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Résumé

Résumé

Ajuga iva ou Chendgoura, est une lamiacées caractérisée par diverses propriétes
thérapeutiques. L’objectif de ce travail est d’étudier I’effet antidiabétique des extraits Ajuga lva
chez le rat Wistar. Vingt rats males (n= 20) pesant entre 160 g et 240 g ont été divisé en quatre
(4) groupes de 5 rats chacun; groupe ¢A): rats témoins sains. Groupe (B J: rats témoins
diabétiques. Groupe (C) : rats diabétiques traités par | extrait aqueux d Ajuga iva 10 mg/kg/j.
Groupe (D) : rats diabétiques traités par I'extrait hydro alcoolique d Ajuga iva 10 mg/kg/j. les
résultats obtenus ont montré la richesse de la plante en flavonoides, alcaloides, tannins, quinones,
terpénoides, composées réducteurs et en saponines. L’étude quantitative a réveler que | extrait
hydroéthanolique posséde les teneurs les plus élevées en polyphénols totaux ¢112.3+6.082763
mg EC/g) et en flavonoides ¢73.875+ 13.52082 mg EC/g3 . les valeurs d*ICsy sont ¢94.62165 +
9.143191 pg/ml) et (107.0948+10.47679 pg/m) pour I'extrait hydroéthanolique et aqueux
respectivement. La chromatographie liquide des extraits d Ajuga Iva a révéler I’existence de
trois composées phénoliques: 1'acide gallique, I'acide chlorogenique et la vanilline. Les résultats
ont montré une diminution significative de la glycémie (p < 0.001) et une amélioration des
parameétres biochimique hépatiques et rénaux. La plante a montré un pouvoir antioxydant en
réduisant la peroxydation lipidiqgue (MDA hépatique et rénale) et améliore I'état de stress
oxydatif par 1’augmentation du taux de GSH. L’étude histopathologique a révélé une
régénération cellulaire des cellules beta pancréatiques. En conclusion les deux extrait de la plante
Ajuga iva ont montré une activité antidiabétique et antioxydante grasse a la richesse des extraits

en flavonoides en composés phénoliques.

Mots clés: Ajuga iva, antidiabétique, extrait hydro-éthanolique, induction du diabete, stress

oxydatif,



Abstract

Abstract:

Ajuga iva or Chendgoura, is a laminaceae characterized by diverse therapeutic
properties, this work aims to study the anti-diabetic effect of Ajuga iva extracts on Wistar rats.
Twenty male rats {n=20) weighting between 160g and 240g were divided into four ¢4} groups
with 5 rats each ; group ¢{A) : healthy control rats. Group ¢B) * diabetic control rats. Group ¢C} :
diabetic rats treated with 10mg/kg/d of Ajuga iva’s aqueous extract. Group ¢(Dj diabetic rats
treated with 10mg/kg/d of Ajuga iva's hydro-alcoholic extract. The results obtained revealed
Ajuga iva’s abundance in flavonoids , alkaloids, tannins< quinones, terpenoids, reductant
compounds and in saponins. The quantitative assay revealed that the hydro-ethanolic extract
contains the highest total polyphenolic tenors ¢ 112.3+6.082763 mg EC/g} and in flavonoids ¢
73.875+ 13.52082 mg EC/g} . The ICsy values are ¢(94.62165 + 9.143191 pg/ml) and
(107.0948+10.47679 pg/m) for the hydro-ethanolic and aqueous extracts respectively. The liquid
chromatography on the Ajuga iva’s extracts revealed the presence of three phenolic compounds *
gallic acid, chlorogenic acid and vanilin. The results also revealed a significant blood glucose
level reduction ¢p<0.001) and an enhancements in both biochemical hepatic and renal
parameters. The plant additionally revealed an anti-oxidant capacity in both reducing the lipid
peroxidation ¢ hepatic and renal MDA} and improving the oxidative stress’s state by increasing
the GSH's levels. The histopathological analysis revealed a beta pancreatic  cellular
regeneration. In conclusion both extracts of Ajuga iva plant showed an anti-diabetic and an anti-
oxidant capacities thanks to the extracts' abundance in both polyphenolic and flavonoid

compounds.

Keywords: Ajuga iva, anti-diabetic, hydro-ethanolic extract, diabetic induction, oxidative stress.
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Liste des abréviations

Liste des abréviations

A.iva Ajuga iva

DPPH Diphenyl picryl hydrazy

EDTA Ethléne diamine tétraacétique

GSH Glutathion réduit

MDA Malondialéthude

H,0, Peroxyde d'hydrogéne

NADPH Nicotinamide dinucleotide phosphate
0, Radical superoxyde (anion superoxyde)
TGO Glutamate oxalo acétate-transaminase
TGP Transaminase glutamique pyruvique
FNS Formule numerique sanguine

RBC Globules rouges ( red blood cells)
WBC Globules blanches (white blood cells)
PLT Plaquettes ( platelets)

HCT Hematocrite

HGB Hemoglobine

LYMPH Lymphocytes

TG Triglycerides

HDL High density lipoprotein

LDL Low density lipoproteine

g Gramme

mg Milligramme

I Litre

ml Millilitre

Mg Microgramme

EC Extrait sec

H+E Hematoxyline + Eosine

X40 Magnification par 400 fois

I1Cso Concentration nécessaire pour neutraliser 50%

des radicaux libres
PAR Puissance des radicaux libres
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INTRODUCTION

Le diabete sucré est une maladie chronique endocrinienne, est devenu un probleme de santé
publique ¢Haribabu et al., 2013}, des données récentes révélent qu’il y’a environ plus de 150
millions de diabétiques dans le monde et que leur nombre pourrait doubler d’ici 2025 ¢{Tanko Et
al.,2008). C’est une maladie métabolique caractérisée par une hyperglycémie résultante d’un
défaut de sécrétion, d’action de I’insuline, ou de ces deux anomalies associées {Hajzadeh Etal.,
2011). L'hyperglycémie chronique chez les diabétique est associée a long terme a des
dommages ; un dysfonctionnement et finalement I'incapacité des organes, en particulier les yeux,

les reins, les nerfs et le systéme cardiovasculaire {Hajzadeh Etal., 2011).

En général, le diabete sucre se développe en réponse a une altération des cellules 3 des ilots
du pancréas secrétant de I’insuline. Cette altération peut provenir d’un diabéte sucré essentiel
pour lequel les cellules B des flots sont détruites par le systeme auto-immunitaire ou en tant que
réponse diabétique secondaire a d’autres maladies essentielles telle qu’une maladie pancréatique,
a des exceés d’hormones anti-insuline, a des états provoqués par des médicaments ou a des
anomalés génétiques autres que celles associes au diabete essentiel. Dans chaque cas, les cellules
B des ilots ne peuvent pas produire ’insuline en quantité suffisante pour transporter de manicre
adéquate le glucose sanguin du sang vers les tissus sensibles a I’insuline. {Hajzadeh Et al.,
2011).

Le diabéte sucré expérimental a été induit chez les animaux de laboratoire par plusieurs
méthodes : chimique, chirurgicale ou génétique (immunologique). La plupart des expériences sur
le diabete est effectuée chez les rongeurs, bien que certaines études sont encore effectuées sur les

plus grands mammiferes ¢Etuk Et al., 20103

Deux agents sont couramment utilisés pour induire une pancréatectomie chimique, tous deux
des analogues du glucose : I’alloxane (ALX), derivé pyrimidique (synthétisé en 1938) et la
streptozocine (STZ), agent antimicrobien et alkylant. Les propriétés chimiques de ces composés
sont cruciales pour leur diabetogenecité. Tous deux sont hydrophiles et ne franchissent pas la
membrane plasmique. Ils empruntent le transporteur du glucose GLUT2 de la membrane des
cellules béta du pancréas qui les transporte dans le cytosol. Ainsi, les cellules béta n’exprimant

pas ce transporteur sont résistantes a la STZ et a ’ALX (Wattiez Etal., 2012).
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Les effets cytotoxiques de ’ALX sont dus a son produit de réaction réduit, I’acide
dialurique, et a la production d’espéces oxygénées réactives (EOR) (génération de radicaux

superoxydes, peroxydes d’hydrogéne et hydroxyles ¢{Wattiez Et al., 2012).

La médecine traditionnelle basée sur I’utilisation des plantes médicinales pour le traitement
de nombreuses maladies, dont le diabéete sucré, continue a étre utilisée et au cours de ces dix
derniéres années sa popularité n’a fait qu’augmenter. Les pratiques de la médecine traditionnelle
varient grandement d’un pays a 1’autre et d’une région a I’autre (Singh Et al., 2012).

L’ Algérie, riche par sa biodiversité et son climat, est une plate-forme géographique trés
importante qui mérite d’étre explorée dans le domaine de la recherche de molécules
hypoglycémiantes et/ ou antioxydants originaires de plantes qui ont pour longtemps servi a une
grande tranche de population comme moyen incontournable de médication.

Le présent travail consiste a effectuer I’extraction et 1’identification des métabolites secondaires
ainsi que I’activité hypoglycémiante et antioxydante d un plante médicinale algérienne de la
famille des Laminaceae appelée Ajuga iva.

Notre travail sera répartit en deux partie ; la premiére partie est consacré a une synthése
bibliographique, dans laquelle le sujet de la plante d Ajuga iva est évoqué avec le composition
chimique et utilisations ethnobotaniques , suivi par la présentation de diabetes sucré, leur types et
mécanisme dinduction par | alloxane.

Quant a la deuxieme partie est expérimentale, elle est réservée a I'ensembles du matériels et
méthodes utilisées pour 1’évaluation de 1’activité antidiabétique d'Ajuga Iva chez des rats rendues

diabétiques par l'alloxane. Enfin la discussion des résultats obtenus suivi par une conclusion.
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CHAPITRE I: Ajuga iva

1.1. Définition et description

1.1.1. Définition

Ajuga lva (L.,) Schreber. connu par leur nom commun de' Chendgoura' ou 'shendghoura’
dans plusieurs pays dans I'Europe et le nord d'Afrique et en particuliére les régions d'Algérie et
la Maroc est fait parti de la famille des LAMIACEAE, il est un espece hermaphrodite{possede le
organes males et femelles aux méme temps) et de genre de Ajuga. c'est une petite plante
herbacées avec une hauteur de 5 a 20 cm généralement utilisée comme une remédie
antidiabétique. ¢EIl Hilaly Et al., 2004}.

s,

Figure 1: Ajuga iva subsp. iva, Monts Trara, Algerie Photo: Medjahdi

1.1.2. Description

Ajuga lva est une plante vivace caractérisée par une gout amer et une odeur de musc. base
ligneuse, tiges vertes rampantes, Fleurs jaunes, roses ou blanches. Feuilles linéaires ou
longuement trifides, a une longueur de 20 mm, denses et couvertes de duvets. Pas d’épis
floriféres individualisés , la levre supérieure de la corolle est réduite ou absente et la levre
inférieure est divisée en trois lobes velus, les petits lobes latéraux, un plus large ¢relativement)
lobe centrale avec une base décoré par un axe central jaunatre avec des spots de la méme
couleur de la fleur, violets en plupart, il existe quatre €43 étamines liées a quatre carpelles noirs a
I'intérieur de la fleure. les graines sont caractérisées par un couleur marron. (Taleb-Senouci Et
al., 2009)
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Figure 2: Anatomie de la plante d'Ajuga Iva : a) la plante d"A.iva. b branche fleurie; c) Feuille ;

d) Corolle; e) Stamen; f) Tetranucula fruit; g) Nucula; h) Fruiting calyx.

1.2 .Nomenclature de la plante

1.2.1. Nomenclature

Nom francais: Bugle, lvette

Nom vernaculaire: Chendgdra, T0f tolba

2.2. Taxonomie

Ajuga lva (L.) Schreb Régne : Plantae
Sous-régne : Viridaeplantae Infra-Regne : Streptophyta
Classe : Equisetopsida Clade : Tracheophyta
Sous-classe : Magnoliidae Superordre : Asteranae
Ordre : Lamiales Famille : Laminaceae
Sous-famille : Ajugoideae Genre : Ajuga L.

Espéce : Ajuga lva (L.) Schreb
- Variéteé : Ajuga Iva (L.) Schreb. - Variété : Ajuga lva var. pseudoiva
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1.3. Distribution géographique

A. lva se fait parti de la famille de Laminaceae, qui se contiens 266 genres compromissent
approximalement de 301 especes (Israili et Lyoussi, 2009). Ajuga Iva est une plante
moyennement présente dans 1'Afrique: dans le nord il s'existe en Algérie, Egypte, Libye,
Maroc, Tunisie et la Sahara western. dans la Macaronésie il se repartir dans les Tles Canaries,
Cap-Vert et bois. En Europe® dans le sud-ouest A.iva existe dans les pays des Baléares, Corse,
France, Portugal, Sardaigne et Espagne. dans le sud-est la plante se repartir dans la Gréce, Italie,
Crete, Sicile et Yougoslavie. En Asie-tempérée en particulier la partie occidentale la plante est
distribué en chypre, Tles de la mer Egée orientale, Palestine, Sinai et dans la pays de turque.
la plante est généralement suitable pour les sols® 1égéres ¢sable}, moyennes ¢ sols limoneux) et
lourde ¢ argileux). elle est capable de persister dans une PH acide, neutre et alcalin¢basique).
A.iva peut étre aussi capable de la croissance dans une milieu mi-ombre¢ bois Clair} ou pas

d ombre par tout. elle se préférer une sol humide. (Baba Aissa, 2000)

I.4.Phytochimie d"Ajuga iva

Ajuga lIva contient une grande quantité des composés phénoliques ; les flavonoides et les
tannins (El Hilaly Et al., 2004 ; Baghiani Et al., 2011). Elle contient aussi les anthocyanes, les
acides phénoliques et d’autres substances en particulier 1’ajugarine (Halimi, 2004). Les études
ont montres que I’ivette musquée contient les trois majeurs ecdystéroides (makisterone A, 20-
hydroxyecdysone et cyasterone), en plus du 24,28-dehydromakisterone A et les deux nouveau
phytoecdystéroides (22-oxocyasterone et 24,25-dehydroprecyasterone), Elle contient aussi le 2-
deoxy-20-hydroxyecdysone, le polypodine B et le 14,15- dihydroajugapitine (Wessner et al.,
1992 ; Bondi et al., 2000). Ben Jannet Et al. (1999) ont isolés les ivaides A, B et C d ’4juga Iva.
Les cicatrisants (externes), les diterpénoides (clérodane), les iridoides et saponosides acides sont
aussi des composés chimiques que les chercheurs ont trouvés dans 1’Ajuga Iva. Bennaghmouch
Et al. (2001), ont isolé a partir de 1’espece Ajuga lva sept flavoniques aglycones (Quercetine,
lutéoline, chrysoériol, 5,5- dihydroxy 7,4'-diméthoxyflavone, 5,7- dihydroxy 4'5'

diméthoxyflavone, apigénine, naringénine),
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I.5.Les utilisations ethnobotaniques d"A.iva

A.iva est utilisée comme une plante médicinale dépris les temps anciennes contre plusieurs
maladies, la Survey ethnobotanique sur la plante d"A.iva {Bouyahya, Et al. 2020) indique que la
plante posséde une potentielle dans le domaine médicale pour traitement des désordres variées;
elle posséde une potentielle des propriétés notamment que la pouvoir carminative, stomatique,
antidiabétique, antiallergique, anticancéreuse, anti hypertensive et effets protectives pour les
maladies et désordres cardiovasculaires, meétabolique, rénale, digestive et respiratoires
(Bellakhdar Et al., 1991.....; El Amrani Et al., 2010)

En Algérie, elle est employée, apres macération aqueuse de plusieurs jours ou en poudre,
pour traiter le diabéte et I’hypertension. Elle est aussi consommée en poudre sec ou avec du miel
pour surmonter son godt amer, pour traiter les troubles gastro-intestinales et contre 1’ulcére de
I’estomac. L’infusion de 20 a 30g de Chendgoura dans un litre d’eau; 2 ou 3 tasses par jour est
indiquée contre la fievre, la diarrhée et les gaz. aussi en Algérie A.iva est utilisée pour la
traitement des cas de I'hypertension{ anti hypertensive), leishmanicide ¢ anti leishmaniose) ,
contre les désordres digestives, eczéma et les maladies de la foie. (Allali Et al., 2008; Boudjela
Et al., 2013; Rabizadeh, 2019). en plus les parties aériennes sont utilisées sous forme de
décoction et tisane pour faciliter le dialyse rénale et comme une médicament antiseptique
(Madani Et al., 2014).

en Tunisie, A.iva est reporte pour leur utilisation dans la traitement des cas des maladies

respiratoires (Leporatti et Ghedira, 2009).

en Maroc, une Survey indique que la plante d A.iva est utilisée pour la traitement des
diabetes ¢(Ziyyat Et al. (1997). aprés deux années une autre Survey conduit par (Jouad Et al.,
2001). revéler que les parties aériennes sont utilisées pour la traitement des diabetes, maladie
cardiaques et rénales dans la région de Fez Boulemane¢ région dans le nord de Maroc3. en 2007,
une autre Survey aussi sur les utilisations ethno pharmacologique de la plante d"A.iva dans la
région de sud-est de la Maroc{ province d Er-Rachidia) révéler que les parties aériennes d*A.iva
sont aussi administrées comme une décoction pour traiter la diabéte dans Chtouka Ait Baha et
Tiznit¢ I"anti-Atlas western de Maroc) et la Sahara marocaine (EI Amrani Et al. (2010) ;
Ghourri Et al., 2013; Benkhnigue Et al. (2014); et Orch Et al. (2015) Barkaoui Et al., 2017).
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en plus , , reportent que les parties aériennes d A.iva sont utilisées pour la traitement de la

diabéetes dans Meknes-Tafilalet, Al Haouz-Rhamna, et Izarene région (Maroc).

dans les autres pays d”Afrique {Kenya par exemple} A. lva est utilisée pour la traitement des

diabeétes et désordres respiratoires (Mohammed Et al., 2014; Keter et Mutiso, 2012)

En Italie , les feuilles de la plante sont utilisées pour [I'infusion diurétiques et

antispasmodiques (Guarino Et al., 2008).

Les études de Pascual et Robledo (1998; 1999) ont montré que 1’extrait aqueux de Ajuga

Iva inhibe la croissance de la larve Tribolium castaneum (70-100% de mortalité).

Son effet insecticide est aussi étudié par Simmonds et Blaney (1992)

contre Spodoptera frugiperda et S. littoralis.

L’ivette a une activité antibactérienne contre Escherichia coli, Staphylococcus

aureus, Salmonella typhimurium et Pseudomonas aeruginosa (Ben Jannet Et al., 1999).
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CHAPITRE II: Diabétes

11.1. Définition

Le diabete est un trouble de 1’assimilation, de 1’utilisation et du stockage des sucres apportés
par I’alimentation. Cela se traduit par un taux de glucose dans le sang (aussi appelé glycémie)
élevé : on parle d’ hyperglycémie. Il est causé parun manque ou un défaut d'utilisation

d’une hormone appelée insuline.

A noter : la glycémie normale est inférieure & 1,109/l a jeun et inférieure a 1,40 g/l aprés un
repas. Le diabéte est défini par une glycémie a jeun supérieure a 1,26 g/l a deux reprises
{Fousseiny Et al.,2009}.

11.2. Role de I'insuline

L'insuline, fabriquée par le pancréas, est présente en permanence dans le sang. Son role est
de maintenir la glycémie autour de 1 g/l lorsque les apports de sucre sont importants. Lorsque le
taux de sucre s’éléve, par exemple aprés un repas, le pancréas produit plus d’insuline pour

ramener le taux de sucre dans le sang a un niveau normal.

Si I’insuline est en quantité insuffisante ou si elle est inefficace, le sucre s’accumule dans le

sang et la glycémie augmente de fagon excessive (hyperglycémie).

11.2.1. L'insuline chez la personne non-diabétique

Libérée par le pancréas, l'insuline permet I'absorption du glucose par les cellules. Pour ce
faire, elle se lie a un récepteur spécifique de la cellule qui active une protéine de surface dont le

réle est le transport du glucose vers l'intérieur ;
Via ce transporteur active, le glucose pénetre dans la cellule ou il est converti en énergie ;
Le taux de glucose sanguin (glycémie) reste ainsi stable.

11.2.2. L'insuline chez la personne diabétique

L'insuline est produite en quantité insuffisante (diabete de type 1) ou ne peut se lier a son
récepteur (diabete de type 2) laissant le transporteur inactif.
Le glucose ne pénétre pas dans la cellule et reste dans la circulation sanguine. Le taux de

glucose n'est pas régule.
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11.3. Les différentes types des diabétes

il existe plusieurs types des diabetes mais les plus dominant en terme de la répartition sont:

diabetes de type 1, diabetes de type 2 et gestationnelle.

11.3.1. Diabetes de type 1:

appelée Le diabéte insulinodépendant (DID), ce type de diabétes est caractérisé par une
incapacité de synthese de I'hormone de I'insuline par le corps; cette incapacité est due a
plusieurs raisons qui inclus mais pas limitées pour; les entérovirus¢ notamment que le
Coxsackievirus B (CVB) 3, les nitrosamines ¢ Zahra, Parvin Et al, 2016) et des causes
immunitaires ¢maladies auto-immunes). dans le cas derniéreun des occurrences les plus
communes}, le systéme immunitaire s attaque et détruise les cellules responsable a la synthése

d'insuline¢cellules Beta de la pancréas).

la diabétes de type 1 est généralement diagnostiqué chez les adultes jeunes et enfants mais

capable d une apparence dans virtuellement tous les ages.

les individus avec une diabetes de type 1 (DID) besoin une dose d insuline chaque jour pour

assurez leur survivre.

11.3.2. Diabetes de type 2

appelée Le diabéte non insulinodépendant (DNID), ce type de diabéte est caractérisé par une
mauvaise synthese et/ou utilisation de I'insuline, elle est capable d étre développé dans tous les
ages ¢inclus I'enfance ). mais ce type de diabétes est souvent manifeste dans les age ures moyens
¢plus de 40 ans) et les plus vielle. ce type est le plus commun de tous les diabétes {Amadou Et
al., 2006).
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11.3.3. Différences entre le diabete de type 1 et 2

Le diabéte de typel, insulinodépendant (DID)

Le diabete de type 2, non insulinodépendant

(DNID)
-Aussi  appelé diabéte "maigre” car l'un des | -AuUssi decrit Sous le nom
premiers symptomes est l'amaigrissement, | de diabéte “gras” ou diabéte de la maturite,
ou diabéte "juvénile” parce qu'il touche des | Puisquil survient souvent autour de la

sujets jeunes.

-1l compte pour environ 10 % des caset il est
traité obligatoirement par l'insuline.

-1l résulte de la disparition des cellules béta du
pancréas entrainant une carence totale en
insuline.

-Les symptbmes sont généralement une soif
intense, des urines  abondantes, un
amaigrissement rapide.

-L’unique traitement est 1’apport d’insuline : soit
sous forme d’injections (avec une seringue ou un
stylo), soit avec une pompe a insuline destinée a

administrer 1’insuline en continu.

cinguantaine chez des personnes en surpoids.

-1l compte pour environ 90 % des cas

de
I’hyperglycémie :soit le pancréas fabrique

-Deux anomalies sont responsables

toujours de I’insuline mais pas assez, par

rapport a la glycémie :c’est I’insulinopénie

;soit  cette insuline agit mal, c'est
I’insulinorésistance.
-Indolore, le développement peut passer

longtemps inapercu : on estime qu’il s’écoule en
moyenne 5 a 10 ansentre I’apparition des
premiéeres hyperglycémies et le diagnostic.

-1l est traité par régime, plus médicaments pris
par  voie orale si nécessaire, et
éventuellement insuline, aprés quelques années

d'évolution.
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CHAPITRE II: Diabétes

11.3.4. Diabetes insipide
Contrairement aux diabétes de type 1 et 2 qui entrainent un taux de sucre sanguin trop élevé,

le diabéte insipide se caracterise par des urines trop importantes et une soif intense.

y compris la nuit. Les reins sont en effet incapables de retenir les urines, ce qui cause I'envie
fréquente de faire pipi et de boire sans cesse pour compenser la perte. Il existe deux types de
diabete insipides : le diabéte insipide central (DIC), le plus fréquent, et le diabéte insipide
néphrogénique .Le diabéte insipide central est provoqué par lacarence en hormone
antidiurétique (ADH ou vasopressine), Les causes de ce dysfonctionnement sont : Une hérédité,

La grossesse, Un traumatisme cranien etc. {Balanescu et al., 2010.

Le diabete insipide néphrogénique est le plus souvent “idiopathique™ c'est a dire a dire que
I'on n'en connait pas l'origine : elle peut étre parfois héréditaire et familiale, isolée ou associée a
d'autres dysfonctions du rein. Dans ces cas, I'ADH est bien présente dans le sang mais inefficace
Balanescu et al., 2010).

11.3.5. caractérisations de diabéte insipide
> Une envie fréquente d'uriner. Les urines sont claires comme de l'eau.
> Un volume d'urine important : parfois pres de 10 litres par jour.

> Une soif permanente et impérieuse.
Ces symptdmes majeurs s'accompagnent également d'une perte de poids, de maux de téte et

d'une fatigue généralisée (Balanescu Et al., 2010).
11.3.6. Diabétes et I’alloxan

11.3.6.1. Alloxan

I"alloxan est un composee connu chimiquement par 5,5-dihydroxyl pyrimidine-2,4,6-trione.
cest un composée organique dérivée de l'urée, carcinogene et une analogue de glucose
cytotoxique. le composée ayant la formule moléculaire de C4H,N,O,4 et une masse moléculaire
relative de 142,06.

I"alloxan est un des plusieurs composées chimiques diabetogeniques commun souvent
utilisée pour I'assessment de la pouvoir potentielle antidiabétique des composées pure et

I"extraits des plantes dans les études qui involve la diabéte. les autres composes utilisées sont *
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CHAPITRE II: Diabétes

dithizone, mono sodium glutamate, thioglucose d or, charge élevée de fructose, charge élevée de

glucose avec sérum anti-insuline et le streptozotocine.

O
: 2
HO NH
S-carbonyl . o O
group
HO — NH
1
O

Figure 3: structure chimique de I"alloxan

11.3.6.2. Diabeétes induit par alloxan

La diabete induit par I'alloxan est une forme de diabéte insulinodépendante qui se manifeste
lorsque I'administration de I"alloxan ou leur injection. elle est induit par succés chez plusieurs
espéces animales ; rats, lapins, singes, chats et chiens. I'alloxan est introduit et administre par
une seule ou plusieurs doses par des voies variées ¢ intra péritonéale, intraveineuse et sous
cutanée) apparemment une seule dose intra péritonéale est la plus fréquent employée. le dosage
de la drogue est tres variées dans les études, il est souvent estimée entre 90 et 200 mg/kg de
poids corporelle, la dose de 150 mg/kg est la plus souvent utilisée, la voie d administration,
I"espece animale et la cas nutritionnelle sont les grande effecteurs pour la détermination de la
dose d alloxan pour I'induction de diabete approprié.

Mais une dose singulier entre 170 et 200 mg/kg de la drogue par voie intra péritonéale révéler

qu'elle est la plus effective {Osasenaga Et al.,2017).

11.3.6.3. Mécanisme d’induction de diabéte par alloxan

L alloxan est une composée chimique trés instable, cette propriété permet I'alloxan pour
facilement entrer une cycle réductionnelle. En présence des thiols intracellulaires surtout le
glutathion ¢GSH} I'alloxan subit une réaction cyclique persistent continuelle qui résulte a la
génération des especes d oxygene réactifs {ROS) comme I"anion radicale superoxide (O,.") et
les radicaux hydroxyle de (.OH) via l'auto oxydation de leur produit de réduction I'acide

dialurique.

12
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La processus implique la réduction de I'alloxan vers I'acide dialurique et la ré-oxydation de

I"acide dialurique pour former I"alloxan.

La ré-oxydation de I'alloxan vers I'acide dialurique causer la libération d un radical qui en
présence d oxygene générer O,. . ce dernier est usuellement dismuté vers une composee de
pyroxide d hydrogene relativement sans danger par le superoxide dismutase¢SOD3, une enzyme
présente chez virtuellement tous les tissues. Le catalase, une autre enzyme antioxydant est
nécessaire pour la prévention de I'accumulation de I'H202 et leur conversion conséquente vers
le radicale hydroxyle par leur dégradation rapide pour former I'eau et oxygéne moléculaire. mais
I"activité de catalase est trés faible dans le pancréas et par conséquence |'H202 s'accumule,

menant a leur conversion vers le radicale hydroxyle réactif par le réaction de fenton ¢Fig.4).

Le radical de I'hydroxyle est apparemment le plus dangereux dans la cellule et considéré le
coupable principale de la toxicité dans les cellules de beta et I"alloxan diabetogenecité.
Le dommage des cellules de beta de pancréas par les ROS est liée avec le fragmentation de
I"ADN de ces cellules qui par consequent méne a la stimulation de poly ADP-ribose polymérase
1, un enzyme qui joue une rble essentielle dans la processus de réparation nucléaire d"’ADN
{Osasenaga Et al.,2017}

Reduction of alloxan

Alloxan Dialuric acid

Autooxidation of Dialuric acid.
Fenton Reaction (Fe?*)

Pancreatic SOD

Figure 4: Mécanisme d action de I alloxan
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Préparation Extrait hydro alcoolique
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20 rattes males wistar Albinos de poids 200
Répartis en 4 groupes (n =5)

A 4

Rattes témoins
saines

Péses et sacrifices des animaux aprés
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I. Matérielles

I"objectif de cette étude d’évaluer I’activité antidiabétique de la plante d"A.iva chez les rats
diabétiques de type 1 {induit par I'alloxan). cette étude expérimentale est effectué dans le
laboratoire de recherche << Valorisation et Technologie des Ressources Sahariennes>> VTRS,
le laboratoire des analyses ibn Roched et la faculté des sciences de la nature et de vie , Université
Echahid Hamma Lakhdar d'EL Oued.

I.1. Matérielles végétales
Récolte d’Ajuga lva : La plante utilisée dans ce travail (figure 1) a été récolté a la région de
Sétif ¢nord-est d”Algérie Jentre avril et mai 2020. Les feuilles sont nettoyées, puis mis a sécher a

une température ambiante. Ensuite elles sont finement broyées.

- —— - -t .o..\d

Figure 5: La partie aérienne d"A.iva, séché et broyée {photo de laboratoire}

1.2. Matériels de laboratoire

Les matérielles de laboratoire utilisées dans cette étude sont des combinaison des verreries,

autres matérielles de mesure , appareils des analyses et produits chimiques:

- Micropipettes réglables ¢100-1000uL, 5-50ulj, tubes d'essai seches, tubes coniques,
Erlenmeyer, bécher, balance analytique, plaque chauffante/agitateur, balance portable, vortex,

réfrigérateur, étuve, bain marie, évaporateur rotatif, mortiers-téts-terre, entonnoir
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coniquefverrej,papier filtre, centrifugeuse, PH metre, lames chirurgicales ¢ G243, lames et
lamelles, cristallisoirs, flacons, Eprouvettes graduées ,fioles jaugées, Portoir pour tubes, verre de

montre, spectrophotometre, HPLC.

1.3. Matériels animales

Des rats wistar males vingt ¢n=20) , pesant entre 170 g et 240 g sont utilisées dans cette
étude. Les animaux sont maintenu dans une animalerie dans des conditions standard
environnementales ¢23+1 °C, 55+5% d humidité et une cycle de lumiere de 12 h jour/nuit} et
sont soumis a un régime standard de laboratoire riche en protéines et lipides avec une acces Ad
libitum ¢disponible tous le temps) d eau potable et I'alimentation. les conseils d utilisation et
protection des animaux des laboratoires et leur réglementations sont suivis ¢Council of

european communities,1987).

Il. Méthodes
I1.1. Etude phytochimique

I1.1.1. Préparation de I'extrait aqueux d A.iva

La partie aérienne d Ajuga iva a été nettoyée puis finement broyées. 50g de la plante
¢poudre} sont solubilisés dans une solution aqueux de 1000 ml et soumis a une macération sous
agitation magnétique pendant 24h au température ambiante. le macérat obtenu est séché avec le
rotavapeur (Buchi R-200, Medellin, Colombia) .

11.1.2. Préparation de I'extrait hydro alcoolique d"Ajuga Iva

les parties aériennes d"Ajuga Iva ont été nettoyées puis finement broyées. 50g de la plante
¢poudre} sont solubilisés dans une solution hydro alcoolique de 1000 ml ¢(éthanol+eau} & une
concentration de 70% ¢ 700 ml éthanol + 300 ml eau distillé) et soumis a une macération sous
agitation magnétique pendant 24h a la température ambiante. Le macérat obtenu est séché avec
le rotavapor (Buchi R-200, Medellin, Colombia).

Calcul des rendements en extraits secs

Nous pouvons déterminer le rendement de la plante en extrait sec en calculant le rapport

suivant :
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R (%) = P1/ P2 x 100
P1:Poids de I’extrait apres 1’évaporation du solvant
P2: Poids de la mati¢re végétale utilisée pour I’extraction (Falleh Et al., 2008).

11.1.3. Méthode d’induction de diabetes et de traitement antidiabétique par I extrait

11.1.3.1. Méthode d’induction de diabetes

Les rats de wistar males seins pesant entre 160g et 240 g sont utilisées pour cette étude,
I"induction de diabétes est fait a I'aide d’un produit chimique d alloxan. Le choix d alloxane est
due a leur disponibilité et leur cout réduit en comparaison avec le streptozotocine. L alloxane est
le composée chimique le plus commun pour I'induction de diabétes de type 1 selon le nombre

des études conduit qui s utilise cette agent toxique.

une dose unique est utilisée pour cette expérimentation avec une concentration de 150 mg/kg par
voie intra péritonéale apres | anesthésie, une solution sucré de glucose avec une concentration de
20% est administré par voie orale dans I'eau potable pour trois jours apres | injection intra
péritonéale d alloxane pour éviter le choc hypoglycémique mortelle. Le taux de glucose sanguine
est mesuré en utilisant I'appareil de glucométre (one call extra). Les rats qui révele une taux de

glucose sanguine supérieure a 160 mg/dl sont considérees diabétiques.

11.1.3.2. Traitement antidiabétique par |'extrait

Apres la période d’adaptation, les rats¢t n=203} sont divisées en quatre groupes de 5 rats
chacun ; groupe ¢A) : rats témoins sains recevant I’eau de robinet. Groupe (B ): rats témoins
diabétiques recevant 1’eau de robinet. Groupe (C) : rats diabétiques traités par | extrait aqueux
d'Ajuga iva 10 mg/kg/j. Groupe (D) : rats diabétiques traités par I'extrait hydro alcoolique
d"Ajuga iva 10 mg/kg/j la période de traitement a duré 15 jours.

11.1.4.Tests phytochimiques ¢screening phytochimiques)

Techniques qui permettent de déterminer les différents groupes chimiques contenus dans un
organe végétal. Ce sont des réactions physicochimiques qui permettent d'identifier la présence
des substances chimiques. Les groupes phytochimiques sont nombreux, y compris les
flavonoides, les anthocyanes, les tannins, les coumarines, les alcaloides, les saponosides, les

stéroides, les stérols, les terpénes...etc. L’interprétation des résultats des criblages s’est faite
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selon les qualificatifs suivants : Présence notable +++, Présence modérée ++, Traces +, Absence

I"extrait hydro éthanolique obtenu a été soumis a divers tests phytochimiques en vue de
mettre en évidence les différents métabolites secondaires présents dans la partie aérienne de la
plante par des réactions de coloration, de précipitation et des observations sous lumiére ultra-

violette.

I"extrait d"A.iva serviront a la caractérisation des réactions de criblage chimique suivantes,

Ces tests ont été menés selon les techniques de caractérisation qualitatives suivants sont:

11.1.4.1. Alcaloides

Dans deux tubes a essai, introduire 0,5 ml de I’extrait . Acidifier le milieu par quelques
gouttes de HCI (1%) et ajouter 0,5 ml de réactif de Mayer dans le premier tube et 0,5ml de
réactif de Wagner dans le second tube. L’apparition d’un précipité blanc ou brun,

respectivement, révele la présence d’alcaloides. ¢Trease et Evans, (1989) Harborne (1998)}.

11.1.4.2. Tannins

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait et ajouter 0,25 ml d’une solution aqueuse
de FeCl; (1%), le mélange est incubé pendant 15 min a température ambiante. les tanins sont
indiquées par une coloration verdatre ou bleu-noiratre.{ Trease et Evans, (1989) Harborne
(1998)3.

11.1.4.3. Flavonoides
Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait et ajouter 1 ml de HCI concentré et
quelques copeaux de magnésium. L’apparition d’une coloration rose ou rouge ou jaune prouve la

présence des flavonoides.¢ Trease et Evans, (1989) Harborne (1998)}.

11.1.4.4. Quinones
Dans un tube & essai, introduire 1 ml d’extrait et ajouter 0,1 ml d’hydroxyde de sodium
(NaOH a 1%). L'apparition d'une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence

des quinones libres.
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11.1.4.5. Saponines: test de mousse

Dans un tube a essai, introduire 10 ml de I’extrait , agiter pendant 15 secondes et laisser le
mélange au repos pendant 15min. Une hauteur supérieure a 1 cm de mousse indique la présence
de saponines. {Trease et Evans, (1989) Harborne (1998)}.

11.1.4.6. Terpénoides : Test de Slakowski
Dans un tube a essai, introduire 1 ml de I’extrait , ajouter 0,4 ml de chloroforme et 0,6 ml
d’acide sulfurique concentré. La formation de deux phases et une couleur marron a I’interphase

indique la présence des terpénoides.¢ Trease et Evans, (1989) Harborne (1998)}.

11.1.4.7. Composes réducteurs

Dans un tube a essai, ajouter 1 ml de liqueur de Fehling (0,5 ml réactif A et 0,5 ml réactif
B) a 1 ml d’extrait et incuber I’ensemble 08 min dans un bain marie bouillant. L’apparition d’un
précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs. {Trease et Evans, (1989)
Harborne (1998)}.

11.1.5. Dosage des polyphénols

11.1.5.1. Préparation des extraits
Les extraits hydro éthanoiques obtenus par macération sont évaporés dans une étuve a 37 °C.

Le réactif utilisé est le Folin-Ciocalteu, qui est un mélange de complexes d’acide
phosphotungstique (HsPW1,040) et d’acide phosphomolybdique (HsPMo01,040) de couleur jaune.
Le principe de la méthode est basé sur 1’oxydation des composés phénoliques par ce réactif. Elle
entraine la formation d'un nouveau complexe molybdéne-tungsténe de couleur bleu qui absorbe a
765 nm.

Le dosage des poly phénols totaux a été effectué selon une méthode colorimétrique décrite
par Nickvar Et al. (2008) :

50 ul de I’échantillon ou 1'une des concentrations de la gamme de 1’étalon (0 a 400 pg/mi
d’acide gallique) sont mélangés a Iml du réactif Folin-Ciocalteu (0,2 N) et incubés & température
ambiante. Apres 10 min, 0,8 ml de solution de carbonate de sodium (Na,CO3) (75%) sont

ajoutés. La solution finale est bien mélangée et gardée a I’obscurité pendant 30 min, I’absorbance
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est lue a 765 nm(Tableau ). La teneur en composés phénoliques est déterminée en se référant a la

courbe d’étalonnage obtenue avec I’acide gallique.

Les résultats sont exprimés en microgramme équivalent acide gallique par milligramme de
maticre seche de I’extrait obtenu (ug EAG/mg MS).

Tableau 1: Méthode de dosage des poly phénols totaux

5 s . . Extraits
Gamme de I’étalon (acide gallique pg / ml) (Img/ml)
0 50 100 | 200 | 300 | 350 | 400 Macération
Acide 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | s0
galligue (pl)
Eau distillée 50 i i i i i i
()
Extraits
- - - - - - - 50
(1))
Folin -
Ciocalteu | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 1000
0,2 N (ul)
1°" incubation pendant 10 min a température ambiante
Na2C03
(75%) (ul) 800 | 800 | 800 | 800 | 800 | 800 | 800 800

2™ incubation & I"obscurité pendant 30 min

Mesure de I’absorbance a 765 nm

Les réactifs utilisés sont les solutions incolores de nitrite de sodium (NaNO,) et de
chlorure d’aluminium (AICl3). Le principe de la méthode est basé sur I’oxydation des

flavonoides par ces réactifs. Elle entraine la formation d’un complexe rose qui absorbe a 510 nm.

Le dosage des flavonoides a été effectué selon une méthode colorimétrique décrite par
Zhishen Et al., (1999) :

250 pl de I’échantillon ou 1’une des concentrations de la gamme de 1’étalon (20 a 260 pg/ml de

catéchine) sont mélangés avec 1 ml d’eau distillée, puis 75 pl d’une solution NaNO, (15%) sont
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ajoutés. Apres 6 min d’incubation a température ambiante, 75 pl de chlorure d’aluminium AlCl;
(10%) sont ajoutés. Aprés 6 min de repos a température ambiante 1 ml d’hydroxyde de sodium

NaOH (4%) est apporté au mélange. Le volume total est complété a 2,5 ml d’eau distillée.

La solution finale est bien mélangée et gardée a I’obscurité pendant 30 min, 1’absorbance est
lue @ 510 nm (Tableau ). La teneur en flavonoides est déterminée en se référant a la courbe

d’étalonnage obtenue avec la catéchine.

Les résultats obtenus sont exprimés en microgramme équivalent catéchine par milligramme

de la matiere seéche de I’extrait obtenu (ug EC /mg MS).

Tableau 2: Méthode de dosage des flavonoides.

Gamme de I’étalon (catéchine pg / ml) (Exmtg}’:lrlr;[ls)
0 20 60 100 | 220 | 260 Macération
Catéchine (ul) - 1 250 | 250 | 250 | 250 | 250 -
Extrait (ul) - - - - - - 250
Eau distillé (ul) | 1250 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 1000
NaNO; (15%) (ul) | 75 75 75 75 75 75 75
1ére incubation pendant 6 min a température ambiante
AlCl3 (10%) () 75 75 75 75 75 75 75
2™ incubation pendant 6 min & température ambiante
NaOH (4%) () 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 1000
Eau distillée (ul) | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100
3™ Incubation a ’obscurité pendant 30 min
Mesure de I’absorbance a 510 nm
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11.1.6. Séparation par la chromatographie liquide a haute performance ¢HPLC)

La mesure de quelques composées phénoliques a été réalisée par la méthode de la
chromatographie liquide a haute performance¢ HPLC}) selon les conditions standard expliquées
dans le tableau. Le dosage et la séparation ont été montrées a I'aide des courbes standards

obtenue par I"'amélioration des conditions expérimentales.

Tableau 3: les conditions expérimentales pour I"appareil d"HPLC pour la séparation des

composées phénoliques

N T

Systeme RP-HPLC ¢(HPLC inverse}
Colonne (25 cm x 46 nm) C18
Volume d’injecteur 20pl
Débit Iml/min
Longueur d onde A =268 nm
Temps 50 min
Température 25C°
Phase mobile -(A) acetonitrile
-(B) ¢ acide acetique 0.2%) H20

Le tableau 4 indique les pourcentages des variations des deux phases mobiles ¢A) et ¢{B} par
rapport le temps.

Tableau 4: pourcentages des variations des phases mobiles {A} et ¢{B} en fonction de temps

0.01 10 90
0.02 10 90
6.00 14 86
16.00 17 83
23.00 19 81
28.00 23 77
30.00 10 90
50.00 10 90

Le tableau 5 indique la base des données associées avec le colonne pour les différentes
temps des rétentions chez des composées phénoliques identifiable et spécifique par cette

méthode de séparation d’'HPLC. L’identification est fait par la comparaison des temps des
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retentions de la base de données avec les composées séparées par I'HPLC sous une gamme de +

0.1 min.

Tableau 5: la base des données pour les acides phénoliques identifiable par I'HPLC

Acide gallique 5.29

Acide chlorogenique 13.392
Acide vanilique 15.531
Acide cafeique 16.277
Vanilline 21.46
Acide p-coumarique 23.817
Rutine 28.37
Naringine 37.788
Quercetine 45.047

11.1.7. Activité anti radicalaire
11.1.7.1. Test de piégeage du radical libre DPPH"(2,2 diphényle-1- Picrylhydrazyl)

Le DPPH" est généralement le substrat le plus utilis¢ avec le FRAP pour 1’évaluation
rapide et directe de 1’activité antioxydant en raison de sa stabilité en forme radicale libre et sa
simplicité de I’analyse, au contact d’une substance donneuse de proton le DPPH"(2,2 diphényle-
1- Picrylhydrazyl) de couleur violette se réduit en 2,2 diphényle-1-Picrylhydrazine de couleur
jaune (Figure ). Cette décoloration met en évidence le pouvoir antioxydant d’un échantillon par
sa capacité a piéger le radical libre et se traduit par une diminution de I’absorbance a 517 nm

(Parejo Et al., 2003 ; Maataoui Et al., 2006)

N '
H*
. —
O, N NO, . OGN NG,
NO, T NO,
DPPH radical DPPH non radical
2,2 diphényle-1-Picrylhydrazyl 2,2 diphényle-1-Picrylhydrazine

Figure 6: Forme libre et réduit de DPPH .
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I’effet de chaque extrait sur le DPPH" est mesuré par la procédure décrite par Benhammou Et
al., (2007) :

Un volume de 50 pl de différentes concentrations de chaque extrait est ajouté a 1,95 ml de la
solution méthanolique du DPPH (0,025g/l) fraichement préparée. Le contréle négatif, est préparé
en paralléle en mélangeant 50 pl du méthanol avec 1,95 ml d’une solution méthanolique de
DPPH. Aprés incubation a 1’obscurité pendant 30 min et a température ambiante la lecture des
absorbances est effectuée a 515 nm a 1’aide d’un spectrophotométre, contre un blanc pour chaque
concentration qui contient 50 pl de I’extrait et 1,95 ml du méthanol. L’antioxydant de référence

utilisé est I’acide ascorbique (2 a 10 pg/ml)

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition (%), calculés suite a la diminution

de I’intensité de la coloration du mélange, selon la formule :

Pl (%)= (A témoin — A extrait / A témoin) x 100
indices-
P1(%0): pourcentage d’inhibition.
A témoin: absorbance du témoin négatif.
A extrait: absorbance de ’extrait

Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant, nous avons introduit les valeurs des deux
parametres :

11.1.7.2. Calcul des ICsq

IC50 (aussi appelée ECso pour Efficient concentration 50), permet de déterminer la
concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH, une faible
valeur de I1Csy correspondant a une grande efficacité de 1’extrait. Elle est calculée graphiquement
a partir des graphes tracés « pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations »
de nos extraits en utilisant le logiciel de Microsoft Excel (Bertoncelj Et al., 2007 ; Marxen Et
al., 2007 ; Scherer et Godoy, 2009 ; Fabri Et al., 2009).

11-1-7-3-calcul du pouvoir anti radicalaire
Les résultats peuvent étre aussi exprimés en pouvoir anti radicalaire (PAR) déterminés par le
calcul de D’inverse des IC50 qui est inversement proportionnelle a la concentration

(Maisuthisakul Et al., 2007).
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PAR =1/ 1Cs

Indices-
PAR : Puissance anti radicalaire

ICsp : Concentration de I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH.
11.2. Analyses biochimiques

11.2.1. Analyse de formule numérique sanguine (FNS)

La NFS ¢ ou FNS} est utilisée comme test général de dépistage pour rechercher des troubles
tels que l'anémie, l'infection, ou de nombreuses autres maladies¢probleme de coagulation ou
consommation des plaquettesy. Il s'agit en fait d'un ensemble de tests qui analyse les différentes

composants du sang et comprend les éléments suivants:

La numération des globules blancs (GB); ou leucocytes permet de compter le nombre de
globules blancs par volume de sang. L’augmentation ou la diminution de ce parametre peuvent

étre interprétées, La formule sanguine (FS) analyse les différents types de GB présents dans le

sang. Il y a cing différents types de globules blancs, chacun ayant sa propre fonction, dont le
réle est de protéger contre l'infection. Les différents types de globules blancs rencontrés chez un
sujet sont les suivants: polynucléaires neutrophiles (également connu sous le nom de PN ou

neutros), lymphocytes, monocytes, éosinophiles, et basophiles.

La numération des globules rouges (GR): c’est la détermination du nombre réel de globules
rouges par volume de sang. L’augmentation et la diminution de ce paramétre peuvent signaler
des conditions anormales. La mesure de 1’hémoglobine détermine la quantité de protéines de
transport d'oxygene dans le sang. L’hématocrite mesure le volume occupé par les globules

rouges dans le sang. Il est rendu en pourcentage (0 & 100) ou en proportion (0 a 1).

La numération plaquettaire détermine le nombre de plaquettes dans un volume donné de
sang. L’augmentation et la diminution de ce paramétre peuvent signaler des conditions

anormales avec exces de saignement ou de coagulation.

Le volume moyen plaquettaire (VMP) est un parameétre calculé reflétant le volume moyen

des plaguettes. Le volume globulaire moyen (VGM) est une mesure du volume moyen des
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globules rouges. La teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH) est un calcul de la

quantité d’hémoglobine dans les globules rouges.

11.2.2. Bilan hépatique
Les examens de la fonction hépatique plus connus sous le terme de « bilan hépatique » sont
utilisés pour mettre en évidence les atteintes ou maladies hépatiques. C’est la combinaison de

plusieurs parameétres (jusqu'a 5) mesurés sur un méme échantillon de sang.

11.2.2.1. Alanine Aminotransférase (ALAT)

Est une enzyme cytosolique caractéristigue du foie. Sa libération dans le milieu
extracellulaire est donc le signe d'une atteinte hépatique, plus précoce et plus spécifique que la
TGO. La libération de TGP se rencontre principalement dans les affections hépatobiliaires mais
aussi dans les maladies cardiaques et les atteintes musculaires. Bien que riche en TGP, le tissu

rénal ne libére que rarement cet enzyme au cours d'une lésion.

11.2.2.2. Aspartate Aminotransférase (ASAT)

Est une enzyme glycoprotéique présente dans le cytoplasme et les mitochondries. Son
élévation est le reflet d'une lésion cellulaire et se rencontre dans les maladies cardiaques, les
affections hépatobiliaires et les atteintes musculaires. Bien que riche en TGO, le tissu rénal ne
libére que rarement cet enzyme au cours d'une lésion. La rupture des globules rouges (hémolyse)
libére de la TGO dans le plasma.

Ces examens sont demandés quand il y a des signes possibles d’atteinte hépatique. Ce sont
I’ictére (jaunisse), des urines foncées et des selles peu colorées ou décolorées; des nausées,
vomissements et diarrhées; la perte d’appétit; des vomissements de sang, des selles sanglantes,

des douleurs abdominales; un amaigrissement; de la fatigue.

11.2.3. Bilan lipidique

Un bilan lipidique comprend plusieurs examens de biologie qui sont souvent réalisés
ensemble pour déterminer le risque de maladie cardio-vasculaire. Les tests concernés sont de
bons indicateurs pour savoir si quelqu'un est susceptible d'avoir une maladie cardiaque ou de
faire un accident cardiaque causé par un blocage des vaisseaux sanguins (durcissement des

arteres).
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11.2.3.1. Triglycérides {TG)

Les triglycérides font partie comme le cholestérol des composés lipidiques ou graisses de
I'organisme. Ils constituent la principale réserve énergétique de 1’organisme et sont donc
bénefiques pour rester en forme, a condition que les taux dans le sang soient dans la normale.

Quand les taux de triglycérides sont élevés, le risque cardiovasculaire augmente.

11.2.3.2. Lipoprotéines a haute densité (HDL)
Le cholestérol HDL est composé de lipoprotéines qui transportent le cholestérol des arteres
vers le foie ou il est détruit. Il est connu comme "le bon cholestérol" car il permet d’éviter

I’accumulation de cholestérol dans les vaisseaux sanguins, un facteur de risque cardiovasculaire.

11.2.3.3. Lipoprotéines a basse densité (LDL)

Le LDL (Low Density Lipoprotein, ou lipoprotéines de faible densité) est connu comme le
"mauvais cholestérol” car il correspond a I’exces de cholestérol qui se dépose sur les parois des
vaisseaux sanguins pour former des plaques d’ athérome constituant ainsi un facteur de risque

cardiovasculaire.

11.2.3.4. Cholestérol

Le cholestérol est un corps gras fabriqué par notre organisme et qui se trouve également
dans I’alimentation. C’est un élément indispensable a la synthése de nombreuses hormones, mais
aussi a la structure de la membrane qui entoure les cellules. L'excés de cholestérol n'est pas une

maladie en soi mais un facteur de risque pour d'autres maladies du cceur et des vaisseaux.

11.2.4. Bilan rénale
Des simples analyses de laboratoire permettent de vérifier la capacité d’élimination et
d’épuration des reins et de détecter ainsi d’éventuels dommages & un stade précoce, pour

prévenir le risque d’une plus grande dégradation.

11.2.4.1. Dosage de la créatinine dans le sang

La créatinine est un déchet provenant de la dégradation de la créatine, apres qu’elle ait été
utilisée par les muscles pour produire de I’énergie. Elle est transportée par le sang, filtrée par les
reins et éliminée dans les urines. Le taux de créatinine dépend de la masse musculaire, ce qui

explique des valeurs de références différentes pour les femmes et les hommes.
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11.2.4.2. Dosage de I’urée dans le sang

L’urée provient du processus de dégradation des protéines. C’est une combinaison de
I’azote des protéines et de molécules produites par le foie. Le dosage de 1’urée seule dans le sang
ne suffit pas a établir un diagnostic car la quantité d’urée produite chaque jour varie en fonction

de I’alimentation (2). Elle est donc toujours associée a d’autres analyses.

11.2.5. Tests de stress oxydatif

les test de stress oxydatiffMDA et GSH} sont performées sur les organes récoltées des rats
apres la sacrifice, les organes récoltées sont les reins, foie et le cerveau. chaque organe est
homogené en 4.5 ml de solution tampon ¢{PH=7.4 et PH=8.9 pour GSH et MDA respectivement 3}
par prélevement un 0.5 g de chaque organe. une teste finale est performée apres la mélange des 3

homogénats(foie, rein et cerveauy pour la test de stress oxydatif cellulaire.
11.2.5.1. Méthode de dosage du Malondialdchyde (MDA)

11.2.5.1.1. Principe

Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu acide et & chaud
avec l'acide thiobarbiturique. La réaction entraine la formation d'un complexe de couleur rose
entre deux molécules d'acide thiobarbiturique qui peut étre donc mesuré par spectrophotométrie
d'absorption a 532nm (Yagi., 1976).

11.2.5.1.2. Réactif

375mg de TBA, 20g de TCA, 0.01g de BHT, 25 ml de HCL 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 compléte du TBA, puis transférée dans une fiole de 100ml et le volume complété a

| 'eau distillé jusqu'au de jauge.

11.2.5.1.3. Mode opératoire

Pipeter dans les tubes a essai en verre et a vis, 200ul d'‘échantillon, 800 pl de réactif TBA et
fermer hermétiqguement. 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 formes lors de la réaction. Centrifuger a 3000 tours/minutes

pendant 5 minutes et lire I'absorbance du surnageant & 532 nm a l'aide d'un spectrophotométre.
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11.2.5.1.4. Expression des résultats

La concentration de TBARS a été déterminée en utilisant le coefficient dextinction
moléculaire du MDA (&= 1,53.10"5 M-1 cm-1). Les résultats ont été exprimés en umol/1. MDA
(umol/mg de prot) = (Do échantillon/1.53 x 10"5) /mg de prot.

11.2.5.2. Méthode de dosage de glutathion réduit (GSH)

11.2.5.2.1. Principe

Le complexe formé entre le GSH et l'acide 5,5'dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB), ce qui
libére I'acide thionitrobenzoique (TNB) lequel présente une absorbance a 412nm (Weckbercker
et Cory., 1988).

11.2.5.2.2. Mode opératoire

A 800 pL d'’homogénat sont ajoutés 200 pL de I'acide salicylique (0.25 %). Mélanger avec
l'agitateur et laisser 15 minutes dans le réfrigérateur puis centrifuger a 1000 t/min pendant 5
minutes. 500 pL de surnageant sont ensuite mélangés avec 1000 pL de tampon tris (tris 0.4mol,
NaCl 0.02mol, PH=8.9) et 25uL de DTNB (0.01 mol. L™). Aprés 5min d'incubation, la lecture

de l'absorbance s'effectue A=412 nm.

11.2.5.2.3. Expression des résultats
On calcule la concentration du GSH exprimée en nano moles par milligramme de protéines

(n-mol/mg prot) selon la formule suivante :

DO x 1 x 1.525 d
13133 X 0.8 X 0.5 X mg de prot

GSH(nM /Mg de prot) =

11.2.6. Poids

Le poids est un parametre de mesure de la masse totale et ou corporelle qui permet de
préciser la dose d’un principe actif et/ou la détermination des changements de la masse surtout
dans les cas de diabéte ou des expérimentations sur les changements de la profile lipidique. Le

poids des rats est mesuré en utilisant une balance.
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11.2.7. Glycémie
Le sang a été préleve de la queue du rat avant I'administration d'extraits pour la détermination
du taux de glucose sanguin en utilisant un glucometre one call extra. Les résultats ont été

exprimés en termes de milligramme par décilitre de sang.

11.2.8. Etude histologique

pour les études histopathologiques, les rats sont anesthésiées avec une dose injectee par voie
intramusculaire de ketamine hydrochloride (100 mg/kg) + Xylazine (11 mg/kg) (Sigma-Aldrich;
Merck KGaA), et le tissu pancréatique est placé dans 10% de formaldéhyde pour fixation pour
3h en température ambiante et embarqué en paraffine, des sections tissulaire d un épaisseur de 5
um sont préparées et colorées par hématoxyline + Eosine pour 5 min a température ambiante
aussi. les images ont été capturées en utilisant un microscope optique avec une magnification de

x40 et les analyses sont conduit par le package de R CR Image et analysées par un pathologiste.

11.2.9. Analyses statistiques
Les calculs statistiques sont souvent utiles aux biologistes pour la détermination des valeurs
normales ou plus exactement des valeurs de référence. Comme pour 1’évaluation de précision et

I’exactitude d’analyse.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne et écart-types (ES). La comparaison des
moyennes est réalisée par le test « t » de Student pour les deux lots de rats étudiés (témoins et
expérimentaux). Cette analyse est realisee grace au logiciel STATISTICA MINITAB (version
2019) et MICROSOFT EXCEL (version 2010) .

La valeur de « t » nous donne le degré de signification « p » lu sur la table de Student

(Schwartz, 1992), la différence entre deux moyennes est :

Les différences sont considérees:

* . significatives a p < 0.05.

** - hautement significatives a p<0.01.

*** - trés hautement significative a P < 0.001.

NS : Différence non significative a P > 0.05.
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I. Résultats
1.1.Screening phytochimiques

Les résultats obtenus sont rapportés dans le tableau suivant :

Tableau 6: Screening phytochimiques de I'extrait d"A. Iva.

Tests phytochimiques Les résultats
Meétabolites secondaires Réactifs Macération Macération
(Aqueux) (hydro-
alcoolique)
Mayer - +
Alcaloides
Wagner - STE
Tanins FeCl; 1% +++ +++
Flavonoides Hel + Mg™* ++ +++
Quinones NaOH + +
Composés réducteurs Liqueur de Fehling ++ ++
Terpénoides Test de Slakowski + +++
Saponines Test de mousse + -

Présence notable +++, Présence modérée ++, Traces +, Absence -

Les tests phytochimiques réalisés sur les deux extraits de la partie aérienne d’4 iva. nous ont
permis de mettre en évidence la présence de différentes metabolites secondaires.

Les résultats obtenus ont révélé la présence des flavonoides, des terpénoides dans les extraits
obtenus par macération, ainsi que les tanins, les quinones libres et les composés réducteurs.

Par contre les saponines sont absentes dans la préparation hydroéthanolique. La préparation
aqueuse a révélé quelque différences en composition chimique notamment I'existence des

saponines et 1’absence des alcaloides.
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1.2.Dosage des poly phénols totaux et flavonoides

Les résultats obtenus pour le dosage des poly phénols et flavonoides totaux sont exprimeés en
ug équivalent acide gallique par milligramme de matiére séche de 1’extrait obtenu (mg EC/g
MS), et ug équivalent catéchine par milligramme de matiere séche de 1’extrait obtenu (mg EC/g
MS) respectivement. En utilisant 1’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage
tracée de ’acide gallique et de la catéchine Figures 7 et 8.

y=0.001x+0.0627
06 - R? =0.9759

o o o o
N w H (O}
1 1 1 1

L 2

absorbance a 765 nm

©
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acide gallique ug,ml

Figure 7: courbe d étalonnage de I"acide gallique pour le dosage des poly phénols.
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Figure 8: courbe d étalonnage de la catechine pour le dosage des flavonoides
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Le dosage des poly phénols totaux et des flavonoides a montré que Iextrait hydro
éthanolique d"A.iva posséde des quantités élevées en poly phénols ¢112.3+6.082763 mg EC/g
MS) accompagnée d’une valeur moyenne ¢73.875+ 13.52082 mg EC/g MS) des flavonoides.
L extrait aqueux posséde des valeurs proche, inferieure a celles de I'extrait hydro-éthanolique, en
polyphénols et en flavonoides respectivement (101.4+3.068115 mg EC/g MS) ¢{64.743+ 6.6696
mg EC/g MS).
1.3.Test de piégeage du radical libre DPPH'(2,2 diphényle-1- Picrylhydrazyl)

L évaluation des activités anti radicalaires de I"extrait hydro éthanolique de la partie aérienne
d*A.iva a été realisée par la méthode de piégeage du radical DPPH. Les résultats obtenu sont
exprimées en pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en présence des concentrations de
I’acide ascorbique et d'extrait hydro éthanolique de la partie aérienne d’A.iva préparés par

macération ¢figure 9et10 ).

y=17.992In(x)-29.816 y = 18.122In(x)- 33.843
90 - R? =0.9274 R?=0.9435
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Figure 9: les courbes des pourcentages d inhibition de I'extrait hydroéthanolique d"A.iva
répétées trois fois.
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Figure 10: les courbes des pourcentages d inhibition de I'extrait aqueux d A.iva répétees trois
fois.
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Figure 11: pourcentages d inhibition de I"acide ascorbique répétées trois fois.

Selon les résultats représentés dans les figure 9 et 10 on remarque que les extraits ¢hydro
éthanolique et I'aqueux} présente des pourcentages dinhibition élevés avec de faibles

concentrations de 400 ug/ml ¢ par moyennej.

Le rendement de I’extrait hydro éthanolique et aqueux ont montré respectivement les
pourcentage suivant (78.50% , 73.18 % ).

Ensuite, nous avons déterminé pour I’acide ascorbique et I'extrait hydro éthanolique, la
concentration nécessaire pour réduire 50 % du radical libre DPPH" (ICs). Les résultats sont

représentés dans les tableaux suivants :
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Tableau 7: les valeurs d"1Cs de I"acide ascorbique.

Molécule de référence

Acide ascorbique moyen écartype
1%¢ fois | 2°™ fois | 3°™fois
ICs0 (ng/ml) 1.0921 1.527 1.759 | 1.459367 + 0.338555

Tableau 8: les valeurs d'ICs de I'extrait hydroéthanolique d"A.iva.

Extrait Hydroéthanolique

) _ _ moyen écartype
1%¢ fois | 2°™fois 3™ fois
ICso (ug/ml) 102.1647 | 84.45289 97.24733 94.62165 +9.143191
Tableau 9: les valeurs d"ICs de I"extrait aqueux d”A.iva.
Extrait aqueux .
écartype
moyen
1%¢ fois | 2°"fois 3°™ fois
ICso (ug/ml) |109.1047 | 95.75867 116.421 107.0948 +10.47679

D’apreés les valeurs obtenues, I’extrait hydro éthanolique posséde le pouvoir antioxydant le
plus élevé avec une valeur dIC 5o de ¢94.62165 + 9.143191 pg/ml). Pour I'extrait aqueux, la

valeur dICs est inférieure a celle de I'hydro alcoolique ¢ 107.0948+10.47679 ug/ml3.

Ces valeurs sont largement supérieures par rapport a 1’ICso obtenu pour la moyenne de

I’acide ascorbique (1.459367ug/ml) utilisé comme molécule de référence. Nous avons constaté

que 1’acide ascorbique posséde le pouvoir anti radicalaire le plus élevé.

39




Résultats et discussion

1.1.4.La chromatographie liquide a haute performance HPLC

uV
40000 g‘:
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Figure 12: la courbe de la séparation des différents composées chimiques par HLPC combinée
avec I'UV visible a longueur d onde 268nm d extrait hydro éthanolique d"A.iva selon leur temps
de rétention.

156877 2.868948995 5 573.789799

HL - aque

Tableau 10: révélation de I"acide gallique et leur concentration.

108455 5.006000462 5 1001.200092

Tableau 11: révélation de I'acide chlorogenique et leur concentration.

HL - aque

228570 3.878669608 5 775.7339216

HL - aque

Tableau 12: révélation de la vanilline et leur concentration.
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La technique de la chromatographie liquide a haute performance (HPLC) permet la
séparation des différentes composées chimiques de I'extrait hydro éthanolique d A.iva. En

utilisant une colonne de gel de silice {C:18) et une quantité de 5 ml de I'extrait d"A.iva.

L’analyse chromatographique ( figure 12) a révélé la présence de trois composées phénoliques
par les concentrations suivantes :

e Acide gallique ¢ temps de rétention de 5.202 min} avec une concentration de ¢2.86 g /

ml} et une concentration totale de ¢573.78 pg/g) dans I"échantillon.

e Acide chlorogenique ¢ temps de rétention de 13.422 min) avec une concentration de¢
5.006 pg / ml3y et une concentration totale de €1001.2 g /g) dans I"échantillon.

e Vanilline ¢ temps de rétention de 21.373) avec une concentration de ¢3.87 ug /ml3 et une
concentration totale de {775.73 pg/g) dans I'échantillon.
1.2.tests biologiques
1.2.1.Formule numérique sanguine (FNS ): les résultats obtenus sont représenté dans la figure
13.
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Figure 13: les valeurs numériques des cellules sanguines différentes chez les groupes des rats
expérimentaux. ¢ ttmoin m= témoins malade. témoins s= témoin sein. e-aqueux= groupe traitée

par I"extrait aqueux et hydro alcoolique = la groupe traitée par I"extrait hydro alcoolique} avec un

nombre d*échantillon ¢n=>5).

Comparaison avec les témoins seins © p<0.05 ; p<0.01 ; ~ p<0.001. comparaison avec les

témoins malades’ " p<0.05 ; "p<0.01; " p<0.001. NS= non significatif.

1.2.1.1.globules rouges (RBC)

les résultats exprimées dans les figures a révélé qu’il y a une diminution significative
{p<0.05) du nombre des globules rouges ¢{RBC) chez la groupe traitée par I'extrait hydro
alcoolique d"A.iva accompagné par une diminution non significative {p>0.05} des RBC chez le
groupe traitée par | extrait aqueux et une diminution non significative ¢{p>0.05} des RBC chez le
groupe des témoins malades. En comparaison avec le témoin sein.

Par contre a une augmentation significatif {p<0.05) pour le groupe hydro éthanolique et une
augmentation non significatif {p>0.05) pour le groupe aqueux en comparaison avec le groupe

témoins malades.

1.2.1.2.WBC {globules blanches)

Une augmentation non significative ¢{p>0.05} pour la groupes témoins malades et le groupe
traitée par I'extrait hydro alcoolique et il existe une diminution non significative ¢p>0.053 pour le
groupe traitée par I'extrait aqueux de la plante a été remarqué en comparaison avec le témoin
sein. La comparaison avec le témoin diabétique les résultats ne montrent aucune différence

significative ¢{p>0.05) pour les deux groupes.
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1.2.1.3.PLT ¢ plaguettes)

Une augmentation significative {p<0.05} est notée pour le groupe hydro alcoolique et pour le
reste il y a une diminution non significative ¢p>0.05) pour le nombre des plaquettes par rapport
aux témoins sein. Aucune différence significative n’a été remarquée en comparaison avec le

témoin malade.

1.2.1.4.LYMPH ¢lymphocytes)
Aucune différence significative n’a été remarquée par rapport aux témoins sein. En revanche
nous avons remarqué une diminution notable¢p<0.05) pour le groupe hydro alcoolique et une

diminution non significatif pour le groupe aqueux.

1.2.1.5.HCT ¢hématocrites)
Une diminution significative ¢p<0.05) pour le groupe hydro alcoolique et non significative
pour le groupe traitée par I"extrait aqueux et en méme temps les deux témoins ¢{malades et seins}

présente un taux identique d hématocrite.

1.2.1.6.HGB ¢hémoglobine)

Il y’a aucune différence significative pour les deux groupes traités par rapport aux témoins

1.2.2.Bilan hépatique :
La figure 14 révele les concentrations plasmatiques des transaminases TGO et TGP.
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Figure 14: les concentrations des enzymes des TGO et TGP chez les rats des groupes
expérimentaux exprimées en Ul/l avec un nombre déchantillon ¢n=5).

Comparaison avec les témoins seins : p<0.05; ~p<0.01: " p<0.001.

Comparaison avec les témoins malades : “ p<0.05 ; "p<0.01; ~ p<0.001. NS= non significatif.
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Résultats et discussion

1.2.2.1.TGO

Aucune différence significative n’a été remarquée chez les groupes traités par rapport aux

témoins seins. En revanche le groupe aqueux a montré une diminution significative ¢p<0.05} du
taux de la TGO.

1.2.2.2.TGP

Une diminution significative {p<0.05) chez les deux groupes traitée par I'extraits d"A.iva , et

pour les témoins malades. le groupe aqueux ayant une diminution significatif ¢{p<0.05).
1.2.3.Bilan rénale
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Figure 15: les taux d’urée et créatinine chez les groupes des rats expérimentaux exprimées en
mg/l avec un nombre d*échantillon ¢n=>5).

Comparaison avec les témoins seins : p<0.05; p<0.01; " p<0.001.
Comparaison avec les témoins malades : “ p<0.05 ; "p<0.01; ~ p<0.001. NS= non significatif.

1.2.3.1.Urée

Une diminution importante significatif {p<0.05) chez la groupe aqueux et par contre aucune

différence significatif ¢{p>0.05} est notée chez la groupe des rats hydro alcoolique.

1.2.3.2.Créatinine

Il existe aucune différence significatif chez toutes les groupes expérimentales en
comparaison avec les groupes des témoins.
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1.2.4.Bilan lipidique
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Figure 16: Le taux de I’HDL, LDL, Triglycérides et cholestérol chez les groupes expérimentaux
des rats exprimées en g/l avec un nombre d*échantillon ¢n=5).

Comparaison avec les témoins seins © p<0.05; p<0.01;  p<0.001.
Comparaison avec les témoins malades: “p<0.05 ; "p<0.01; " p<0.001.

NS= non significatif.

1.2.4.1.HDL
Il ya aucune signifiance ¢p>0.053) pour les différences de cette paramétre chez les deux

groupes expérimentales.

1.2.4.2..LDL
Cette cas est tres proche et comparable avec le cas précédente de I'HDL; aucune différences

significatif ¢{p>0.05) est notée chez la groupe hydro alcoolique et la groupe agqueux.
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1.2.4.3.Triglycérides (TG)
Il ya une augmentation notable de taux des TG non significatif {p>0.05) chez les deux

groupes des rats traitées par | extrait de la plante.

1.2.4.4.Cholestérol
La groupe des rats traites par |extrait hydro alcoolique remarque aucune changement
significatif de cette paramétre ¢non significatif p>0.05) et il y'a Une diminution significatif

{p<0.05) est notée pour la groupe aqueux de cholestérol para port les témoins.

1.2.5.les tests de stress oxydatif ¢GSH et MDA)
1.2.5.1.Méthode de dosage du Malondialdchyde (MDA)
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Figure 17: Les concentrations du MDA dans les organes ¢ foie, rein et cerveau) et le
concentration cellulaire¢mixte) chez tout les groupes expérimentales respectivement exprimées

en umol/mg avec un nombre d échantillon ¢n=5).
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Comparaison avec les témoins seins © p<0.05;  p<0.01:  p<0.001.
Comparaison avec les témoins malades: “p<0.05 ; "p<0.01; " p<0.001.
NS= non significatif.

1.2.5.1.1.Foie

Les résultats des concentrations de I'MDA chez les différents groupes des rats révéler qu’il
y'a dans le foie une augmentation trés hautement significatif ¢{p< 0.001} de I'activité de la MDA
chez la groupe traitée par |'extrait hydro alcoolique et un diminution de méme dégrée {para port
les témoins} , la groupe traitée par I'extrait aqueux présente une augmentation significatif {p<
0.05) de MDA.

1.2.5.1.2.Reins

Toutes les groupes présente une augmentation non significatif ¢p>0.053 pour I'activité de MDA.

1.2.5.1.3.Cerveau

La groupe traitée par I"extrait hydro alcoolique présente une augmentation significatif
¢p< 0.05 ) para port les témoins seins et une diminution de méme dégrée en comparaison avec les
témoins malades et par contre les autres groupes présente des changements non significatives
¢p>0.05) pour I"activité de MDA.

1.2.5.1.4.MDA cellulaire ¢mixte)
Toutes les groupes présente une augmentation non significatif pour I'activité de MDA.

1.2.5.2.Méthode de dosage de glutathion réduit (GSH)
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Figure 18: Les concentrations du GSH dans les organes¢ foie, rein et cerveauy et le concentration
cellulaire¢mixte) chez tout les groupes expérimentales par ordre exprimées en u mol/mg avec un

nombre d*échantillon ¢n=>5).

comparaison avec les témoins seins © p<0.05; p<0.01;  p<0.001.
comparaison avec les témoins malades: “p<0.05 ; " p<0.01; ~ p<0.001.

NS= non significatif.

1.2.5.2.1.foie
La groupe hydro éthanolique exhibérent une diminution notable signifique ¢p<0.053} et
I"extrait aqueux ayant un diminution hautement significatif {p<0.01) pour le concentration de

GSH para port les témoins malades et aucune changement significatif para port les témoins seins.

1.2.5.2.2.reins

La groupe traitée par I'extrait hydro alcoolique présente une augmentation significatif
¢p< 0.05) de I'activité de GSH para port les témoins seins et une diminution de méme dégrée
para port les témoins malades, les restes des groupes présente une augmentation non significatif
¢p>0.05) pour I"activité de GSH.

1.2.5.2.3.cerveau
Toutes les groupes présente une augmentation non significatif {p>0.05} pour I'activité de

GSH para port les témoins.
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1.2.5.2.4.GSH cellulaire {mixte)

La groupe traitée par I'extrait hydro alcoolique présente une augmentation significatif

¢p<0.053 pour I'activité de GSH para port les témoins seins et le reste des groupes présente une

changement non significatif ¢p>0.05).

1.3.Glycémie et poids

1.3.1.Etude de la croissance corporelle et le poids relatif des organes

Poids relaife (g)
Rein
Hy-alcool |202 + 25.41653 |11 +3.741657 |5.6445 +0.92359 | 1.144 +0.08879 | 1.0395 £ 0.03087
E-aqueux |192.75 + 18.1360 | 31.25 + 19.3111 | 5.805 + 0.557288 | 1.3015 £0.18571 | 0.999 + 0.055827
Temoins |194.5£9.327379 | 0.5 +1.914854 |4.89825 +0.1510 | 1.1655 +£0.08485 | 1.095 + 0.027289
Temoin m |189 £ 16.51262 |13.5 +8.544004 |5.59775 +0.6561 | 1.0905 +0.12813 | 1.02175 +0.05967

Tableau 13: Gain du poids chez le groupe témoin et Les valeurs sont exprimées en Moy + ES

avec un nombre d’échantillon (n =5).

Comparaison avec les témoins seins © p<0.05;  p<0.01:  p<0.001.

Comparaison avec les témoins malades® “p<0.05 ; °p<0.01 ; © p<0.001.

.NS= non significatif
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Figure 19: Le croissance corporelle des organes chez les groupes des rats expérimentaux avec

un nombre d’échantillon (n =5).

1.3.1.1.Foie

La groupe traite par I'extrait aqueux remarqué une augmentation notable significatif
¢p<0.05} de poids para port les témoins seins, chez les deux groupes hydro alcoolique et témoins
malades il existe une différence non significatif ¢p>0.05} quasiment identique de la poids

corporelle de foie.
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1.3.1.2.Reins
Le poids des reins des groupes expérimentales est quasiment identique non significativement

¢{p<0.05) para port le poids de référence ¢témoins seins et malades) .

1.3.1.3.Cerveau

Une diminution notable chez la groupe hydro alcoolique et la groupe aqueux significatif
¢p<0.05) respectivement pour les deux cas de la poids cervicale {comparées avec les témoins
seinsy, et par contre il y'a aucune différence significatif en comparaison avec les témoins

malades.
1.3.2.Glycémie
Dose mg/kg Groupes
(pc) Témoins seins Témoins malades | Hydro alcoolique Aqueux
Nombre
- - 10 10
1 105.75+7.18 111.25+9.32"° 105.50+14.11™ 109+10.74"°
3 101.25+6.70 431.8+35 323.33+16.50°" 353462
6 107426.9 469.50+14.53 " 286+10.68%" 300.75+8.30%"
9 94.75+11.62 590.75+9.91 268+1.83°" 261.75+14.97°"
12 134+17.47 589.50+7.42 164.3+34.4° 167.5+29.8°
15 99+7.53 497.25+6.65 110+15.17¢ 10046.58°

Tableau 14: variations de glycémie chez les groupes expérimentales exprimées en mg/dl avec un

nombre d’échantillon (n =5).

Comparaison avec les témoins seins : 'p<0.05; ; p<0.01; ~ p<0.001.

Comparaison avec les témoins malades : “ p<0.05 ;; "p<0.01 ; © p<0.001.

NS= non significatif.
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Figure 20: Les taux de glycémie chez les différentes groupes expérimentales des rats comparées
avec les témoins seinst pendant 15 jours de traitement) exprimées en mg/dl avec un nombre
d’échantillon (n =5).
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1.3.2.1. Jour 1

Aucune différence significatif chez toutes les groupes des rats.

1.3.2.2. Jour 3
Les témoins malades exhibaient une augmentation trés hautement significatif ¢p<0.001} ,
les deux groupes traitées par I'extrait ¢hydro alcoolique et aqueux} remarquent aussi une

augmentation mais hautement significatif ¢p<0.013.

1.3.2.3. Jour 6

Une augmentation trés hautement significatif ¢p<0.001) chez la groupe de témoins malades
parapet les témoins seins et Les deux groupes traitées exhibaient une diminution trés hautement
significatif ¢{p<0.001).

1.3.2.4. Jour 9
Méme pour le jour 6 mais I"augmentation est plus inferieure ¢p<0.001) parapet les témoins seins
et une diminution plus important que jour 6 avec une taux treés hautement significatif ¢(p<0.001}

en comparaison avec les témoins malades.

1.3.2.5. Jour 12

Les témoins malades remarque une augmentation tres hautement significatif {p<0.001) et par
contre les deux groupes traitées ayant une augmentation non significatif ¢p>0.05) para port les
malades, les deux mémes groupes traitées exhibaient une différence non significatif en

comparaison avec les témoins malades.

1.3.2.6. Jour 15

Le méme pour la jour 12 en comparaison avec les témoins seins, et para port les autres témoins
¢malades} Toutes les groupes {témaoins seins, hydro alcoolique et aqueux} remarquent une taux de
diminution tres important et trés hautement significatif {p<0.001) de taux de glycémie et les

valeurs sont quasiment identiques.
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1.4.Etude histologique :

Figure 21: Coupes histologiques du pancréas des rats de la groupe des témoins seins colorées
par H+E, photographiées en utilisant R CRImage sous magnification de x40 {photo originalej.
¢A }: ilots de Langherans, (B} : cellules acinaires, ¢C }: conduit inter-tubulaire.

Figure 22: Coupes histologiques du pancréas des rats de la groupe des témoins malades

diabétiques par I'alloxan colorées par H+E, photographiées en utilisant R CR Image sous
magnification de x40(photo originale). ¢Aj): destruction des ilots de Langherans, ¢B):

dégranulation des cellules beta, ¢C}:nécrose cellulaire.
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Figure 23: Coupes histologiques du pancréas des rats de la groupe traitée par Iextralt A
hydroéthanolique d A.iva €10 mg/kg} colorées par H+E, photographiées en utilisant le R CR
Image sous magnification de x40 ¢{photo originale). ¢A ¥: ilots de Langherans, ¢(B }: régénération

des cellules béta, {C }: acini.

Figure 24: Coupes histologiques du pancréas des rats de la groupe traitée par I extrait aqueux

d'A.iva €10 mg/kg) colorées par H+E, photographiées en utilisant le R CRImage sous
magnification de x40 ¢(photo originale}. {A }: régénération des ilots, (B }: acini, ¢{C} conduit inter-

tubulaire.
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II. Discussion*

En Algérie, les plantes médicinales n’ont jamais été totalement abandonnées et les gens
n’ont jamais cessé de faire appel a la médecine traditionnelle, ce qui conduit & maintenir une
tradition thérapeutique vivante malgré le développement spectaculaire de la médecine moderne
(Dellile, 2013).

Des enquétes ethnobotaniques récentes effectuées dans le but de répertorier les plantes
médicinales utilisées par la population de I’Est et 1’Ouest Algérien, soulignent I’importance
qu’occupe ce patrimoine végétal dans la pharmacopée traditionnelle (Allali Et al., 2008 ;
Hamza, 2011 ; Azzi Et al., 2012).

Ajuga lva ou communément appelée Chendgoura, une plante qui appartient a la famille
des lamiacées, est caractérisée par ses propriétés therapeutiques diverses: antidiabétique,
antioxydant, et anti-inflammatoire...etc. (Bellouad, 2001 ; Dellile, 2013 ; Halimi, 2014).

Les tests phytochimiques que nous avons réalisés sur la préparation par macération de la partie
aérienne d’A.iva ont révélé la présence des flavonoides, des alcaloides, des tanins, des composés

réducteurs, des quinones, et des terpénoides. Par contre nous avons constaté 1’absence des

saponines dans | extrait chez la préparation hydroéthanolique, pour I'extrait aqueux il ya une
résultat treés proche chez tout les composées chimique sauf I"absence des alcaloides et la présence
des saponines.

Les tests phytochimiques réalisés par Reddy Et al., (2016) sur I’extrait éthanolique d’4.iva,
n’ont montré que la présence des alcaloides, des flavonoides, des tanins et des terpénoides.

L étude de Bennaghmouch Et al. (2002) sur I'extrait méthanolique de la plante entiére
d"A.iva révéler la présence des terpénoides et stéroides.

Taleb-Senouci Et al. (2009) la présence des flavonoides et des terpénoides dans I'extrait aqueux
d"A.iva algérienne de la plante entiére.

L’analyse quantitative d'extrait hydro éthanolique de la partie aérienne d’A.iva a montré que
I’extrait préparé par macération posseéde une teneur €élevé en poly phénols totaux (Pt) et en
flavonoides (Flv) avec des valeurs respectives de ¢112.3+6.082763 mg EC/g} et(73.875+
13.52082 mg EC/g}, [I'extrait aqueux présente des valeurs proche que I'extrait hydro
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éthanolique des ¢101.4+3.068115 mg EC/gj par moyenne pour les polyphénols et la quantité des
flavonoides sont par moyenne a {64.743+ 6.6696 mg EC/g).

Les résultats que nous avons obtenus sont supérieures aux travaux realises par Khodja Et
al., 2014), qui ont montré que les teneurs en phénols totaux et en flavonoides de I’extrait
méthanolique d’4.iva sont respectivement de ¢26,86 ng EAG/mg MS} et de (7,41 ug EC/mg
MS}.

Une étude faite par Hariri et Ouis (2016) montre que les teneurs en phénols totaux et en
flavonoides de I’extrait méthanolique d’A4.iva est d’ordre de €3,49 ug EAG/mg MS} ; et {1,23 g
EC/mg MS}. Ces teneurs restent inférieures a nos résultats qui sont plus élevés dans I extrait.

Les teneurs en poly phénols totaux et en flavonoides varient qualitativement et

quantitativement d’une plante a une autre, cela peut étre attribue a plusieurs facteurs :

Facteurs climatiques et environnementaux ...etc. (Ebrahimi Et al., 2008) ;

Le patrimoine génétique (Miliauskas Et al., 2004) ;

la période de la récolte (Miliauskas Et al., 2004) ;

le stade de développement de I'age de plante apres séchage (Miliauskas Et al., 2004) ;

N NN

la méthode d’extraction et la méthode de quantification peuvent également influencer

I’estimation de la teneur des phénols totaux et flavonoides et I'intégrite des molécules en
générale (Lee Et al., 2003).

Pour I’évaluation de 1’activité anti radicalaire, nous avons constaté que ’extrait hydro
éthanolique de la partie aérienne d’4.iva préparé par macération a la 2°™ fois, posséde le pouvoir
le plus puissant parmi les trois fois testés avec une valeur d’ICsq de ¢84.45289 pg/ml}, suivi par
3°M fois (ICso de 97.24733 pg/ml), et enfin la 1%® fois avec une IC50 d’environ ¢102.1647
ug/mly. une moyenne totale d’ICso d'environ (94.62165+ 9.143191 pg/mly est remarqué pour
I"extrait. L’activité anti radicalaire des extraits est donc relativement dépendante de la teneur en
poly phéenols totaux et en flavonoides.

L’étude réalisée par Hariri et Ouis (2016) a montré que 1’ICs de I’extrait méthanolique d’4.iva,
préparé par macération, récoltée a Mascara durant les mois Janvier, Mars et Avril 2014, est de
lordre de ¢512 pg/ml}. et une autre étude réalisée par Khodja Et al., 2014 faite a partir de

I’extrait méthanolique d’A4.iva, préparé aussi par maceration, récoltée a Bedjaia durant le mois

57



Résultats et discussion

de Mars 2008, a donnée une ICs de €168 ug/ml}. donc notre étude sur I"extrait hydro éthanolique
d"A.iva donne une activité et en particulier une pouvoir anti radicalaire la plus importante avec
une valeur de £94.62165+ 9.143191 ug/ml}.

La séparation par la technique de 'HPLC combinée avec la spectrométrie d UV visible

révéler que 1'extrait hydro alcoolique d*A.iva se contiens trois composées phénoliques:

> L acide gallique ‘ une acide trihydroxybenzoique soluble dans 1'eau connu de leur role
astringent ¢resserre et asséche les tissus, et peut faciliter leur cicatrisation), cyclooxygenase 2
inhibiteur {propriété anti-inflammatoire), métabolite végétale, antioxydant, agent
antinéoplasique ¢anti cancéreuse} et un inducteur d’apoptose. I'acide décompose a une
température entre 235 et 240 °C et se libérer des fumes acres et irritantes.

» Lacide chlorogenique : est un tannin et cinnamate ester et un métabolite intermédiaire dans
la biosynthese de la lignine, dérivé de I'acide trans-caféique et I'acide quinique. connu par
leur r6le comme un métabolite végétale et composant alimentaire. I"acide chlorogenique ont
été utilise dans les essais d études de traitement des cas avancées de cancer et |'intolérance

de glucose et la diabéte.

» Le vanilline * est un monomethoxybenzene hautement soluble dans éthanol, diethyle d éther
et I'acétone. le vanilline est un membre de la famille des benzaldéhydes. connu par leur
role d'un métabolite végétale, agent aromatique ¢ odeur comme la vanille} antioxydant et
anticonvulsivant¢anti épileptiques, désordre bipolaire et agent calmantj.

Au lumiere de ces résultats I'extrait hydro éthanolique d"A.iva se contiens des propriétés
cicatrisantes, anti-inflammatoires, antioxydants, anticancéreuses ,antiépileptiques et laxatifs.
cette étude est on accord avec les travaux de (Bondi Et al., 2000) qui montre une activité anti-
inflammatoire de la plante pour les parties aériennes d A.iva.

Une étude performée par ¢(Khatteli, Et al} révéler que I'acide chlorogenique de
concentration de ¢240ug/g} est la seule composée phénolique identifié en accord avec notre
étude, cette résultat est notablement inferieure de notre résultat de {1001.200092 yg/g}.

L’étude performé par (David, Arulmoli, & Parasuraman, 2016; Yakoub Et al., 2018) sur
I"extrait d"A.iva révéler la présence de la propriété anticarcinogenique. cette étude est en accord

avec notre étude performe sur I'extrait hydro éthanolique d A.iva qui révéler la présence de
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quelques composées anticarcinogeniques notamment que l'acide galliqgue et Iacide
chlorogenique.

L’étude de ¢(Chenni Et al} est en accord avec notre expérimentation qui se montre une
activité anti oxydante pour I"extrait aqueux d A.iva.

Quant aux parametres hématologiques, les deux extraits ¢aqueux et hydro éthanolique)
d"A.iva ne montre pas une interférence significatif sur la production et les taux des globules
blanches, lymphocytes et hémoglobine malgré I'augmentation visible pour I"'hémoglobine et
diminution pour les globules blanches et lymphocytes.

le taux des globules rouges s"augmente au maniére signifique pour les rats traitées par
I"extrait hydro éthanolique sous une valeur de ¢9.46+0.05) et I'extrait aqueux n"interfére pas dans
cette parametre. la méme est pour le taux des plaquettes, I"hématocrites augmente pour la groupe
hydroalcoolique dans les deux cas de comparaison {avec les témoins seins et malades)
signifiguement {p<0.05} avec une valeur de {49.5+0.28}, cette augmentation ayant plusieurs
explications comme une atteint de la maladie de Vasquez ou certains maladies pulmonaires et
elle nécessite des investigations supplémentaires pour interprétation de la cause exacte de
I"augmentation de cette paramétre . Des observations similaires ont été faites par ¢El Hilaly Et
al. (2004).

Quant aux parameétres biochimiques, ASAT ¢ou TGO}, ALAT ¢ou TGP} , sont considérés
comme des marqueurs de la fonction hépatique (Henry, 1999; Palmeiro et al., 2003; Hilaly et al.,
2004). L'analyse de ces parametres est important puisqu'il y a plusieurs rapports de la toxicité du
foie liés a l'utilisation des produits phytotherapeutiques (Corns, 2003; Pittler et Ernst, 2003).
Dans la présente étude, on a observé des augmentations notables non significatives en valeurs
d'ASAT (P>0.05) pour les rats traitées par |'extrait hydro alcoolique et une diminution légere
non significatif. et pour I'’ALAT il existe une diminution notable significatif ¢ p<0.05} pour les
rats traitées par I'extrait hydro aqueux d A.iva para port les témoins et une autre diminution
proche que I"extrait aqueux non significatif est noté pour la groupe hydro alcoolique ¢p>0.05).
les deux groupes traitées par |'extrait présente une taux de diminution notable des deux
parameétres hépatiques ¢extrait aqueux présente une diminution significatif p<0.05 pour le TGP
de 40.5+0.7} para port les témoins malades. ces résultats signifie une amélioration de I'intégrité

cellulaire des cceur et/ou foie.
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Les examens histopathologiques nécessaires dans le cas des augmentations des ASAT et/ou
ALAT (Henry, 1999; Palmeiro Et al., 2003; Hilaly Et al., 2004; Kanjanapothi Et al., 2004),
n’ont pas confirmé 1’atteinte hépatique. L'ALAT est situé principalement dans le cytosol des
hépatocytes, cette enzyme est considérée un marqueur plus sensible des dommages des cellules
hépatiques que I'ASAT. ASAT est une enzyme trouvée dans le cytoplasme et les mitochondries
dans différents tissus, principalement dans le cceur et les muscles squelettiques, le foie, les reins,
le pancréas, et les érythrocytes (Chaves et Silva, 1998; Aniagu, Et al., 2004).

Pour les autres parameétres biochimiques comparées avec les témoins seins, le taux de I'urée
est quasiment reste inchangé pour les rats traitées par |'extrait aqueux et une augmentation
notable pour la groupe hydro alcoolique, les changements des taux sont non significatif {p>0.05)
pour les deux cas, par contre les rats ttmoins malades non traitées se présente une augmentation
importante significatif ¢p<0.05) , et par comparaison la groupe traitée par I’extrait aqueux avec
les rats témoins malades il ya une réduction significatif p<0.05 ¢la groupe hydro alcoolique subit

une différence non significatif p>0.05) est noté pour le taux de I'urée et donc I extrait aqueux

d"A.iva réduit la toxicité rénale cette résultats est en agreement avec les études de ¢ Wang Et
al,2017}. pour le créatinine les deux groupes traitées par I'extrait d’A.iva ¢aqueux et hydro
alcoolique} se présente une élévation légere et peu notable non significatif (p>0.05)
respectivement. les rats témoins malades diabétiques non traitées exhiberent une taux d'uree
élevée et taux de créatinine le plus bas chez toutes les groupes expérimentales {toutes les valeurs
sont non signifique p>0.05}.

En comparaison les groupes traitées par les extraits avec la groupe des témoins malades, les rats
traitées par I'extrait aqueux exhibée une diminution significatif de ¢0.275+0.02 g/I} et les rats hydro
éthanolique exprime une taux non significatif de diminution. donc I'extrait aqueux est plus
effective a réduirai les complications de I'hyperglycémie chez les parametres rénales.

L’urée et le créatinine sont des marqueurs spécifiques les plus communs qui sont utilisées
dans les diagnostiques des troubles rénales, I'urée formée dans le foie est une produit finale de la
dégradation des composées azotées notamment que les protéines est diffusée dans le sang puis
éliminer dans I'urine comme le créatinine qui est en autre part une déchet métabolique des
muscles et comme I'urée il est excrété dans I'urine par les reins. les diagnostiques correctes
rénales doit étre inclus les taux des deux paramétres simultanement sous forme de rapport

<<urée‘créatinine>> qui serve comme une indice beaucoup plus fiable que les deux parametres
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séparées. il existe des plusieurs conditions qui serve a I'augmentation de la taux de I'urée et le
créatinine qui doit étre aussi analysées et étudiées pour donner une diagnostique correcte ¢
Baum, Dichoso et Carlton, 1975 3. le taux de I'urée élevée chez les rats diabétiques est due a la
néphropathie diabétique qui méne a la dégradation des systemes de filtration rénale et finalement
a une taux d’urée éleve (Shrestha Et al., 2008} .£Wang Et al., 2017} montrent que I'extrait de la
plante d"A.iva peut diminuer la taux de I'urée et créatinine.

Quand les parameétres de profile lipidique, le taux de I'HDL et LDL sont quasiment
identique pour tous les groupes expérimentales; il ya une augmentation non signifique pour les
deux groupes traitées par I'extrait d"A.iva ¢hydro alcoolique et aqueux} et diminution légére pour
la groupe des témoins malades, toutes les résultats sont non significatifs ¢p>0.05} et donc elle
indique une absence d'un effet sur le taux des deux valeurs d'HDL et LDL.

Le taux des triglycérides est augmenté au maniére notable non signifique ¢p>0.05} chez les
deux groupes traitées par | extrait aqueux et hydro éthanolique d A.iva et par contre il ya une
diminution peu notable sur le taux des triglycérides chez les témoins malades, ces résultats
indique que les rats diabétique de type 1 souffrir des troubles métaboliques lipidique a cause de
la blocage et I'inactivation de la récepteur de glut 4 et par contre les rats traitées exhibérent une
augmentation notable de taux des TG qui indique une action régulatrice dans la métabolisme
lipidique. et finalement les taux de cholestérol diminuées ¢ non significatif p>0.05 sauf une
diminution significatif ¢p<0.05} de ¢0.425+0.03 g/I} chez la groupe traitées par I'extrait aqueux
en comparaison avec la groupe des témoins malades ) chez les groupes traitées par les extraits de
la plante indique une effet hypo lipidemique surtout avec les taux de HDL qui sont augmentées
apres I'administration des extraits diverses de la plante. mais comme une effet générale sur le
profile lipidique la plante d"A.iva ne présente pas une effet significatif sur le taux de bilan
lipidique (TG, HDL, LDL et cholestérol} en comparaison avec les rats seins et une diminution
significatif pour le cholestérol en comparaison avec les témoins malades non traitées. ces
résultats sont proches avec les études de (EI Hilaly Et al., 2006) qui révéler une propriété anti
lipidemique de I'A.iva.

Selon les resultats obtenu sur les effets d A.iva sur les activités antioxydants des deux
enzymes de MDA et GSH. L’ extrait d"A.iva augmente les taux de MDA chez les sujets traitées
en comparaison avec les témoins malades qui mene a la réduction de la peroxydation lipidique

surtout dans le foie et le cerveau, c’est due a la présence des certains composées anti oxydants
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notamment que les polyphénols et flavonoides qui sont considérées des capteurs effectives des
radicaux libres qui méne a la réduction de la peroxydation des lipides {Houghton Et al., 1998;
Wagner Et al., 1995; Soto Et al.c 2003}, ces résultats sont en agreement avec {Lortz Et al.,
2000; avec Hamden Et al., 2008). Et en cas de GSH les deux extraits remarque une
augmentation notable de la taux de I'enzyme antioxydant de glutathion GSH et cet augmentation
est une indicateur de la réduction des radicaux libres générer par I'hyperglycémie, I extrait
aqueux exhibait une réduction plus important para port I'extrait hydro alcoolique ¢I"hydro
alcoolique exhibait une important réduction dans le foie}, la réduction est aussi expliquer a
I"abondance d"A.iva des composées antioxydants, les résultats sont confirmées par les analyses
de la chromatographie liquide ¢(HPLC} précédente qui révéler trois composées phénoliques ¢acide
gallique, I'acide chlorogenique et le vanilline} et aussi par des études des ¢Khatteli, Et al.,
2020; El Hilaly Et al., 2004 ; Baghiani Et al., 2011}.

Concernant les parametres de poids et la glycémie; les extraits d”A.iva ne remarque pas une
changement de poids significatif para port les témoins malades ces résultats sont en agreement de
I"étude de ¢ Lekhmici, Et al.,2013 ).

Pour la glycémie, les deux extraits d A.iva remarque des résultats trés similaires sur la
réduction de taux de glycémie chez les rats diabétique insulinodépendante induit par alloxan par
une dose de ¢€150mg/kg}, les résultats se manifestent apres 15 jours de traitement par une quantité
identique de 10mg/kg pour les deux extraits. a la fin de I'étude expérimentale les taux de
glycémie comparées avec les rats témoins malades remarque une diminution trés hautement
significatif {p<0.001} et en comparaison avec les témoins seins la différence est non significatif
¢p>0.05}, ces résultats indique que les rats traitées sont trés proche a I'état sein et les extraits
d"A.iva ayant une pouvoir curative anti hyperglycémique qui réduit les complications de diabéte
par I'induction de régénération cellulaire des cellules beta pancréatiques qui par conséquence
régulier les taux glycémiques sanguines, cette affirmation est enfoncée par les études
histologiques pancréatiques des différents groupes expérimentales des rats qui révéler une
régenération et restauration des cellules beta pancréatique des ilots de Langherans. Ces résultats
sont en contradiction avec la mécanisme de la diminution des diabétes mentionnee dans les
études conduit par (Dalila Et al., 2012 ; Dabis Et al., 1984), Qui notée une diminution de taux
de glycémie sans changement de taux d"insuline qui veut dire I'extrait d"A. lva ne cause pas une

régénération et restauration des cellules béta pancréatiques et plutét il existe une mécanisme
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insulinoindépendante qui agit sur cette diminution (Dabis Et al., 1984). Par contre nétres
résultats sont en accord avec cels études effectuées par (El-Hilaly Et al,.2006 ; Wang Et al
.,2017).
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Conclusion et perspectives
Notre travail a bien mis en évidence a I’instar des auteurs ayant travaillé sur le méme sujet,

des déreéglements importants suite a I’action de 1’alloxan .

Le modele expérimentale de diabete que nous avons utilisés démontrent bien que cette

maladie posséde des traits pathologiques complexes et diversifiés.

L’alloxan comme la streptozocine entraine 1’installation d’une syndrome diabétique se
caractérisant par une polyphagie, une polyurie, une polydipsie chez les rats.

Notre expériences sur les extraits d"A.iva montre que la plante se contiens des plusieurs
composées chimiques dans les extraits obtenus par macération comme les flavonoides, des
terpénoides, tandis que les tanins, les quinones libres et les composeés réducteurs et les saponines
qui généralement contribuent a leurs effets antioxydants révélées par leur effets de la réduction
des radicaux libres ,la peroxydation des lipides et I'intégrité des cellules hépatiques et/ou
cardiaques qui par consequence contribue a lintégrité générale et préservation de sante
corporelle.

Les extraits d"A.iva en quantités réduits ¢€10mg/kg ou 700mg/70kg chez les adultes par
référence) en générale posséde des propriétés anti diabétiques qui aide a la réduction de leur
complications comme I'intoxicité rénale par la réduction de taux de I'Urée sanguine et la
diminution tres hautement significatif de la taux de glycémie sanguine sans effets secondaires
notables surtout par I'induction de la restauration et régénération des cellules beta pancréatiques
observées par les coupes histologiques des pancréas chez les différentes groupes des rats qui
donne des perspectives tres prometteuses pour les utilisations médicales a la lutte contre ce

maladie complexe par une solution moins couteux et moins dangereux.
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ANNEXES

L'appareil de rotavapor utilise pour le séchage.
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ANNEXES

Les extraits sous forme poudre ( séche).

les extraits sous forme liquide aprés filtration.
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ANNEXES

Les balances utilisées dans les mesures différents( la gauche mesure en gramme pour les quantités
notable et le droit pour les mesures sensitives en milligrammes)
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o KA° MS 3 control

[

L'appareil vortex pour la mixtion des solution.
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ANNEXES

Le centrevigeuse.

L'appareil de spectrophotométre.
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Au cote gauche les solutions utilisées pour la coloration des coupes histologiques pancréatiques par

I'Hématoxyline et Eosine. Et a la cote droit l'installation ( microscope optique avec CRImage) utilise pour
les observations et analyses histologiques.
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