles manifestent une activité anticancereuse
élevée (Diallo, 2005).

e Brassinostéroides: Les brassinostéroides ont été utilisés dans des recherches pour
traiter différents types de groupes de cellules cancéreuses qui incluent les leucémies t-
lymphoblastiqgues CEM, les myélomes multiples RPMI 8226, les carcinomes
cervicaux Hela, les carcinomes du poumons A-549 et les groupes de cellules
d’ostéosarcomes HOS (Malikova., 2008).

11.3. Diabéte et critéres de diagnostiques
11.3.1-Définition de diabete

Le diabéte sucré est un groupe daffections métaboliques caractérisé par une
hyperglycémie chronique résultant d'un défaut de sécrétion ou d'action de I’insuline ou des
deux. Il est associé aux complications aigues, mais aussi aux complications a long terme

touchant les yeux, les reins, les nerfs, le ceeur et les vaisseaux sanguins( Garianiet al., 2014).
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11.3.2. Lescritéres de diagnostic (ADA , OMS)

Tableau 03:Les criteresde diagnostic (ADA , OMS)( Garianiet et al., 2014).

Concentration en glucose g/ (mmol/L)**
Diabéte
- & joun 21,26 (7,00
ou
= 2 h aprés charge en glucose ou les deux* 22,00 1

Intolérance au glucose (L.T.G.)
= & joun (si mesurée) <126 (7.0
ot

= 2 h aprés charge en glucose 2140 (7.8)

Hyperglycémie modérée & jeun (HM.J.)

= & joun 21,10 (6,7)
ot <126 (7,00
= 2 h aprés charge on glucose (sl mosurde) < 1,40 (7.8)

— Glycémie a deux heures > 2 g/l aprés une charge orale de 75 g de glucose au cours d'une

HGPO.
— symptémes d'hyperglycémie (polyurie, polydipsie, perte de poids inexpliquée).
I1. 3.3- Classification étiologique de diabete sucrés:

La classification étiologique des diabetes sucré proposée par I'ADA et 'OMS est actualisé
en fonction des données scientifiques récentes, le diabete type 1 et 2 remplacent les termes
DID et DNID (Touguit et al., 2015).

11.3.3.1.Le diabéte type 1

Autre fois appelé insulinodépendant ou encore diabéte juvénile, ce diabéte apparait le plus
souvent de maniére brutale, c'est la cause la plus fréquente de diabéte chez I’enfant, mais il
peut survenir a toute age sa forme la plus fréquente est la conséquence d'une maladie auto-
immune, c'est-a-dire la destruction des cellules béta des Tlots de Langerhans du pancréas par
le systeme immunitaire, dont témoigne la présence d'anticorps dans le Sang (Touguit et al.,
1999).
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I1.3.3.2- Diabéte type 2

Autrefois appelé non insulinodépendant ou diabéte de I'age mar survient classiqguement
chez I'adulte de plus de quarante ans présentant dans 80% des cas une obésité ou du moins un
exces pondéral, avec souvent des ATCD, familiaux de diabéte type 2. Au début de la maladie,
la production dinsuline par le pancréas est normale (voire excessive), mais les organes
chargés de capter et d'utilisés le glucose deviennent insensibles a l'insuline d’ou une

augmentation de la glycémie (Bysschaert, 2006).
1. 3.3.3- Autre type de diabeéte

v le diabéte gestationnel: au cours des 2éme et 3éme trimestres de la grossesse, les
besoins en insuline de la femme enceinte sont de 2 a 3 fois plus importants qu'en
temps normale. Le pancréas produit d'avantage d'insuline pour compenser ce besoin,
chez certaines femmes, I'insuline ne joue plus son role régulateur, si la glycémie est >
0,9 g/l la femme est considérée comme représentante d'un diabete gestationnel (
Bysschaert, 2006 ).

v' Les diabetes de type MODY: Ont été a juste titre séparés du diabéte de type 2 et
individualisés grace a leurs caractéristiques génétiques et moléculaires. La catégorie
des diabetes de la malnutrition est supprimée, la pancréa topathiefibro-calculeuse est
classée parmi les diabétes pancréatiques (Rodier, 2001).

I1. 3.4.Diabéte induit par I'alloxane
I1. 3.4.1.Définition de I’ alloxane

Est un dérivé pyrimidique (acide urique) qui a été synthétisé en 1838 Wohler.il a été
considéré comme un médicament provoquent une nécrose dans les cellules B enl1940
(Touguitet al., 1999).

1I. 3.4.2.Stucture de I’alloxane

(2,4,5,6tetraoxypérimidine), est utilis¢ dans 1’induction du diabéte de type 1 chez les

modéles animaux (souris, rats,...) (Sandler et Swenne, 1983).
I1. 3.4.3.Fonction

L’alloxane exerce une action cytotoxique préférentiellement sur les cellulesp
pancréatiques, ils accumule rapidement sur les cellules hépatiques et pancréatiques, mais

lentement dans les cellules musculaires (Malaisse et al., 1982). Les effets cytotoxiques de
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I’alloxane sont dus a son produit de réaction réduit, 1’acide dialurique, et a la production des

especes oxygenées réactives (EOR) (Wattiz et al., 2012)

HN

Figure 06 : Structure chimique de I’alloxane (Lenzen, 2008)
I1.4. Activité antibactérienne

11.4.1.Définition

Dés la naissance I'hnomme se trouve en contact avec des micro-organismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutanéo-muqueux (Yakhlef, 2010); les pouvoirs
antimicrobiens des plantes aromatiques et médicinales sont connus depuis I’antiquité.
Toutefois il aura fallu attendre le début du 20éme siécle pour que les scientifiques
commencent a s’y intéresser.
( Bendahou, 2012). L'activité antibiotique correspondant a activité d'une molécule ou
composé présent au sein d'un végetal qui a tres faible concentration, inhibe le developpement
d'une bactérie ou la tue. La sensibilité d'une bactérie & un antibactérien varie selon la nature de
l'antibactérien .Face a un antibactérien donné, la sensibilité d'une bactérie peut étre trés
différent selon la souche d'appartenance (Kebili, 2016).
11.4.2.Antibiotiques

Un antibiotique est une substance antibactérienne naturelle, semi-synthétique ou
synthétique, capable a faible dose de tuer ou d'inhiber spécifiquement la croissance du germe
par un mécanisme particulier jouant sur ses mécanismes vitaux (Kebili, 2016). Selon la
structure chimique, les antibiotiques peuvent exercer leurs effets selon différents modes:
- Antibiotiques inhibant la synthése de la paroi: B-lactamines, glycopeptides,
- Antibiotiques altérant la membrane plasmique: polymixines, daptomycine,
- Antibiotiques inhibant la synthése protéique (généralement par fixation sur les ribosomes):

tetracyclines, chloramphenicol,
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- Antibiotiques inhibant la synthése des acides nucléiques: rifampicine, etc (Yakhlef, 2010).
11.4.3 Aromatogramme

L’aromatogramme est basée sur une technique utilisée en bactériologie médicale,
appelée antibiogramme ou méthode par diffusion en milieu gelosé ou encore méthode des
disques(Bendahou, 2012). Ce test a été réalisé pour étudier 1’antibiogramme standard des

germes utilisés et le comparer avec 1’effet de nos extraits bruts (Yakhlaf, 2010).
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Figure 07: Illustration de la méthode des aromatogrammes sur boite de pétri (Zaika,
1988).
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Chapitre I : Matériels et Méthode Partie expérimentale

I. Matériels et méthodes
1.1. Matériels

Notre travail a été realise au sein du laboratoire pédagogique de la faculté des sciences de
la nature et de la vie a I'universit¢ Echahid Hamma Lakhdar d’ELOued. Les analyses
sanguines ont été effectuées au niveau du laboratoire danalyses médicales I'hopital de
KOUININE et les coupes histologiques ont été réalisées au niveau du centre d’analyse

pathologique Mouhamed ESSAIH ABI MILOUD, service I'anapath, de Touggourt (Ouargla).
1.1.1. Matériels biologiques
1.1.1.1. Matériel Végétal

Les grains de cresson Lepidium sativum, est une espéce médicinale appartenant a la
famille Brassicaceae, d'origine de I'Afrique du Nord ou de I’Est, Moyen-Orient et Asie de

1I’Ouest (pas locale). On achétent cette plante d'un herboriste.
1.1.1.2. Les microorganismes utilisés : (Souches microbiennes)
L’activité antimicrobienne des extraits a été évaluée en utilisant des souches référenciées :

% Les bactéries Gram négatif
- Escherichia coli(ATCC 25922): Bacille, appartient a la famille des Enterobacteriaceae
(Paterson, 2006). De forme non sporulée, de type anaérobie facultative, généralement mobile
grace aux flagelles, sa longueur varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur est de 1,1 & 1,5 um
(Steven et al., 2004).Escherichia coli est habituellement une bactérie commensale. Elle peut
devenir pathogene si les défenses de 1’hote se trouvent affaiblies ou si elle acquiert des

facteurs de virulence particuliers (Nauciel et al., 2005).

- Pseudomonasaeruginosa (ATCC 27853) : Bacille , opportuniste, fréguemment incriminée
dans les infections nosocomiales grace a sa capacité de persister dans les milieux hospitaliers,
sa résistance naturelle et son pouvoir d“acquisition de multiples mecanismes de résistance aux
antibiotiques (Chinbo et al., 2014).Elle est 1’agent le plus pathogéne courant provoquant une

infection chronique (Pressler, 2011).

P. aeruginosa est impliquée dans les infections des plaies et de ’appareil respiratoire,

infections des voies urinaires et les septicémies (Perry et al., 2004).
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- Klebsilla pneumonie (ATCC700603) : Genre de bactérie, non mobiles de famille
Enterobacteriaceae, capsulés avec des colonies a aspect de muqueuses. (Garbonnelle et al.,
1987). Il est un type de bactérie qui est souvent répandu dans les unités de soins intensifs ou
les maisons de soins infirmiers. Il se trouve généralement dans le tractus intestinal, ou il fait
partie de 1'écosystéme d’un cOlon sain. Ce bactérie peuve se propager a d'autres parties du

corps, cependant provoquer des maladies mortelles (Anadriamobololona, 2010)

- Salmonella Enteric (Arizonae CIP 81-3):des entérobactéries, des bacilles, non sporulants
(jawetz et al., 1973), espéce majoritaire, qui se divise en six sous-especes (Popoff et al.,
2004;Tindall et al.,2005).

% Les bactéries Gram positif

-La Listeriamonocytogenes(ATCC 35152) :est un petit bacille, non sporulées et
microaérophiles (aérobies facultatives). C’est une bactérie qui posséde des flagelles, elle est
mobile & 20-25°C et immobile a 37°C. peut se développer en présence ou absence d’oxygene.
On peut la cultiver sur un milieu ordinaire, sur un milieu sélectif ou sur de la gélose au sang.
(Deguelte, Metge et al., 2004).Elle a une paroi épaisse constituée de trois couches
superposees. (North, 1963). En termes cliniques, la listériose couvre un large spectre de
maladies, allant de symptomes de grippe bénigne a 1’encéphalite méningée.( Popoff et al.,
2004).

1.1.1.3. Matériel animal

Afin d’éviter la variabilité intersexe, nous n’avons utilisé pour 1’activité anti-oxydante que
des rattes femelles de type Wistar albino de I’institut pasteur d’Alger (I.P.A.). Pesant entre
90g et 150g au début de I’expérimentation.

Les rattes ont été séparées dans des cages aléatoirement. lls sont divisés en quatre lots et
hébergées au niveau de 1’animalerie de la faculté¢ des sciences de la nature et de la vie, a
l'université Elchahid Hamma Lakhdar .Les cages sont munies d’un porte étiquette ou sont
mentionnés le nom du lot, l'intervalle des poids, avec la date de début de traitement. Les rattes
sont soumises pendant un mois et demi a une période d’adaptation ou elles ont un acces libre
a I’eau et a I’aliment sous des conditions de lumiére et de tempeérature controlées (12 heures

d’éclairage / Température de 24 °C).
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1.1.1.4. Enquéte ethnobotanique

En vue de rendre compte de la valeur Lepiduim sativum représentée dans la région d’EL-
Oued une enquéte ethnobotanique est lancée auprés de la population. Au cours de cette
enquéte 100 personnes de 20 a 80 ans (24 hommes et 74 femmes) de différentes régions, El-

oued, kouinine, Guemar, Zgoum et Robbah ont été questionnées.
1.1.1.5 Apparaillege et reactifs utilisées
Les réactifs et les matériels utilisés dans les différents tests et dosages .
I. 2.Méthodes
1.2.1. Préparation des extraits

Cette étape consiste a extraire le maximum de molécules polyphénoliques contenues dans
les grains de la plante (Madi, 2009)

1.2.1.1. Extraction par macération a I’éthanol

La plante ¢étudiée (80g) est mis a macérer a 1’obscurité et a température ambiante dans
I’éthanol 800 ml pendant 48 heures. Apres la macération, 1’extrait ethanolique est récupéré
par filtration sur papier Wattman. Ensuite 1’extrait a été évaporé a 56°C a 1’aide d’un
évaporateur rotatif (Blichi Rotavapor R- 200) jusqu’a I’obtention d’une pate. Puis séché a
I’Etuve a une température ne dépasse pas 45 C° Enfin la pate a été conservé a une

température de +4°C (Matkowski & Piotrowcka, 2006).
1.2.1.2. Détermination du rendement

Le rendement de la plante en extrait sec a été quantifié selon la formule :

R % = PEB/PMV x100

R : Rendement.
PEB : Poids de I’Extrait Brut (g).

PMV: Poids de Matiere VVégétale(g).
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1.2.2. Etude in vitro
1.2.2.1. Les tests phytochimiques

L’un des buts essentiels d’un test phytochimique consiste dans la détection des différentes
familles de métabolites secondaires existant dans la partie étudiée de la plante par des
réactions qualitatives de caractérisation (Haoulia, 2015). La phytochimie qualitative base sur
des réactions colorées ou de précipitation par des réactifs chimiques spécifiques réalisée sur
les extraits (Mohammedi, 2013).

A. polyphénols

2mL de chaque extrait est ajouté une goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique
(FeCl3) a 2%. Le chlorure ferrique provoque en présence de dérivés polyphénoliques

I’apparition d’une coloration bleu noiratre ou verte plus ou moins foncée (Bidie et al., 2011).
B. Flavonoides

Trait¢ 0.5ml d’extrait alcoolique avec quelques gouttes d’HCI concentré et 0.5g de
tournures de magnésium. La présence des flavonoides est mise en évidence si une couleur

rose ou rouge se développe en aprés 3minutes (Bouhadjera et al., 2005).
C. Lestannins

Les tanins sont mis en évidence a partir de 0.5 ml d’extrait placé dans un tube en présence
de quelques gouttes de FeCls (1% préparé au méthanol). Aprés ’agitation de 1’extrait, la
couleur vert au bleu noir en présence de tanins galliques et au brun verdatre en présence de
tanins catéchiques (Karumi et al., 2004; Rizk, 1982).

D. Les saponosides (Test de mousse)

Nous avons introduit 10 mL de chacun des extraits ethanolique dans un tube a essai. Le
tube est agité pendant 15 secondes (S) puis laisseé au repos pendant 15 min. Une hauteur de

mousse persistante, supérieure a 1 cm indique la présence de saponosides.( Bidie et al., 2011).
E. Terpénoides

Dans un tube a essai, ajouter a 5ml d'extrait de plante, 2ml de chloroforme (CHCI53) et 3ml
d’acide sulfurique (H,SO,) concentré. La formation d’une couleur brune rougeatre indique la

présence des terpénoides (Dharmendra et al., 2012).
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F. Stéroides

Pour 1ml d’extrait végétal ajouter 0,5ml de solution d’acide acétique, est suivi par 0,5ml
de H,SO, concentreé. Si la solution ne donne aucune couleur verte cela prouve la présence de
stéroides non saturés. Dans un 2éme tube, le méme volume de H,SO, est ajouté. La présence

de la couleur rouge indique la présence des dérivés des stéroides (Harborne et al.,1973).
1.2.2.2. Analyse quantitative des composés phenoliques

Cette analyse permet d’avoir une estimation sur la teneur en phénols totaux de
I’échantillon .Le dosage des phénols totaux a été effectué par une méthode adaptée de
Singleton et Rossi en utilisant le réactif de Folin-Siocalteu, tandis que les flavonoides ont été
quantifiés par le dosage direct par le trichlorure d’aluminium d’aprés une méthode adaptée de

Lamaiosn et Carnat (Belguidoum, 2012).
A. Dosage des polyphénols totaux (PPT)

e Principe
Le dosage des polyphénols est réalisé par la méthode de Singleton et Ross en utilisant le

réactif de Folin-Ciocalte.

I s’agit d’une solution d’acide phosphotungstique (H3PW;32040) et d’acide
phosphomolybdique (HsPMo01,040 ) dont la réduction par 1’action des polyphénols donne un
mélange des complexes de sels de tungsténe (WgO,3) et de molybdéne (MogOy3) de couleur
bleu. Cette solution absorbe a une longueur d’onde de 725 nm. Ainsi, le dosage des PPT se
fait par comparaison de I’absorbance de la solution étudiée par rapport a celle obtenue par un

¢talon qui est ’acide gallique (Waterhouse, 1999).

e Mode opératoire

Les composés phénoliques totaux sont dosés de la maniere suivante, 0.2 ml des solutions
d’acide gallique de concentration de 0.02 jusqu’a 0.16 mg/mL, ensuite 1 ml d’une solution de
réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois dans I’eau distillée est ajouté immédiatement. Apres
5min, on ajoute 0.8ml d’une solution de Na,COs3 (7.5%). Le mélange obtenu est incubé a la
température ambiante pendant environ 30 minutes a ’abri de la lumiére. L’absorbance de
chaque solution a été déterminée a 765 nm contre un blanc. Les lectures de la densité optique
a 765nm, des solutions ainsi préparées ont permis de tracer la courbe d’étalonnage de I’acide

gallique (Yogita et al , 2013).
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B. Dosage des flavonoides totaux (FVT)

e Principe

Le réactif utilisé est : le chlorure d’aluminium (AICl3, 2%). Le principe de la méthode est
basé sur 1’oxydation des carbones 4 et 5 des flavonoides par ce réactif, elle entraine la
formation d’un complexe jaune absorbe a 430 nm. (Abdurrahman et al.,2013 ; Yakhlef
,2010).

e Mode opératoire
Les flavonoides totaux sont évalués par colorimétrie, 1 ml de chaque solution a été introduit
a I’aide d’une micropipette dans des tubes a essai, suivis de 1’addition de 1 ml de trichlrure

d’aluminium (AICls, 2%) préparé dans 1’éthanol (Abdurrahman et al.,2013).
1.2.2.3. Etude de ’activité antioxydant
A. Par méthode spectrométrique(DPPH)

¢ Principedu test
D'un point de vue méthodologique, le test au radical libre DPPH est recommandé pour
des composés contenant des groupes -SH, -NH et —OH. Le 2,2-diphenyl-1 - picrylhydrazyle
posséde un électron non apparié sur un atome d’azote. Ce radical ne forment pas des dimeres,

il reste donc sous sa forme monomere qui est relativement stable (Popovici et al., 2009).

La reduction du DPPH par un agent antioxydant en DPPH-H induit une perte de sa
couleur violette foncee qui va se transforme en jaune péle (Molyneux, 2004) (figure 09).
Cette réaction qui s’effectue a température ambiante pour ¢liminer tout risque de dégradation
thermique des molécules thermolabiles (Popovici et al., 2009) peut é&tre suivie
spectrophotométriquement en mesurant la diminution de son absorbance entre 515-518 nm.
(Molyneux, 2004).
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donneur d"hvdrogene (AH). qui aboutit a Ia formation d'une forme non-radicalaire, le DPPH-
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Figure 09: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPHeentre I'espéce radicalaire

DPPH?e et un antioxydant (AH) (Molyneux, 2004).

X/

¢+ Protocole de I'activité anti-radicalaire par le test DPPH(mesuré au
spectrophotometre) :

La méthode décrite par Brand-williams (1995) ; différentes concentrations comprises entre

0.02-0.1 mg/ml d'échantillon étudié et de témoin (acide ascorbique avec différentes

concentrations entre 0.002-0.01 mg/ml). Une solution de DPPH a été préparée par

solubilisation de 2 mg de DPPH dans 50 ml de méthanol. 0.5ml de solution échantillons et

témoin sont ajoutées a 1 ml de la solution de DPPH, aprés incubation de 30 min en obscurité a

la température ambiante, les absorbances sont mesurées a 517 nm contre le blanc
correspondant.

Les résultats exprimés en 1Cso qui sont calculés a partir des courbes de la variation du
pourcentage d’inhibition 1% en fonction de la concentration de chaque extrait. Il faut rappeler

que plus la valeur de ICs est petite, plus ’activité antioxydante des extraits est grande
(Popovici et al., 2009) .

Le pouvoir d’inhibition est exprimé en % et déterminé en appliquant la formule suivante:

| % = [Abs contrdle-Abs échantillon / Abs controle] x 100.

B.Par méthode électrochimique

¢ Principe de la voltampérométrie cyclique
La Voltammeétrie cyclique est la technique la plus utilisée pour acquérir des informations
qualitatives sur les réactions électrochimiques (Wang, 2006) .

Le principe général de la voltampérométrie est donc 1I’obtention d’une réponse (le courant)

du systeme soumis a une perturbation (le potentiel) responsable de la réaction électrochimique
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désirée. Cette opeération est realisée en effectuant une exploration par imposition et variation

progressive du potentiel d’électrode (balayage de potentiel) (Gajewski et al., 2009)

Les courbes obtenues (qui sont caracteéristiques de la solution électrolytique) peuvent étre
utilisées pour déterminer la nature et la concentration des espéces oxydables ou réductibles
présentés (Wang, 2006).

RNetE O (

Figurel0 : Voltammogramme cyclique typique pour un simple processus réversible
d'oxydoréduction (Djouadi, 2012).

* Epa et Epc : sont les potentiels d’oxydations et de réductions.

Les mesures électrochimiques sont réalisées dans une cellule en verre contenant trois
¢électrodes : I’électrode de travail, contre-¢lectrode en platine et I’¢électrode de référence

saturée avec KCI.
v/ Etude de I'activité antioxydante totale

¢ Etude électrochimique du comportement de I’acide gallique
L’¢tude ¢€lectrochimique du comportement du standard utilisé qui est I’acide gallique est
effectuée dans I’intervalle de concentration allant de 0.ImM a 1.1 mM, le potentiel E : -0.4

jusqu’a 1.6 mV et la vitesse de balayage est constante : 100 mV/s.

®,

< Obtention des voltammogrammes cycliques d’échantillons

De la méme fagon et sous les méme conditions précédentes appliquées sur 1’acide gallique,
on traite l'extrait ethanolique de L.sativum, on obtient la voltampérogramme cyclique en
ajoutant une quantité bien déterminée de 1’extrait dans la cellule électrochimique (Boubekri
,2014).
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¢ La teneur de I’équivalent de I’acide gallique:

Selon Boubekri (2014), aprés 1’obtention des voltammogrammes on peut lire le courant de
pic anodique correspondant. Ce dernier est alors porté dans 1’équation linéaire pour calculer la
concentration équivalente de ’acide gallique. La teneur en acide gallique a été exprimée en
grammes par litres. Alors, la teneur de 1’équivalent de 1’acide gallique est calculée comme

suit;

Pour calculer la concentration de tout 1’extrait, on divise donc la masse de ’extrait obtenue
aprés extraction par le volume du solvant dans lequel on a dissout cet extrait (C (g/mL))

comme le montre la relation suivante :

* La concentration massique d’échantillon en g/ml :
B mextrait(g)

9= " mL)

= La concentration massique d’échantillon dans la cellule en g/mL :

r

Cg x vutilisé

Cg v totale

*V ajoutée : Le volume ajoutée de chaque extrait en mL
*V Totale : Le volume totale dans la cellule en mL
= L’équation obtenue d’aprés la courbe linéaire de I’acide gallique est :

Ou: |Y=Db+ax

Y : Représente la valeur de la densité anodique du courant.
X: Représente la valeur de la concentration du standard en g.L™.

En remplagant a chaque fois la valeur de la densité du courant dans I’équation précédente, on

trouve la valeur de la concentration équivalente de I’acide gallique en g/L.
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= L’activité antioxydante totale des extraits est calculée en utilisant I’équation

suivante :

g

m> _cg(})

g9/ cg(

AAT (

v Evaluation de I'activité antioxydante par le piégeage de anion superoxyde O
¢ Principe

Selon Henni (2017) et Soulef (2017); les mesures voltampérométriques sont effectuées dans
une cellule électrochimique de volume V=25 ml et un systéme a trois électrodes. L’anion
radical superoxyde est généré par 1’oxygene moléculaire commercial dissout dans le DMF qui
contient 0.12M de BusNBF, a la température de la salle (28+1°C). La vitesse de balayage est
maintenue & 100mV/s. La gamme de potentiel appliquée été de - 1.6V a 0.0V par rapport a
ECS.

L'extrait ethanolique étudié est ajouté au radical superoxyde dissout dans le DMF et les
voltammogrames ont été enregistrés. La capacité de produit testé pour piéger les radicaux

superoxydes (O2 *—) est calculée en utilisant 1'équation suivante:

Ip0—Ips
Ip0

Capacité inhibitrice du superoxyde% = (%) = x 100

Ou: Ipg et Ips : Sont I’intensité du courant de pic anodique de I’oxygéne respectivement sans

et avec composé a tester.
¢ Voltammogrames cyclique de I’oxygéne

25ml de DMF sont mis dans la cellule électrochimique avec 0.16mg de NasBuF,, les trois
électrodes ; de travail, auxiliaire et de référence nettoyés sont mis en place et la cellule a été
bien fermée. Ensuite le mélange est barboté par 1’oxygéne commercial pendant 15 minutes
pour but de générer le radical superoxyde dans la cellule. On fixe les conditions
¢lectrochimiques opératoires, et on met 1’appareil en marche. Les voltammogrames de

I’oxygeéne sont ensuite enregistrés.

38



Chapitre I : Matériels et Méthode Partie expérimentale

1(A)
A JE05
b,
"«\\ 05
0 —,v'——'Y' 0,+¢ -
ll N
E(V) / S~———
v ,‘ U |
' a8 ) 4 jl’/ 4 02
‘ 1 1E06
0 -—\7— 0,40 .
c At ~

Figure 11: Voltammograme cyclique d’oxygene(Djouadi, 2012)
1.2.2.4. Evaluation de ’activité antimicrobienne de 1'extrait

L’activité antimicrobienne des extraits a été déterminée par la méthode de diffusion des
disques cité par (Medjour & Ben aoun, 2017; Kebili, 2016; Meddor et al., 2013;
Mostfaoui, 2017; Yakhlef, 2010).

> Les milieux de culture
Les milieux de culture utilisés pour la réalisation des tests antimicrobiens sont les

suivants :
- La gélose nutritive pour I’isolement et I’entretien des souches bactériennes .

- La gélose Mueller Hinton pour I’étude de la sensibilité des bactéries aux différents extraits

des plantes.

» Conservation des souches
Les souches sont conservées a 5°C dans des tubes stériles contenant 10 ml de milieu de

culture incliné (gélose nutritive).

» Préparation des précultures
Les souches microbiennes a tester ont été cultivées dans des boites de pétrie contenant de
la gélose nutritive et incuber pendant 24 h a 37°C afin d’obtenir une culture jeune des

bactéries et des colonies isolées.
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» Préparation des disques
Nous avons préparé les disques par papier wattman de 6mm de diametre, ensuite elles sont
mises dans un tube a essali, il fout stérilisés les disques 30 minutes & 120°C dans une tube

essai bien fermer. Et garder le jusqu'a I'utilisation.

» Préparation des suspensions bactériennes

A laide d’une pipette pasteur nous avons prélevée quelques colonies bien
isolées et parfaitement identiques et sont été mises dans 10 ml d'eau physiologique
stérile a 0.9% de sel (Na CI). La suspension bactérienne est bien homogénéisée et

laisser sur la paillasse pendant 30 minute .

» Test de I’activité antibactérienne
La gélose Mueller-Hinton stérile est coulée dans des boites pétrie stériles a 4 mm
d'épaisseur et laissée se gelifier. On a trempé une pipette pasteur dans la suspension
préalablement préparé et on a étalé la surface entiére avec la gélose Mueller Hinton (GMH) a

trois reprises.
1.2.2.4.1. Test de sensibilité aux antibiotiques : antibiogramme

Ce test a été réalisé pour étudier I’antibiogramme standard des germes utilisés et le
comparer avec l’effet de notre extrait brut. Les disques d’antibiotiques sont déposés a la
surface d'un milieu gélose, préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche a

étudier. On a utilisé I' antibiotique de Pénicilline, Gentamicine et Amoxylline.
1.2.2.4.2. Test de sensibilité aux extraits bruts des plantes antibioaromatogramme

A T’aide d’une pince stérile, 4 disques de 6 mm de diameétre préalablement préparé,
imprégnés des quatres concentrations de 1’extrait ethanolique (0.5, 1, 2.5, 5 mg/ml) . Sont
déposes dans la boite pétrie. Celles-ci sont ensuite fermées et laissées diffuser pendant 20 mn

puis incubées a 37 °C pendant 24h.

=> Le témoin négatif était un disque imprégné avec l'eau distillée stériliser. Apres
I’incubation 1’effet des extraits se traduit par I’apparition autour de disque d’une zone
circulaire transparente correspondant a 1’absence de la croissance. Plus le diametre de cette

zone est grand plus la souche est sensible (Choi et al., 2006).
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1.2.3. Etude in vivo
1.2.3.1. Préparation de la solution du pesticide

La métribuzine a été solubilisé dans I'eau potable des lots let 2 ,a raison de 30mg/Kg de

poids corporel, par voie orale durant un mois (Boutera et al., 2017).
1.2.3.2. Préparation des solutions des extraits végétaux

L'extrait ethanolique de I’espece végétaleLepidium sativum a été solubilisé dans l'eau
physiologique stérile (NaCl 0,9%) est injecté par voie intra-péritonéal aux rattes des lots 1 (La
concentration de I’extrait est calculée en fonction du poids vif de 'animal; 300mg/kg pendant

une semaine successivement) .
1.2.3.3. Préparation le médicament de carboplatine

C'est médicament largement utilise en chimiothérapie de concentration 1mg/ml(Nam et
al.,2013)

1.2.3.4. Conception expérimentale

L'ensemble des rattes ont été divisé en six groupes et garder dans des mémes conditions.
Apreés une période d’adaptation de 2 mois, les rattes ont été traités pendant un mois . Le poids

a ete enregistré pendant la durée de 1’expérimentation :
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[ 10 Rattes ]
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Figure 12: Protocole exprémentale des rattes traités par le pesticide
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1.2.3.5. Sacrifice et prélevement de sang et des organes

Apres 16 h de jelne, les rattes sont sacrifiés (par décapitation) apres la mesure de poids de
chaque ratte. Au moment du sacrifice, le sang est collecté dans des tubes secs pour chaque
ratte. Le sang est ensuite centrifugé a 3000 tours/minute pendant 15 minutes pour la
récupération du sérum. Le sérum est utilisé pour le dosage des parametres biochimiques.
Aprés la dissection, le foie, les reins, le cceur et la rate sont attentivement prélevés, rincés avec
I'eau physiologique et ensuite pesés. Les organes est utilisé pour la préparation de
I’homogénat. Les homogénats des organes sont utilisés pour le dosage des parametres du

stress oxydatif (MDA ,GSH et catalase).
1.2.3.5.1 Méthodes de I’analyse sanguine
Les parameétres biochimiques mesurés sont les suivants:

Glycémie, Acide urique, Urée sanguin, TGO, TGP, Phosphatase alcalines, Cholestérol,
LDL et le LDH. Chaque parametre a une méthode de dosage spécifique et leur valeur lié au

spectrophotometre.

v Pour les rattes rendus diabétiques

Expérimentation animale aprés 3 mois d’adaptation, les rattes femelles ont étés repartis
en deux lots de trois rattes, la premiére lot injecté par I'alloxane et la deuxiéme lot injecté par
I'alloxane et traité par I'extrait éthagnolique de L.sativum. L’identification individuelle des

rattes se fait par la couloration au niveau de la queue.
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[ Figure 13: protocole exprémentale des rattes traités par 1'alloxane ]
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1. Induction de diabete par alloxane

L'induction du diabéte experimental chez la ratte en utilisant des produits chimiques
qui détruisent sélectivement du pancréas les cellules B est trés pratique et simple a utiliser. Les
substances les plus habituelles pour induire le diabéte chez la ratte sont I’alloxane et le

streptozotocine. (Szkudelski, 2001). Dans notre étude I’alloxane a été utilisé (figure 13).

Alloxan Glucose
(Blotk»nm,/’/

Extracellular

Alloxan redox cycle o Glucokinase inactivation

0,” +02--+ H' X O’ + OH

2
.
I

0,  +H' ¥ . Alloxon (inacthvation) SH
4

SH Glucokinase

. Alloxan
0, rodicals

Dialuric acid Al_laxan JATP and b Insulin secretion

Alloxan

GS " radicals * pc-
GSH GS

GSH

GSSH + 2NADPH - 2GSH + 2NADP*

Figurel4 : Mécanisme d’action de 1’alloxane (Miroslav et al., 2016).
+« Injection d'alloxane

Les animaux ont été pesés et injectés par voie intrapéritonéale par une dose de 150
mg / kg d'alloxane dissous dans une solution d’eau physiologique. Le diabéte sucré a été
confirmé apres 72 heures d'injection d’alloxane en testant les niveaux de glucose sanguin a
jeun en utilisant un glucomeétre contrdle plus actif et bandelettes de test de glucose
(Akinnuga, 2014). Apres l'injection, les rattes avaient libre et accés a la nourriture et de I'eau,
également apres 6 heures les rattes injectées ont recu une solution de glucose a 5% pendant la
nuit pour éviter un choc hypoglycémique (Ahmad et al., 2016). Les rattes ayant une glycémie
indice supérieur a 200 mg/dl ont été retenus pour 1’étude expérimentale (Wacim et al., 2013).
La glycémie des rattes a été mesurée par le glucometre au début de I'essai et le premier jour de

chaque semaine.
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2. Traitement des animaux

Apres la période d’induction du diabéte les rattes ont été répartis en trois groupes de

trois rattes qui ont été traités pendant 4 jours comme suivant:

Groupe 1 (Temoin) : Le groupe témoin non diabétique a recu 1’eau physiologique (0.9%
NaCl) par gavage.

Groupe 2 (Diabétique) : Le groupe témoin diabétique a regu seulement 1’alloxane et le

glucose.

Groupe 3 (Déiabéetiquetextrait) : Les rattes ont recu 300mg/Kg d’extrait pate deLepidium

sativum par injection pendant 4jours.
3.Evaluation de la glycémie et le poidsdes rattes

Durant la période de traitement (jour 1 a jour4), la glycémie a été mesurée a jeun dans
les jours J1-J2-J3- J4a I’aide d’un appareil glucométre contrdle plus. En effectuant une petite
incision dans la partie finale de la queue aprés qu’il doit étre désinfecté par 1’alcool. Dans le

J4, la glycémie a été mesurée a jeun par dosage colorimétrique (apres sacrifice).
4.Sacrifice et prélévementsdes organes

A la fin de la période du traitement, les animaux sont mis a jeun pendant une nuit. La
glycémie a jeun et le poids des rattes dans le dernier jour du traitement sont noté. Ensuite ils
sont sacrifiés par décapitation, la glycémie a été mesurée et le sang a été immédiatement
recueilli dans deux tubes différents:

L’un a EDTA : destiné au dosage des paramétres hématologiques.

L’autre sec: a subit une centrifugation & 5000 tours/min pendant 15 minutes, ensuite le sérum
résultant est récupéré puis placé a -20 °C, il est destiné au dosage des parametres

biochimiques.
1.2.3.5.2 Prélévement de certains organes

Apres la sacrifice, le foie, les poumons, les reins, le cceur et la rate ont été prélevés. Les
reins, la rate, le coeur, les poumons et une partie du foie, ont été stockés au congélateur a -20

°C pour le dosage des parameétres de stress oxydant.
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Methode de dosage des Malondialdehyde (MDA) tissulaires

e Principe
Les composes carbonylés a l'instar du malondialdéhyde réagissent avec l'acide
thiobarbiturique (TBA) pour donner des chromophores de couleur rose absorbant a 532 nm
(Yagi, 1976).

Réactif :

Acide trichloroacétique (TCA) 20% P/V; Acide thiobarbiturique (TBA) 0,375% P/V,
Butylhydroxytoluene (BHT) 0,01% P/V ; Chlorure d'hydrogéne (HCI) 1 N. 375 mg de TBA,
20g de TCA, 0,01g de BHT, 25 ml de HCI 1 N et 50 ml d'eau distillée ont été introduit dans
un bécher. La solution obtenue a été chauffée a 40°C dans un bain Marie jusqu'a dissolution
compléete du TBA, puis transférée dans une fiole de 100 ml et le volume complété a I'eau

distillée jusqu'au trait de jauge.

e Mode opératoire
Pipeter dans les tubes a essai en verre et a vis, 100 ul déchantillon, 400 ul de réactif
TBA et fermer hermétiquement. Chauffer le mélange au bain Marie a 100 °C pendant 15
minutes. Puis refroidir dans un bain d'eau froide pendant 30 minutes en laissant les tubes
ouverts pour permettre I'évacuation des gaz formés lors de la réaction. Centrifuger a 3000
tours/minutes pendant 5 minutes et lire I'absorbance du surnageant a 532 nm a I'aide d'un

spectrophotometre.

e Expression des résultats
La concentration de TBARS a été déterminée en utilisant le coefficient d'extinction

moléculaire du MDA (& =1,53 105 M-1cm-1). Les résultats ont été exprimés en umol/I.

MDA (u#mol/mg de prot) = (Do échontillon/1.53 x 10°5)/mg de prot

A. Méthode de dosage de glutathion réduit (GSH) tissulaires

e Principe
Le glutathion a été déterminé suivant une méthode colorimétrique de (Weckbercker &
Cory, 1988) par un spectrophotometre, la mesure de la densité optique résulte de la formation

de l'acide 2- nitro-5 mercocapturiqgue a partir de la réduction de 1’acide dithio-bis2-
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nitrobenzoique ce qu’on appelle réactif de d'Ellman avec les groupements SH existent dans le

GSH.

e Mode opératoire
v Peser 250mg de tissus hépatique.
v Broyer le tissu avec 10 ml de TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4) jusqu'a l'obtention
d'une solution homogeéne.
v Prendre 0.8 ml de solution homogene et 0.2ml de I'acide salicylique (0.25%) solution 2.
v' Mélanger avec ’agitateur et laisser 15 minute dans le réfrigérateur puis centrifuger a 1000

t/min pendant 5 minutes et le surnagent utiliser pour le dosage de glutathion comme suite :

Dox1x1.525

(GSH)(nM/mg de prot ) = 13133 x 0.8 x 0.5 x mg de prot & -

13133: constante d'absorption des groupes SH a 412 nm.

DO: la lecture d'absorbance par le spectrophotometre.

1.525ml: volume total de mélange.

0.5ml: volume de solution surnagent.

1: volume de mélange de protéine.

0.8ml: volume de solution homogene sans protéine existe dans 1ml.
(GSH): concentration de glutathion.

d : facteur de dilution.

C. Méthode de dosage de I’activité enzymatique du catalase

e Principe

Un mélange est constitué de 1 ml de tampon phosphate (KH,PO,, 0.1 M, pH 7.2), 0.975
ml de H,O, fraichement préparé (0.091 M) et de 0.025 ml de la source d’enzyme
(homogénat). L’absorbance est lue a 560nm chaque minute pendant 2 minutes

(Clairborne,1985).
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Calcule

L’activité enzymatique est calculée en terme d’unité internationale par minute et par

gramme de protéine (Ul / min/g de protéine), selon la formule :

Ul/g= (2.3033/T) x (logA1/A2) /g de protéine

Al : Absorbance a la premiere minute.
A2 : Absorbance a la deuxieme minute.
T : Intervalle de temps en minute.
1.2.3.5.3 L’étude histologique

Les coupes histologiques ont été réalisées au niveau du centre d’analyse pathologique

Mouhamed ESSAIH ABI MILOUD , service I'anapath, de Touggourt (Ouargla) .

» Le préléevement d'échantillon

Le prélévement histologique est une biopsie qui est un prélévement d’un trés petit
morceau de chaque organe (foie, poumon, cceur et reins) pour effectuer des examens (Rezzag
Mohcen & Serout ,2015). Ils doivent étre rapidement prélevés les organes pour éviter son
autolyse qui s’effectue aprés quelques instants de la mort de 1’animal. Aprés le ringage des
échantillons avec l'eau distillé ensuite avec du NaCl 0,9%, ils sont immédiatement fixes dans
une solution de formol 30%.La technique utilisée comporte les étapes suivantes (Boutera et
al., 2017) .

» Préparation des cassettes porteurs les biopsies

On met les biopsies (fragments des tissus) dans le formol quelque jours, puis on prend les
fragments des tissus et on les met dans les cassettes et ensuite on ajoute le paraffine pour fixer
les fragments et en fin on met les cassettes dans le congelateur en -23C ° pour la conservation
(Julie, 2007).

» Obtention des coupes histologiques

A l'aide d'un microtome, on fait les coupes histologiques :

- On place la cassette qui porte la biopsie dans I'appareil (le microtome) et en fait le
coupage
par (18 um puis 5, 8 ou 10 um) pour obtenir des tranches fines (rubans).
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- On met les tranches fines (rubans) dans un bain marie (a 37 C °) durant quelque
seconds (=1min) pour le paraffine devient friable (détrempé¢).
- Al'aide des lames, on prend ces rubans du bain marie et en les place sur porte lame.
- Dans une étuve, on pose le porte lame a 110 C ° durant 7minutes pour éliminer le
paraffine (Jean et al., 2008).
» Coloration
Pour la coloration, la technique utilisée est celle a I’Hématoxyline-Eosine ou (Hématéine-
Eosine) ; qui nécessite la présence de I’alcool acide (100 ml d’alcool éthylique a 70% + 50 ml
d’acide HCl), eau ammoniacale (100 ml d’eau distillée + 2 ml ammoniaque) et solution
d’Eosine (100ml Eosine solution aqueuse a 3%, 125 ml alcool éthylique a 95%, 375 ml d’eau

distillée et 2 gouttes d’acide acétique).La coloration suive les étapes suivantes :

Déparaffinage et hydratation des lames a 1’eau du robinet puis ringage a 1’eau distillée.
Puis sont misent dans un bain d’Hématoxyline de Harris (15 minutes) qui colore en bleu
violacée les structures basophiles (noyaux).Les lames sont plongées dans 1’alcool acide (1 a 2
plongées); ensuite dans un bain d’eau du robinet avec vérification de la différenciation au
microscope. Misent dans un bain d’eau ammoniacale, puis dans un bain d’Eosine (15
secondes a 2 minutes) qui colore en rose les structures acidophiles (cytoplasme). Tous ces

bains sont séparés par des lavages a 1’eau du robinet.

» Le montage

Apreés I'enlevement des lames d'xyléne on fait le montage; on humide un peu la lame par
I'xyléne puis on met un peu de quantité de colle spéecifique ('EUKITT) qui permet de coller
bien la lame avec la lamelle et aussi de donner une observation trés clair et transparent, puis
on met la lamelle, et on presse un peu pour enlever le reste d'air (Rezzag mohcen & Serouti
,2015).

» Observation
On utilise le microscope optique pour observer les résultats par I'agrandissement(x40); et

photographiées a I’aide d’un appareil photo.
1.2.4. Analyses statistiques

Les résultats des tests sont exprimés en moyenne + SD. L'évaluation statistique des
résultats est effectuée par le test T student; qui est basé sur la comparaison entre deux
moyennes. Pour cela, on a utilisé les logiciels de MINITAB (version 17) et EXCEL (version
2010).
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La signification est déterminée par la valeur a=0.05 ; Si :
P < 0.05 : Différence significative.

P < 0.01 : Différence hautement significative.

P < 0.001 : Différence trés hautement significative.

P > 0.05 : Différence non significative.

Les valeurs d’ICsy (concentration inhibitrice a 50%) sont calculées par la méthode de

régression linéaire a partir de la courbe [% inhibition=f(concentration)].
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Chapitre 11: Résultats et Discussion
I1.1. Résultats et interprétation
11.1.1. Enquéte ethnobotanique:

En janvier 2019,0n a réalisé une enquéte ethnobotanique sur la plante médicinale de
L.sativum dans la région d'El-oued a l'aide d'une questionnaire distribuée a 100 personnes de
20 a 80 ans (24 hommes et 76 femmes).

e Selon le sexe

®mhomme ®femme

Figure 15:Représentation statistique des résultats I’enquéte ethnobotanique selon le sexe.

Dans la zone d’étude, les hommes et les femmes sont concernés par la médecine
traditionnelle (Figure 15). Cependant, les femmes ont un peu plus de connaissances sur les

especes medicinales Lepidium sativum par rapport aux hommes (76% contre 24%).

e Selon I’age

= >50 = (40450) = (30a40) wm(20430) wm<20

Figure 16: Représentation statistique des résultats I’enquéte ethnobotanique selon 1'age.

L’utilisation des plantes médicinales (Figurel6) dans la région d'El-oued est
répandue chez toutes les tranches d’age, avec une prédominance chez les personnes agées

de 40 a 50 ans (43%).Cependant, pour la tranche d’age de 30a 40 ans, on note un taux de
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(31%),et pour la tranche d’age de plus 50ans (12%), et pour les personnes de 20a30ans,
’utilisation des plantes médicinales (9%) ne représente pas un grand intérét thérapeutique,

la méme chose chez les personnes inférieure de 20 ans(5%).

e Selon la reconnaissance
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Figure 17: Représentation statistique des résultats d’enquéte ethnobotanique selon la

reconnaissance.
Dans la zone d’étude, la plupart des personnes connaissent Lepidium sativum.

e Selon la source d'information

H média

u I'épicier

i herboriste

# médcine alternative

H expérience

Figure 18: Représentation statistique des résultats I’enquéte ethnobotanique selon la

source d'information.

la source d’information de plante utilisée dans la région d’étude est un taux de 59% par

expérience, médecine alternative 26% herboristes 4% et I'épicier 2%.
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e Selon le niveau d'étude
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Figure 19: Représentation statistique des résultats d’enquéte ethnobotanique selon le

niveau d’étude.

Selon la (figure 19) , la grande majorité des usagers des plantes médicinales ont un
niveau moyen avec un pourcentage de (40 %), cela est relativement lier avec le niveau
d'étude de la population locale utilisatrice des plantes. Néanmoins, les personnes
analphabétiques ont un pourcentage d’utilisation non négligeable des plantes médicinales
qui est de (20%), alors que celles ayant un niveau d’études primaire ont un pourcentage
(11%), sachant que ceux ayant le niveau secondaire et universitaires, utilisent tres peu les

plantes médicinales: niveau secondaire (5%) et universitaire (2%).
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e Selon le mode d’utilisation
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Figure 20: Représentation statistique des résultats d’enquéte ethnobotanique selon le

mode d’utilisation.

Dans notre enquéte nous avons trouvé que la pluspart des personne utilisent la plante en
état seche (100%) .

e Selon le mode de preparation
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Figure 21: Représentation statistique des résultats 1’enquéte ethnobotanique selon le

mode du préparation.

D’aprés I’enquéte, le mode de préparation de la plante varie en fonction de
I’efficacité du mode vis a vis la plante. Le mode de macération est le mode le plus
dominant (43%). Ce pourcentage montre que la population locale fait confiance a ce type
de préparation. Le mode de décoction est indiquée avec un taux de (37 %). La préparation
en poudre (18%) et inhalation ( 2%), pour pigment et tisane non utilisés (0%).
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e Selon la partie utilisée
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Figure 22: Représentation statistique descriptive des résultats I’enquéte ethnobotanique

selon la partie utilisée.

Les principes actifs peuvent étre situés dans différentes parties des plantes medicinales
(partie aérienne, plantes entiére, feuilles, fleurs, racines, écorce, fruits, graines, rhizome...).
Dans la zone d’étude, les graines sont les plus utilisées des plantes médicinales avec un taux
de( 78%), suivies par les feuilles (12%), puis vient le tige avec un taux d’utilisation de (10%),

les racines et les autres combinaisons (0%), (Figure22).

e Selon les maladiestraitées

M atonie gastrique

H trouble digestive

i atonie gastrique

M dermatose

s faiblesse pulmonaire
i douleurs

i |'asthem

kd toux
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Figure 23: Représentation statistique des résultats d’enquéte ethnobotanique selon les

maladies traitées.
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Les résultats obtenus montrent que Lepidium sativum est utilisé en médecine
traditionnelle interviennent dans le traitement des troubles digestifs avec un pourcentage
(21%), diabéte (19%) dermatose (14%), douleurs (13%), le toux (12%) et I'asthme (10%)

puis les autres affections (Figure 23).
11.1.2. Rendement d'extraits éthanolique

L'extrait obtenu apreés macération dans I'éthanol d'aspect collant et pateux, de

couleur marron foncé a été pesé pour déterminer son rendement.

Le rendement est calculé par rapport au poids de la matiére séche de plante étudiée

par macération est représenté dans le tableau:
Tableau 04: Rendement de I’extrait ethanolique deL.sativum

Poids sec utilisée | Poids sec obtenus | Pourcentage
(9) (9) d’extrait (%)

Rendement 80 3.17 3.96

11.1.3.Screening phytochimique

Ce teste consiste a détecter les différents composés chimiques existants dans les
graines de Lepidium sativum par des réactions qualitatives de caractérisation. Ces réactions
sont basées sur des phénomeénes de précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques.
Ces dernieres permettent de définir la présence ou non de quelques métabolites secondaires.
Les résultats des tests de criblage phytochimique préliminaires sont présentés dans le tableau

ci-dessous.
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Tableau 05: Résultats du criblage phytochimique des graines de Lepidium sativum

Le composé chimique Présence/Absence dans le matériel

végetal

Quinones libres -

Tanins Condenses -
Catéchiques +++
Saponines +
Flavonoides ++
Phénols o
Stérols, triterpenes Sterols FH+

Triterpénes -

Flavonoides glycosides +++

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

Ce tableau montre que les graines de Lepidium sativum renferment des flavonoides, des
phenols, des tanins catéchiques, des flavonoides glycosides, stérols et des saponines. Cette
plante est toutefois dépourvue de tanins condensés, des triterpenes et des quinones libres.

11.1.4.Analyse quantitative des composés phénoliques
11.1.4.1. Teneur en polyphenols totaux(PPT)

La teneur en polyphénols totaux des différents extraits a été effectuée selon la méthode
utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. La courbe montre une linéarité de I’absorbance en
fonction des concentrations. Les quantités des polyphénols correspondantes d'extrait ont
été rapportées en pg équivalent acide gallique par gramme de matiere séche (ug EAG/ ¢

MS). est déterminé par 1’équation de type:

y =0.2176x + 0.084 avec R 2 =0,9954.
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Figure24: Courbe d'étalonnage de dosage des polyphénols
3.2.Teneurs en flavonoides totaux (FVT)

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium
(AICI3) et I’étalon est la quercétine. La teneur en flavonoides est exprimée en
microgramme d'équivalent de quercétine par milligramme de matiere végétale seche (ug
EQ/mg de ES). Le taux des flavonoides d'extraits a été obtenu a partir du courbe

d’¢talonnage qui suit une équation de type:

y=0.1339x+0.0001 avec R =1

Do co -
0.1¢ y=0.1339x + 0.0001
: R =1
014 +
0.12
01 &>
0.08 P 4
0.06 -~
0.04 &
0.02
" CONCENTRATIO
( 0. 0.4 0o 08 1 12

Figure 25: Courbe d'étalonnage de dosage des flavonoides.
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Tableau 06: Dosage des composés phénoliques dans I'extrait éthanolique.

Polyphénols Acide gallique 750 8693.182+0.006

Flavonoides Quercetine 415 1003.788+0.003

11.1.5.Etude de ’activité antioxidant

11.1.5.1.Par méthode spectrométrique
v Test du piégeage du radical libre DPPH

L'activité antioxydant de notre extrait a été évaluée par test DPPH; dans ce test on utilise
I’acide ascorbique comme standard, les résultats obtenus (pourcentage d’inhibions 1%) sont

représentés dans la courbe d’étalonnage (figure25), ayant 1’équation: Y= 3588x-3.075 avec

un coefficient de corrélation R2 = 0.982

30

g 35 y=358Bx-3.075
2
: RZ=0.982 _*
£ 20 4 e
T 13 7 ’
£ 10 - ”’/
: -
2 5
*
0

a 0001 0002 0003 0004 0005 0006 0007 0008

Concentration d'Acide Ascorbigue (mg/mil)

Figure 26: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations de I’acide ascorbique.
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Figure 27: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations d’extrait éthanolique.
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Figure 28: Valeur ICs, d'extrait pate de L.sativum et composé standard (Acide
ascorbique)

L’activité antioxydante de nos extraits est exprimée en ICsq(figure 28), ce parametre a
été employé par plusieurs groupes de chercheurs pour présenter leurs résultats, il définit la
concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50% de 1’activité de DPPH (couleur).
Ces ICs, sont déterminés graphiquement des deux tests séparés, dont 1’abscisse représente la
concentration de 1’extrait brut et ’ordonné 1’activité antioxydante en pourcentage. La valeur
de chaque ICsy exprime la concentration de 1’extrait exigée pour réduire 50% de DPPH en

solution.

62



Chapitre II: Résultats et Discussion Partie expérimentale

Les résultats montrent un pouvoir antioxydant plus important de l'extrait ethanolique
de Lepidium sativum(ICsp=1.433 +0.005 mg/ml) en comparaison avec le contrdle positif
"Acide ascorbique™ (ICsp = 0.014 mg/ml).

11.1.5.2.Par méthode électrochimique
v' Etude de I'activité antioxydante total
Puisque I’acide gallique est connu pour ses propriétés antioxydantes treés intéressantes, il
est donc utilisé comme standard dans notre étude, nous notons que 1’étude est effectué¢e dans
le domaine d’électroactivité d’acide gallique pour évaluer I’activité antioxydante de notre
échantillon.
% Réponse de courant et la courbe d'étalonnage d'acide gallique

0
c
o y=132,1x4 1,189
= R = 0,997
=
;;:': 2
-8
v o a
LP: £

4 F

%~ 10 2
v; ;
= 3
- &)
(=]

0 5

0 0,05 01 0,15
Concentration en (/1)

Figure 29: Les courbe d’étalonnage d’acide gallique pour la voltamétrie cyclique.
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% Voltampérogramme cyclique d'extrait ethanolique
% Parameters électrochimiques
Les parametres électrochimiques d'extrait ethanolique de L.sativum étudiés sont rassemblés

dans les tableaux ci-dessous:

Tableau 07 : Parametres électrochimiques de voltamogramme d'extrait éthanolique

C C

(mg/ml) (g/ml)
0.508 0.00508 2.7068 306.95

la valeur de l'activité antioxydante totale calculées par la formule:

M)Jg_(f)

AAT (
)

Tableau 08: Activité antioxydante totale d'extrait éthanolique de Lepidium sativum

Equation . AAT(mg/ml)

nouvel(mg/ml)
Y=96.424x+2.6344 96.424 2.634 0.0007508504 1.5

v Evaluation de I'activité antioxydante par le piégeage de I'anion superoxyde O.?
% Voltammograme et courbe d'étalonnage d'antioxydant standard (Acide
gallique)
L'antioxydant standard avec différentes quantités est dissout dans le DMF, pour obtenir des
concentrations différentes a chaque injection dans la cellule avec lesquelles on peut tracer leur

courbe d’étalonnage. Ensuite, les voltammogrames du standard ont été enregistrés.
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Figure 31: Voltammogrames de O, *— en présence de différentes concentrations d’acide
gallique, dans le DMF+0.02 M BusNBF,,vitesse de balayage 100mv

% Voltammogrames des produits étudiés (testés)
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Figure 32:Voltammogrames de O2 *— en présence de différentes concentrations d'extrait

éthanolique, dans le DMF + 0.02 M Bu4NBF4,vitesse de balayage 100mv.
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on peut calculer les pourcentages d’inhibition du superoxyde anion dans la cellule par les
antioxydants standards ainsi que par les produits étudies.
On peut tracer la courbe qui représente les pourcentages d’inhibition de superoxyde en

fonction des concentrations d'antioxydants standard dans la cellule.

AG -
30 o 8.
.4 7'1.10.-.1,003 <
R*=0992 g
5? LB P
— ’-'
“ o

Figure 33: Evolution du pourcentage d’inhibition de superoxyde en fonction du concentration

de I’acide gallique.
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Figure 34: Evolution du pourcentage d’inhibition de superoxyde en fonction du concentration

d'extrait éthanolique de Lepidium sativum.
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A partir des équations linéaire , on peut calculer les ICs en g/l (tableaul0).

Tableau 10: ICsod'acide gallique et d'extrait éthanolique avec les équations linéaire.

Acide gallique

Extrait ethanolique

y=79.83x- 1.603
Y=104.28x-0.9737

0,992
0.99

2,58.10°

0.488

11.1.6.Etude de I'activité antibactérienne d’extraits brut de Lepidium sativum

L’¢étude du pouvoir antibactérien d’extraits de Lepidium sativum par la méthode de

diffusion sur gélose. La mesure du diametre des zones d’inhibition y compris le disque (5

mm) permettent de déterminer cette activité antimicrobienne de cette plante in vitro. Le

tableau indique les résultats des tests d’activité antimicrobienne d’extrait issus de la plante

"Lepidium sativum "sur les souches bactériennes.

Tableau 11: Etude de I’activité inhibitrice d’extraits de Lepidium sativum

Les antibiotiques standard

Concentratin de

plante en (mg/ml)

Souche

Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Klebsilla pneumonie

Salmonella Enteric

Listeria monocytogenes

Diametres

d’inhibition en (mm)

Pénicilline | Gentamicine | Amoxilline | 05 | 1 | 25| 5
0 26 14 0 0| 0] O
0 39 0 10 7 9 9
0 28 0 12 | 10 | 10 | 10
0 34 0 8 9 | 10| 7
0 24 42 10 6 6 9

NB:Notre extrait a réagi avec les souches microbiennes testée sauf la souche E.coli .

On remarque aussi la présence de pouvoir inhibitrice d'extrait contre la croissance

bactérienne dans différents concentrations comparativement au témoin positif qui a réagi

fortement .

11.1.7. Effet de traitement par I'extrait de Lepidium sativum et le Carboplatine chez les

rattes exposees au métribuzine et les ratte diabétique

11.1.7.1. Effet sur le poids relatif des organes

Les foies, les reins, les cceurs et les poumons sont attentivement prélevés, les poids

relatif de ces organes sont calculés comme suit :

poidsd'organe

poidstotalederatte

100
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Figure 35: Poids relatif des organes (foie, reins ,cceur, la rate et poumon) chez les différents

groupes expérimentaux.
*p < 0.05; **p <0.01; ***p <0.001 ; NS P > 0.05 comparaison avec le lot témoin.
ap<0.05bp<0.01;cp<0.001; NS P >0.05comparaison avec le lot témoin pesticide.
TP:temoin pesticide; T:temoin; Pe: pesticide +extrait;Ao: pesticide+carboplatine; Da: diabéte+ alloxane;De:
diabéte+ extrait.

Les résultats présentés dans la figure 35 : montrent une augmentation significative (p0,05) du

poids relative des reins de groupe exposé au meétribuzine (TP) et augmentation non
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significative  concernant le poids relatif de poumon et augmentation trés hautement
significative (p<0.001) par rapport au groupe Témoin (T). En revanche; une diminution,
hautement significative (p< 0.01) de poids relatif des reins et de foie chez les groupes traités
d'extrait de Lepidium sativum (Pe) et diminution trés hautement significative pour les poumon
et le coueur (p < 0.001); et diminution non significative pour les rattes traitées par AO pour
les reins, hautement signifivative pour le Coeur et trés hautement significative pour le foie et
le poumon par rapport au (TP).

Et consernant les rattes diabétique il ya une augmentation hautement significative pour les
reins(p<0.01), diminution non significative (P > 0.05), significative successivementpour le foie et
la rate. Pour les rates traits par I'extrait de Lepidium sativum prouvoque une augmentation non
significative pour la rate et le Coeur, augmentation significative pour le foie et trés hautement
significative pour les reins.

11.1.7.2Effet sur les parametres biochimiques

0 11
N5 100 *
P [
l.l E’I]
150 s .o g b
; N.'l. 251] r .
_ s '
F M5 : Hs
Fia ; - T 6
0t || g : N &8
s n
0 0
T R &k D e rm k& & hk
340
m
2490
4w
3
g5

L2
1 NS
mRAL
b L]
1 \'5 T
0
| 1L pa An 3 D

Figure 36: Effet sur les enzymes hépatique (TGO, TGP) et le taux de PAL chez les rattes

exposées au métribuzine, et les rattes exposées au alloxane.
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*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 ; NS P > 0.05 comparaison avec le lot témoin.
ap<0.05bp<0.01;cp<0.001; NS P >0.05comparaison avec le lot témoin pesticide.

Les résultats (fig.36) montrent que ’exposition des rattes au métribuzine(TP) provoque
uneaugmentation hautement significative de taux du PAL, TGP, TGO (p < 0.01) par rapport
aux rattes sains témoins(T). En revanche, le traitement des rattes par I'extrait de
Lepidiumsativum(Pe) de dose 300mg/kg provoque une diminution hautement significative de
taux du PAL et TGO (p< 0.01)et une diminution trés hautement significative (p<0.001) de
TGP , et pour le traitement des rattes parcarboplatine (AO) on remarque une diminution non
significative (P>0.05) de PAL et TGO, et une diminution hautement significative (p< 0.01) de
taux TGP par rapport aux rattes exposées au métribuzine (témoin pesticide).

D'un autre coté, les rattes diabétique injectées par alloxane (Da) provoque une augmentation
hautement significative(p < 0.01) de PAL et augmentation significative (p < 0.05) de taux de
TGO et provoque une diminution non significative de TGP (P > 0.05). on remarque aussi que
le traitement des rattes diabétique par l'extrait de Lepidium sativum(De)
provogqueuneaugmentation trés  hautement significative (p < 0.001) de PAL, une
augmentation hautement significative(p < 0.01)et non significative(P > 0.05)du TGO et TGP

successivement, ces comparaison par rapport aux rattes sains témoin (T).
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Figure 37: Effet de traitement par l'extrait éthanolique de L.sativum et le carboptine sur le
bilan rénal (urée, acide urigque et protéine totaux) et la concentration sérique en glycémie chez

les rattes exposées au métribuzine et les rattes injectées par I'alloxane.
*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 ; NS P > 0.05 comparaison avec le lot témoin.
ap<0.05bp<0.01;cp<0.001; NS P >0.05comparaison avec le lot témoin pesticide.

Les résultats présentés dans la (figure37 ) chez les rattes exposée au métribuzine
(TP)montrent une augmentation significative (p< 0.05), hautement significative (p < 0.01),
tres hautement significative (p< 0.001)et non significative (P > 0.05) respectivement deUrée,
Protéines totaux, Acide uriqueetGlycémie par rapport aux rattes sains témoins (T).
Cependant, le traitement des rattes par I'extrait de Lepidium sativum (Pe) provoque une
diminution trés hautement significative(p < 0.001) de Acide urique et Protéines totaux et on
observe une diminution significative (p < 0.05 )et non significatif (P > 0.05) respectivement
de Glycémie et Urée, pour les rattes traitées par carboplatine(AO);il y'a une diminution
significative (p < 0.05)de Urée et Glycémie, et une diminution hautement significative (p <
0.001) et tres hautement significative (p < 0.001) successivement de Protéine totaux et Acide
urique par apport aux rattes exposees au métribuzine (TP).

D'autre part les rattes diabétiques(Da) crées une augmentation significative de taux du Urée et

Acide urique (p < 0.05)et une augmentation non significative (P > 0.05) de Glycémie et
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Protéines totaux .en revanche, le traitement des rattes diabétique par l'extrait de Lepidium
sativum (De) augmentation hautement significatif (p < 0.01) de taux Acide uriqueetGlycémie

et tres hautement significative (p < 0.001) du Urée et Protéine totaux par rapport aux rattes
sains (T).
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Figure 38: Effet de traitement par I'extrait ethanolique de L.sativum et le Carboptine sur le
cholestérol, TG, HDL et LDL sur les rattes exposés au métribuzine et les rattes injectées par

I'alloxane.
*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 ; NS P > 0.05 comparaison avec le lot t¢émoin.
ap<0.05bp<0.01;cp<0.001; NS'P >0.05comparaison avec le lot témoin pesticide.

Les résultats obtenus ( fig.38) montrent que 1’exposition des rattes au métribuzine(TP)
provoque une augmentation hautement significative de TG et HDL (p < 0.01)et
augmentationsignificative(p < 0.05)et non significative (P > 0.05) respectivement de
Cholestérol et LDL par rapport aux rattes saines.Ainsi le traitement des rattes par lI'extrait de
Lepidium sativum(Pe) provoque une diminution significative de taux deTG ( p < 0.05), il
provoque aussi diminution tres hautement significative du Cholestérol et LDL (p<0.001). En
revanche, le traitement des rattes par carboplatine(AO) marqué une diminution tres
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hautement significatif de ces parametres TG, Cholestérol (P > 0.05)et une diminution
hautement significative (p < 0.01), non significatif ( P > 0.05) du HDL et LDL
successivement; par apport aux rattes exposées au métribuzine (TP).

Les résultats des rattes diabétiques injectées par alloxane (Da) expliquées une
augmentation non significative de taux de TG (P > 0.05),et on observe une diminution non
significative du Cholestérol et LDL (P > 0.05) et diminution hautement significative (p <
0.01) de HDL par apport aux rattes sains (T). D'un autre coté, le traitement des rattes
diabétique par Lepidium sativum(De) provoque une diminution trés hautement significative
du LDL et TG (p < 0.001) et diminution significative de taux de Cholestérol (p < 0.05) par

contre de paramétre HDL marquée une augmentation tres hautement significative (p < 0.001).
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Figure 39: Effet de traitement par I'extrait ethanolique de Lepidium sativum et le Carboptine
sur AFP et GGT chez les rattes exposées au métribuzine et les rattes injectées par 1’alloxane.
*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 ; NS P > 0.05 comparaison avec le lot témoin.
ap<0.05bp<0.01;cp<0.001; NS'P >0.05comparaison avec le lot témoin pesticide.
Les résultats obtenus (fig.39) montrent que I’exposition des rattes au métribuzine (TP)

provoque une augmentation trés hautement significative de AFP et (p < 0.001)et
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augmentationsignificative(p < 0.05) pour GGT par rapport aux rattes saines.Ainsi le
traitement des rattes par l'extrait de Lepidium sativum(Pe) provoque une diminution tres
hautement significative de taux de AFP (p< 0.001), il provoque aussi augmentation
significative du GGT(p < 0.01). En revanche, le traitement des rattes par carboplatine(AO)
marqué une diminution tres hautement significative de GGT (p < 0.001), et une diminution
significative(p < 0.05),par apport aux rattes exposées au métribuzine (TP).

Les resultats des rattes diabétiques injectées par alloxane (Da) expliquées une
augmentation hautement significative de taux de GGT (P > 0.01) par apport aux rattes
sains(T). D'un autre c6té, le traitement des rattes diabétique par Lepidium sativum (De)
provoque une augmentation trés hautement significatif (P > 0.01).
11.1.7.3.Effet sur les paramétres de stress oxydatif
Apreés un mois d'exposition des rattes au métribuzine sont traitées par I'extrait ethanolique de
Lepidium sativum (de dose300/kg) et le carboplatine pendant 7 jours, et des rattes diabétiques
traités par Lepidium sativum, dans les organes prélevés ont été effectués les tests des stress

oxydatifs (Malondialdéhyde« MDA, glutathion réduit «<GSH» et catalase « CAT»).
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Figure 40: Concentration de malondialdéhyde (MDA) hépatique, pulmonaire, rénal et

cardiaquechez les différents groupes expérimentaux, avec la rate chez le lot de diabete.
*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; NS P > 0.05 comparaison avec le lot témoin.
ap<0.05bp<0.01;cp<0.001; NS'P>0.05comparaison avec le lot témoin pesticide.

Les résultats obtenus (fig.40) montrent que I’exposition des rattes au métribuzine (TP)
provoque une augmentation trés hautement significative de la concentrationpulmonaireetrénal
de MDA(p < 0.001),une augmentation hautement significative de la concentration hépatique
de MDA (p< 0.01) et une augmentation non significative de de la concentration cardiaque de
MDA (p>0.05) ;par rapport aux rattes saines. Les résultats montrent aussi que le traitement
par l'extrait de Lepidium sativum (Pe) provoque une diminution non significative pour les
concentrations hépatique et cardiaque(p>0.05), diminution tres hautement significative pour
les reins de MDA (p < 0.001) et une augmentation non significative pour les poumon
(p>0.05) .
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Figuredl: Concentrations tissulaires de catalase chez les différents groupes expérimentaux.

*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 ; NS P > 0.05 comparaison avec le lot t¢émoin.
ap<0.05bp<0.01;cp<0.001; NS'P>0.05comparaison avec le lot témoin pesticide.

Les résultats obtenus (fig.41) montrent que I’exposition des rattes au métribuzine (TP)
provoque une augmentation hautement significative de la concentration hépatique et
pulmonaire de catalase (p < 0.01 ),une augmentation tres hautement significative de la
concentration rénal de catalase (p < 0.001)et une augmentation non significative de la
concentration cardiaque de catalase (P > 0.05 ) par rapport aux rattes saines. Les résultats
montrent aussi que le traitement des rattes par I'extrait de Lepidium sativum(Pe) provoque une
diminution trés hautement significative de la concentration rénal et cardiaque de catalase (p <
0.001),une diminution hautement significative de la concentration pulmonaire de catalase (p <
0.01)et provogue une augmentation significative de la concentration hépatique de catalase (p
< 0.05). En parallele, le traitement par carboplatine(AO) crée une augmentation trés
hautement significative de la concentration hépatique de catalase (p < 0.001),une diminution

trés hautement significative de la concentration rénal et cardiaque de catalase (p< 0.001) et
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provoque une diminution hautement significative de la concentration pulmonaire de catalase
(p < 0.01); par rapport aux rattes exposées au métribuzine (témoin pesticide).

En revanche, les rattes exposées au alloxane (Da) provoque une augmentation
significative de la concentration hépatique de catalase ( p < 0.05), une augmentation
hautement significative de la concentration de la rate de catalase (p < 0.01) et pour la
concentration rénal marque une augmentation trés hautement significative (p<0.001) et une
diminution significative de la concentration cardiaque de catalase (p< 0.05) et pour le
traitement des rattes diabétique par Lepidium sativum (De) provoque une diminution
significative de la concentration hépatique de catalase ( p < 0.05), une diminution tres
hautement significative de la concentration cardiaque de catalase (p<0.001) et provoque une
augmentation significative de la concentration rénal de catalase (p < 0.05), une augmentation
tres hautement significative (p < 0.001)de la rate; par rapport aux rattes sains (T).
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B GSH POUR LA RATE

GSM (/g de prot

Figure 42 : Concentrations tissulaires de glutathion réduit (GSH) chez les différents groupes

expérimentaux.

*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 ; NS P > 0.05 comparaison avec le lot t¢émoin.
ap<0.05bp<0.01;cp<0.001;NS'P>0.05comparaison avec le lot témoin pesticide.

Les résultats obtenus (fig.42) montrent que l'exposition des rattes au métribuzine
(TP)provoque une diminution significative( p < 0.05 ), hautement significative (p < 0.01)et
trés hautement significative(p < 0.001) respectivement du concentrations hépatique, rénal,
pulmonaire et cardiaque pour le GSH par rapport aux rattes saines(T). Les résultats montrent
aussi que le traitement des rattes par l'extrait de Lepidium sativum(Pe) marque une
augmentation hautement significative du concentrations rénal et cardiaque de GSH (p <
0.01), une augmentation trés hautement significative de la concentration pulmonaire de
GSH(p < 0.001)et provoque une diminution non significative de la concentration hépatique de
GSH (p > 0.05). En parallele, le traitement par carboplatine(AQ) crée une augmentation non
significative de la concentration hépatique de GSH(p > 0.05),une augmentation significative
de la concentration rénal de GSH(p < 0.05), augmentation hautement significative de la
concentration cardiaque de GSH(p < 0.01) et provoque une augmentation trés hautement
significative de la concentration pulmonaire de GSH (p < 0.01); par rapport aux rattes
exposées au métribuzine (témoin pesticide).

D'autr part ,les rattes exposées au alloxane (Da)provoque une diminution significative de
la concentration rénal de GSH( p < 0.05), une diminution hautement significative du
concentrations hépatique et cardiaque de GSH (p < 0.01)et pour la concentration de la ratte
marque une diminution trés hautement significative de GSH(p < 0.001) et pour le traitement
des rattes diabitique par lepidium sativum(De) provoque une diminution trés hautement
significative du concentrations hépatique, rénal, cardiaqgue GSH p < 0.05), une diminution
hautement significative de la concentration de la rate de GSH(p < 0.01); par rapport aux
rattes sains(T)
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Conclusion

La flore algérienne jouie d’une biodiversité considérable, elle possede de nombreuses
plantes aromatiques et médicinales riches en métabolites secondaires avec des caractéristiques
thérapeutiques et pharmacologiques. Dans le cadre d’une valorisation de ces ressources, une
plante aromatique Lepidiumsativum a fait I’objet d’une étude phytochimique de leur extrait et

d’une évaluation de leur potentiel antioxydant et antidiabétique.

Invitro , Dans le présent travail, le screening phytochimique réalisé, a révélé la richesse de
notre plante en métabolites secondaires, ou nous avons constaté la présence des flavonoides,

tanins, stérols, saponine et des phénols.

L’estimation quantitative de I’extrait ethanolique analysé¢ montre qu’il est riche par les

polyphénols et les flavonoides.

L'activité antioxydante in vitro est étudiée par le test du piégeage du radical libre
DPPH, donne une Valeur 1Cso de( 1.433 mg/ml), qui est un valeur tres importants par rapport
I’acide ascorbique (0.014 mg/ml). Les résultats de 1’activité antioxydante, par la technique de
la voltampérométrie cyclique, montrent que I’éxtrait ethanolique a une activité antioxydante
totale importante comparé par I'acide gallique, Ainsi par la méme méthode, le test de piégeage
de I'anion superoxyde montre une inhibition du radical Oy trés importante par I'extrait pate de

Lepidium sativum

L’évaluation qualitative de 1’activité antibactérienne de I’extrait pate étudiée a montré un
faible effet antibactérien par rapport aux antibiotiques standards utilisés sauf la souche E.coli

;il marque aucun activité antibactérien.

In vivo, le traitement par notre plante Lepidium sativum a des rattes exposées au métribuzine
a induit une importante restauration de certains parameétres biochimiques, ce qui montre I'effet
protecteur de cette plante. La diminution de 1'état de stress oxydatif induit par I’exposition a la

métribuzine et lI'effet hypoglycémiant sont plus important et plus efficace.

Enfin, les analyses histopathologies viennent confirmer nos résultats, c'est bien que
l'analyse tissulaire réalisée au niveau des foies ,des Cceurs, des poumons et des reins traités et
non traités par L.sativum a permis de montrer que les métabolites secondaires posséde une
activité antioxydant, activité hypoglycémiant et provoque une protection contre la nécrose

tumorale en empéche la progression tumorale.
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