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Résumé

Ce travail a pour objectif d’évaluer quelques activités biologiques de quatre plantes
sahariennes, il s’agit de : Nauplius graveolens, Myrtus nivellei, Cymbopogon schoenanthus et
Artemisia judaica d’une part, et de tester les effets d’extraits aqueux de Nauplius graveolens
et Myrtus nivellei sur certains parameétres biochimiques et le statut redox d’autre part chez
des rats rendus diabétiques par injection de I’alloxane. L’analyse phytochimique réalisée sur
les extraits obtenus a montré leur richesse en composés phénolique tels que les tannins et les
flavonoides. La teneur en phénols totaux, tanins totaux et en flavonoides des différents
extraits a été déterminée par des méthodes de Folin-Ciocalteu, chlorure d’aluminium
respectivement qui ont indiqué la présence d’une importante teneur en ces principes dans
I’extrait de Myrtus nivellei. L’activité antioxydant a été évaluée par des tests chimiques tels
que les tests de PM, DPPH et le FRAP qui ont montré que Myrtus nivellei a une activité
antioxydant remarquable par rapport a celle des autres espéces. En plus, D’activité
antibactérienne a montré que la plante Myrtus nivellei a une activité modérée contre Serratia
marcescens. Egalement, Cymbopogon schoenanthus et Artemisia judaica contre les bactéries
Escherichia coli et Enterococcus faecalis. Mais I’activité importante a été observée pour
I’extrait de Myrtus nivellei contre Staphylococcus aureus. L’ effets anti-hyperglycémiant des
extraits ageux (deux doses différentes) de Nauplius graveolen et Myrtus nivellei a été illustré
chez les rats diabétiques traités par gavage gastrique pendant 21 jours, en comparaison avec
un lot témoin diabétique sans traitement et un deuxieme lot a été traité par glibenclamide 5
mg/kg. Un autre lot témoin non diabétique a regu I’eau physiologique uniquement. Les
concentrations de glucose, urée, créatinine, hémoglobine glyqué, triglycérides cholestérol et
LDL sont diminuée significativement par contre une augmentation des taux des protéines
totaux, HDL et le poids corporel des rats traités aux extraits par rapport aux témoins, ces
extraits ont permis de réduire I’ etat de stress oxydant au niveau tissulaire causé par le diabete
se traduisant par une réduction de la production du MDA et une augmentation au niveau
cytosolique du systeme antioxydant (CAT,GSH et GSH-PX). En conclusion que les plantes
médicinales étudiées représentent une source importante de substances et de composés

naturels bioactifs.

Mots-clés: Nauplius graveolens, Myrtus nivellei, Cymbopogon schoenanthus et
Artemisia judaica, diabéte, stress oxydant, alloxane, glibenclamide, activité antioxydant,

activité antidiabétique et activité antibactérienne.
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Introduction générale

L’Algérie, de part sa situation géographique, bénéficie d’un climat trés diversifié, les
plantes médicinales poussent en abondance dans les régions cotiéres, montagneuses et également
sahariennes. Ces plantes constituent des remédes naturels potentiels qui peuvent étre utilisés en
traitement curatif et préventif (Yahia, 1990) et comme agents thérapeutiques depuis des temps
immémoriaux (Haroon, 2015). Cette matiere végétale contient un grand nombre de molécules
qui ont des intéréts multiples mis a profit dans I’industrie alimentaire, en cosmétologie et en
pharmacie; Parmi ces composés on retrouve, les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins,
les terpénes et les flavonoides (Bahorun et al., 1996).

Les phytomédicaments font désormais partie intégrante de notre systéme de soins de santé.
Les connaissances traditionnelles des phytomédicaments développées d'une génération a l'autre
sont basées sur 1’étendue des guérisseurs traditionnels au fil du temps (Haroon, 2015).

La médecine traditionnelle basée sur 1’utilisation des plantes médicinales pour le traitement
de nombreuses maladies, dont le diabéte sucré, continue a étre utilisée, et au cours de ces dix
derniéres années sa popularité n’a fait qu’augmenter (Norman, 1985) et la prévention des
maladies chroniques telles que les pathologies du cceur, le cancer, I'hypertension, et la maladie
d'alzheimer en combattant le stress oxydant (Meddour et al., 2013). Le diabete est une telle
sorte de trouble dans lequel les patients sont a tout le temps sur le risque de complications. Les
complications peuvent étre macrovasculaires (maladie coronarienne, maladie vasculaire
périphérique et accident vasculaire cérébrale), microvasculaire (neuropathie, la rétinopathie et la
néphropathie) et micro- et macrovasculaires associé avec risque de mortalité (Asmat et al.,
2015).

De nombreuses études révelent que le diabete s'accompagne d'un stress oxydant qui
favorise le développement de la maladie (Auberval, 2010), de plus, la génération d'espéces
radicalaires est importante provoguant des dommages cellulaires (Benammar, 2011). Ce stress
oxydants est du a une rupture de I'équilibre physiologie qui existe dans I'organisme entre les
molécules oxydants et les systemes de decence antioxydants (Auberval, 2010). Et comme
facteur déclenchant ou associé a des complications (Boudon et al., 2001). Une preuve directe du
stress oxydatif chez les diabétiques est basée sur la mesure des marqueurs de stress plasmatique
et tissulaires (Jeanette et al., 2005).

L'objectif de notre travail est évaluée 1’activité antidiabétique de deux plantes Myrtus
nivellei et Nauplius graveolens utilisées dans la médecine traditionnelle populaire dans le

traitement du diabéte dans le Sahara algérien et evaluer aussi I’effet piégeur du dommage




Introduction générale

oxydatif moléculaire causé par le diabete expérimentale induit par l'alloxan chez les rats et
¢galement d’étudier quelques activités biologiques (I’activité antimicrobienne et antioxydante)
des deux plantes aromatiques Cymbopogon schoenanthus et Artemisia judaica

Ce travail comporte deux parties:

Premiere partie est consacré a une synthese bibliographique, qui constitué de deux
chapitres I'un sur le stress oxydant et son implication dans le diabete et le deuxiéme chapitre
sur la représentation et la description des plantes étudiées (Myrtus nivellei , Nauplius graveolens,
Cymbopogon schoenanthus et Artemisia judaica ).

La deuxiéme partie concerne la partie expérimentale, qui comporte deux chapitres, I'un sur
les matériels et les méthodes de travail; Le deuxiéme chapitre regroupe 1’ensemble des résultats

qui seront suivis d’une discussion et enfin d’une conclusion.



Premietre partie

Syntheése bibliographique



Chapitre | Stress oxydant et son implication dans le diabéte

I. 1. Définition

Le stress oxydatif se définit comme étant un desequilibre profond de la balance entre les
prooxydants et les antioxydants en faveur des premiers (Pincemail et al., 1999). Cette situation
peut résulter d’un dysfonctionnement de la chaine mitochondriale (ischémie— reperfusion,
vieillissement), d’une activation de systémes enzymatiques (xanthine oxydase, NADPH oxydase,
glucose oxydase, monoamine oxydase), d’une libération de fer libre a partir des protéines
chélatrices (ferritine) ou d’une oxydation de certaines molécules (glucose, hémoglobine,
catécholamines, ...). Enfin, une mauvaise alimentation pauvre en antioxydants contribuera

également a I’apparition d’un stress oxydant (Pincemail et al., 2002).
I. 2. Radicaux libres

Apreés la découverte du radical superoxyde par McCord et Fridovich en 1968 (Serteyn et
al., 2002), les travaux sur les radicaux libres (R") se sont multiplets dans des domaines aussi
variés que la biochimie, la physiopathologie et la physiologie de I’exercice (Tessier et al., 1995).
Les radicaux libres (R") sont des molécules ou des atomes qui possédent un ou plusieurs
électrons non appariés sur leur couche externe (Poortmans et al., 2003).

Ce sont des espéces chimiques, capables d’existence indépendante, qui peuvent éEtre
formées par la perte ou le gain d’électrons a partir d’un composé non radical. Ils peuvent aussi
apparaitre au moment de la rupture symétrique d’une liaison covalente apres laquelle chaque
atome conserve un électron et devient un radical libre, donc sont des espéces chimiques
instables, tres réactives (Tessier et al., 1995) et possédent un temps demi-vie extrémement court:
10 -10°® second (Thiebauld et al., 1998).

I. 3. Différerr®es types des radicaux libres

Les espéces radicalaires les plus importantes en biologie sont les radicaux libres oxygénés
(RLO) et le monoxyde d’azote (NO) (Lacollry et al., 2007) (tableau 01).
I.3.1. Dérivés activés de I’oxygene
1.3.1.1. Oxygeéne

L’oxygeéne moléculaire ou dioxygene est en fait un biradical qui posséde deux électrons
non appariés (Lacollry et al., 2007). Elle est accepteur final des électrons (O,+4 & + 4H —» 2
H.0), une fois leur énergie récupérée au long de la chaine respiratoire mitochondriale pour la
synthése de I’ATP, source méme de la vie cellulaire. Mais elle est aussi I’accepteur intermédiaire

d’¢électron donnant naissance a des radicaux libre oxygéné tres réactifs (Moussard, 2006).
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1.3.1.2. Anion super oxyde (O;")

L’ion radicale superoxyde, qui dérivé de 1I’oxygene moléculaire par fraction d’un électron
supplémentaire (O, + e — 0O"). Il contient 17 électron pour 16 proton : il porte une charge
négative en méme temps qu’un électron célibataire qui le rend instable (Borel et al., 1997)

(figure 01).
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Figure 01 : Structure des couches électroniques les plus périphériques de 1’ oxygéne
moléculaire (A) et superoxyde (B) (Christelle, 2006).
1.3.1.3. Peroxyde d’hydrogéne (H,0,)

Le peroxyde d’hydrogéne (H20;), qui n’est pas un radical libre, peut étre formé
secondairement a la dismutation de (O,™) par la superoxyde dismutase ou produit par réduction
bivalente de 1’oxygeéne grace a un grand nombre de déshydrogénase, la xanthine oxydase,
’uricase, la mono-amine-oxydase (Jadot, 1994).
1.3.1.4. Radical hydroxyle (OH")

Le radical hydroxyle (OH") est produit principalement a partir de I'anion superoxyde et du
peroxyde d'hydrogene en présence d'ions ferriques, au cours des réactions de Fenton et d'Haber-
Weiss :

O, +Fe* — O+ Fe™
H,0, + Fe*— OH" + OH™ + Fe** Réaction de Fenton
O," +H;0,— OH" + OH + O, Réaction d'Haber-Weiss (Vergely et al., 2003).

Les radicaux hydroxyles sont des especes tres réactives a durée de vie trés courte. Ils sont
également peu ou pas sélectifs (Crini et al., 2007).
1.3.1.5. Acide hypochloreux (HOCI)

Dans le polynucléaire neutrophile, la myéloperoxidase (MPO) génére 1’acide hypochloreux
(HOCL), oxydant tres puissant, a partir de H,O; et du chlore (Lacollry et al., 2007), capable de
chlorer les molécules (Serteyn et al., 2002).

H" + CI'+ H,0, — HOCI + H,0
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1.3.2. Monoxyde d’azote (NO)

Le NO est un élément radicalaire présent sous forme gazeuse, lui conférant ainsi un fort
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pouvoir de diffusion dans les milieux biologiques (Besnier et al., 2015). Monoxyde d’azote NO

est tres réactif et la demi de vie tres bréve, de 1 a 5 secondes, il est vite dégrader par des
processus non enzymatiques (Garrett et al., 2000). Le NO' est un molécule instable synthétisé

par les cellules endothéliales (Haleng et al., 2007) former par la conversion de 1’arginine en

citrulline sous la catalyse de NO-synthases (Hennen, 2001) (tableau 01).

Tableau 01: L'ensemble des différents types des espéces radicalaires(Fatmah et al., 2012).

Espéces réactives d’oxygene

Superoxide, O°,

Hydroxyl, OH*®

Peroxyl, ROO*

Alkoxyl, RO*

Hydroperoxyl, HO,

Espéces réactives d’azote

Nitric oxide, (nitrogen mono) NO
Nitrogen dioxide, NO*;

Hydrogen peroxide, H,0,
Hypochlorous acid, HOCI®
Ozone, O3

Singlet oxygen,'O,
Peroxynitrite, ONOO"

Peroxynitrite, ONOO"
Alkyl peroxynitrites, ROONO

Dinitrogen trioxide, N,O3
Dinitrogen tetroxide, N2O4
Nitrous acid, HNO;
Nitronium anion, NO,"
Nitroxyl anion, NO
Nitrosyl cation, NO*
Nitryl chloride, NO,ClI

Especes réactives chlorés

Atomic chlorine, CI Hypochlorous acid, HOCI

Chlorine, Cl;
Nitronium (nitryl ) Chloride, NO,CI

I. 4. Origine des radicaux libres

Les ERO peuvent avoir differentes sources cellulaires, mais la mitochondrie représente une
source importante (Bonnefont-Rousselot, 2014). Les sources endogenes des radicaux libres se
situent au niveau des chaines respiratoire de la mitochondriales des cellules aérobies de
I’organisme (NADH déshydrogénase) (Aurousseau, 2002). Les radicaux libres peuvent
également étre formes au niveau du réticulum endoplasmique. Dans le muscle, les sites de
production sont aussi les lysosomes, les peroxysomes, le réticulum nucléaire et sarcoplasmique,
le sarcolemme et le sarcoplasme. Les sources exogenes sont multiples: I’oxygéne et les

radiations (ultra-violets, rayons gamma) et certains toxiques comme la bléomycine, le
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benzopyréne, les polluants atmosphériques, pour n’en citer que quelques uns (Thiebauld et al.,

1998) (tableau 02).

Tableau 02: Production intra et extracellulaire d’espéces réactives de I’oxygeéne dans les cellules

humaines (Thiebauld et al., 1998).

Radicaux libres

Oy

H>0;

Oy

Oy
10,

Oy

Sources endogénes

Mécanismes
NADH déhydrogénase
Ubiquinone-cyt C réductase
NADH-cyt P-450 réductase
NADH oxydase

Auto-oxydation : adrénaline,
glutathion, vit C, flavines,
dopamine, oxyhémoglobine
Dismutation du superoxyde
20, + 2H'—» H,0;
Oxydation de substrats
AH+0, > A+H)0O;
Sources exogenes
Oxygene
Oxygeéne Hyperbare
Ischémie — Réoxygénation
Radiation
Rayonnements UV (Proche UV)

Radiation gamma, Ultrasons

Toxiques
Adriamycine, ménadione,
Hydralazine, bléomycine
Ethanol, Méthylglyoxal, tabac
Nitrés aromatiques

Benzopyréene

Polluants atmosphériques

Amiante, ozone, NO, NO»

Localisations
Mitochondries
Mitochondries
Réticulum endoplasmique
Membrane cytoplasmique

PMN, Cellule endothéliale
Cytoplasme

Cytoplasme (ZnCuSOD)
Mitochondrie (Mn SOD)
Cytoplasme

Mitochondrie

Cytoplasme

Cytoplasme (cytochrome P
450)
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I. 5.Cibles biologiques des radicaux libres
1.5.1. Lipide

Les acides gras polyinsaturés (RH) comme les acides linoléique ou arachidonique sont les
cibles privilégiées des EOA et plus particulierement des radicaux libres. Dans une
premiere étape, ils se transforment en peroxydes lipidiques (ROOH). Sous 1’action de métaux de
transition (fer, cuivre), les peroxydes lipidiques se decomposent ensuite en toute une série de
sous-produits que sont les aldéhydes et les hydrocarbones (Pincemail et al., 1999). La phase
terminale de degradation conduira a des aldéhydes, parmi les quels on peut citer le
malondialdéhyde (MDA), le 4-hydroxynonénal (4-HNE), ou les isoprostanes (figure 02).
(Poisson, 2013). Il en résulte une altération de la fluiditt membranaire qui conduit
inévitablement a la mort cellulaire (Haleng et al., 2007).

E
HO 4+
= COOH
arachidonate *
/\/\/=“¥ﬁ=\/=“vﬁ=\/\/c00H
radical arachidonyle
[ réaction en
A =\/= COOH chaine
radical diene conjugué radicalaire
+02
%0
ANAA/ANS T
perony ISP\ P
peroxyle
4+ arachidonate
- OOH
AA =/ AAAAA/SVAALOH
endoperoxyde hydroperoxyde
/ e \ \A
H,C—CH, i HO ;
e
ethane MDA
H, H N
B "
H,C” ~C” TCH,
H, H
pentane Hydroxynonenal isoprostanes
Produits terminaux

Figure 02 : Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et nature des
produits terminaux formés (Favier, 2003).
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1.5.2. Protéines

Les protéines ayant des groupements sulfure ou un caractére insaturé sont particulierement
sensibles aux agressions radicalaires les conséquences sont multiples au niveau
cutané :dépolymérisation du collagéne, de 1’élastine et de 1’acide hyaluronique, rupture de
molécules a 1’origine d’inactivation enzymatique, de produits toxiques ou de formation

d’agrégats protéiques (Revuz, 2009).

Ces ROS sont en effet capables de réagir avec différents acides aminés des chaines de
protéines, altérant également leur fonction. Les plus sensibles a leur action sont les acides aminés
aromatiques comme le tryptophane, la tyrosine et I’histidine, sur lesquels le radical OHe
s’additionne, modifiant la conformation de la protéine (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

1.5.3. Acides nucléiques

Les cibles biologiques des ERO sont avant tout: 1’acide désoxyribonucléique, avec
altérations et cassures des brins d’ADN, responsables de modifications de 1’expression du
matériel génétique avec le risque de mutation (Avril, 2002). L’un des marqueurs d’une attaque
oxydative des acides nucléiques est la présence de 8-hydroxy-guanine (8-OHG). Les dommages
causés aux ARNs ne sont pas réparés ; en revanche, les processus de réparation de I’ADN
semblent pouvoir éliminer pratiquement sans erreurs les lésions oxydatives de 1I’ADN.
Cependant, si les dommages excédent les capacités de réparation, la récupération cellulaire aprés
un stress oxydatif peut étre compromise. Par ailleurs, les cassures des brins d’ADN causées par
les ROS, activent la poly(ADP-ribose) polymérase (PARP) et son activation prolongée peut

rapidement épuiser les réserves énergétiques de la cellule (Ré et al., 2005).

1.6. Systémes antioxydants

Notre organisme est équipé de tout un systeme complexe de défenses antioxydants
enzymatiques et non enzymatiques, localisé dans les compartiments intra- et extracellulaire
(Dwassy, 2014). Un antioxydant est une substance qui inhibe ou retarde significativement
I’oxydation d’un substrat, alors qu’elle présente une concentration trés faible dans le milieu ou
elle intervient (Suzy et al., 2002 ; Droge et al., 2002 ; Josem et al., 1999).
1.6.1. Antioxydants enzymatiques
1.6.1.1. Superoxyde dismutases (SOD)

(Cuzn-SOD; EC 1.15.1.1) (Claudine et al., 2004). Ces métalloprotéines, qui représentent
une des premicres lignes de défense contre le stress oxydant, assurent 1’élimination de 1’anion

super-oxyde O2" par une réaction de dismutation, en le transformant en peroxyde d’hydrogéne et
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en oxygene (Haleng et al., 2007). Chez I’homme, on décrit 3 isoenzymes : la Cu/Zn-SOD1
cytosolique, la Mn-SOD2 mitochondriale et la Cu/Zn-SOD3, qui différent par la localisation
chromosomique du géne, leur contenu métallique, leur structure quaternaire et leur localisation
cellulaire (Valéry et al., 2007). La SOD3 est sécrétée par les cellules musculaires lisses et
constitue le systeme antioxydant majeur de la paroi artérielle : son expression et sa sécrétion sont
augmentées par les facteurs vasoactifs (histamine, endothéline 1, angiotensine 1I) et diminuées
par I’homocystéine (Haleng et al., 2007).

1.6.1.2. Catalase

(EC1.11.1.6) (Claudine et al., 2004), elles réduisent le peroxyde d’hydrogéne H,O, en
libérant de I’ oxygene et de 1’eau. Elles sont localisées surtout dans les peroxysomes. Elles
n’¢éliminent pas la totalité du peroxyde d’hydrogeéne, mais leur role est trés important surtout en
présence d’ions ferreux en permettant d’éliminer 1’exceés de peroxyde d’hydrogeéne afin que la
réaction de Fenton ne puisse pas s’amplifier (Goudable et al., 1996). L’enzyme agit sur le méme
substrat que la GSH-PXx, avec laquelle elle peut entrer en compétition, mais son action prédomine
si la production d’H,O; est élevée (Tessier et al., 1995).
1.6.1.3. Glutathion peroxydase (GSH-PX)

(GSH-Px; EC 1.11.1.9) (Claudine et al., 2004). Les GSH-Px réduisent le peroxyde
d'hydrogene H,O; et les hydroperoxydes lipidiques. Pour leur fonctionnement, elles utilisent le
glutathion réduit (GSH) comme cofacteur sur lequel elles transférent I'oxygéne, le transformant
en glutathion oxydé (GSSG) (figure 03) (Goudable et al., 1996). A ce titre, le GSH constitue
’antioxydant principal de 1’organisme d’autant qu’il est aussi le cofacteur de toute une série
d’enzymes antioxydants (glutathion peroxydases, glutathion réductase, thiorédoxines et
peroxyrédoxines) (Defraigne et al., 2007).

Dans la cellule, dans les conditions physiologiques, la forme glutathion réduit est
prédominant (95 %). Les GSH-Px connues sont des enzymes a sélénium. Le sélénium est intégré
dans la protéine sous forme de selénocystéine. Le facteur limitant de la synthése des
sélénoproteéines, et donc des GSH-Px, est la teneur intracellulaire en sélénium (Goudable et al.,
1997).
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Figure 03: Principales étapes de production des espéces réactives de I'oxygéne (Goudable et al.,
1996 ; Pincemail et al., 1999).
1.6.1.4. Systeme thiorédoxine

Le milieu intracellulaire est plutot réducteur, les protéines contiennent des groupements
thiols libres et les ponts disulfures sont rares. L’antioxydant majeur responsable du maintien des
protéines a 1’état réduit est la thiorédoxine qui sera régénérée par le NADPH sous 1’action de la
thiorédoxine réductase (TrxR) qui posséde un groupement sélénocystéine dans son site actif. Elle
intervient dans la dégradation des peroxydes lipidiques et du peroxyde d’hydrogene (Haleng et
al., 2007).

1.6.2. Antioxydants non enzymatiques

Les systéemes antioxydants non enzymatiques sont composes principalement de substances
de faible poids moléculaire montrant des fonctions réductrices ou capables de piéger les radicaux
libres (Amiard et al., 2008).
1.6.2.1.Vitamine C

L’ascorbate ou vitamine C est antioxydant vis-a-vis des radicaux O,°, OH et ROy
(Moussard, 2006). La plupart des mammiféres sont capables de synthétiser la vitamine C dans
leur foie ou dans leurs reins. Ce n’est pas le cas de ’homme qui doit assurer un apport journalier
d’environ 100 mg via une alimentation riche en fruits (Haleng et al., 2007). Elle est capable de
maintenir la vitamine E sous sa forme réduite active en réagissant avec le radical tocophéryle

formé lors de I’inhibition de la peroxydation lipidique membranaire par la vitamine E (Marcel et
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al., 2008). Ses fonctions sont nombreuses: contribution au bon fonctionnement du systeme
immunitaire, implication dans la synthése du collagéne et des globules rouges ainsi que dans les
mécanismes de métabolisation du fer (Haleng et al., 2007).

1.6.2.2.Vitamine E

La vitamine E est le principal antioxydant liposoluble vis-a-vis du radical ROy
(Moussard, 2006). Le terme vitamine E englobe différents isoméres, 1’a-tocophérol étant
I’antioxydant le plus efficace, notamment dans la détoxification des radicaux peroxyles et
alkoxyles et donc dans la prévention des réactions en chaine de la peroxydation lipidique (Ré et
al., 2005). Joue a priori un réle indirect important, par I'efficacité de ses effets, pour préserver
des peroxydations le membrane mitochondriales dont I'intégrité est indispensable au
fonctionnement de cette derniere. Elle intervient en synergie avec la vitamine C ou le coenzyme
Q (Aurousseau et al., 2007).

1.6.2.3. Glutathion (GSH)

Le GSH est un tripeptide qui, sous sa forme réduite (GSH) (Lacollry et al., 2007), c’est un
antioxydant non enzymatiques présent dans 1’organisme humain (Durand et al., 2008). C’est
aussi une forme de transport et de stockage de la cystéine et du NO, un régulateur de I’apoptose
et de la prolifération cellulaire, un partenaire dans les réactions de détoxification des
xénobiotiques auxquels il est conjugué par la GSH S-transférase et un cofacteur des réactions
d’isomérisation. D’autres composés thiolés comme 1’acide a-lipoique , ainsi que certaines
hormones comme la mélatonine ou les eostrogenes, ont aussi été décrits comme possédant des

propriétés antioxydants (Ré et al., 2005).
1.6.2.4. Caroténoides

Plus de 600 caroténoides différents ont été isolés a partir de sources naturelles, mais seul
un petit nombre d’entre eux se retrouvent dans le sang et les tissus animaux. Les fruits et les
Iégumes en sont les principales sources alimentaires. De fagon formelle, tous les caroténoides
dérivent d’une structure linéaire (CqoHss) avec de nombreuses doubles liaisons, le lycopéne,
pigment rouge présent notamment dans la tomate et le pamplemousse. Le chef de file des
caroténoides est cependant le B-carotene (Haleng et al., 2007), précurseur de la vitamine A a un
role de protection des lipides membranaires en interrompant la chaine de lipoperoxydation par un

mécanisme de transfert d’électrons (Voyer et al., 1998).
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1.6.2.5. Polyphénols

Les polyphénols sont des molécules synthétisées par les végétaux. lls appartiennent a leur
métabolisme secondaire et participent & leur défense contre les agressions environnementales
(Edeas, 2007).

L'activité antioxydant des composes phénoliques est principalement attribuable a leurs
propriétés redox, qui leur permettent d'agir comme agents réducteurs, des donneurs d'hydrogéne
et extincteurs de I'oxygéne singlet. En outre, ils peuvent également posséder des propriétés de
chélation meétallique (Ilhami et al., 2009). La famille la plus abondante de polyphénols présents
dans I'alimentation humaine, est les flavonoides. Les flavonoides sont constitués de deux noyaux
aromatiques, le phénol et la pyridine, reliés par trois atomes de carbone qui proviennent souvent
d'un hétérocycle oxygéné (Mdnica et al., 2010). Les effets protecteurs des flavonoides contenus
dans le systeme biologique sont attribués a leur capacité a activer les enzymes antioxydants,
réduire les radicaux de I’a- tocophérol, inhiber les oxydases (Kelly et al., 2002), se lier a des
molécules telles que les enzymes, les transporteurs d'hormones et I'ADN, chélater les ions

métalliques de transition, catalyser le transport des électrons, et piéger les radicaux libres, y
compris des anions superoxydes (Katarzyna et al., 2001).

1.7. Pathologie liée aux stress oxydant

L’¢état de stress induit des modifications oxydatives au niveau des lipides, I’ADN et les
protéines. A des degrés variables, celles-ci sont impliquées dans le développement des maladies
cardiovasculaires, des cancers, des complications du diabéte ou encore des affections
neurologiques dégénératives (figure 04) (Joél et al., 2007).

Plusieurs mécanismes pathogéniques conduisent a une augmentation du stress oxydant et
semblent impliqués dans 1’apparition des complications du diabete (Haleng et al., 2007). En
faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en sur exprimant certains genes, le
stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies: cancer, cataracte, sclérose
latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigue, cedéme pulmonaire,
vieillissement accéléré. Ainsi, les relations entre stress oxydant et cancer s'averent tres étroites,
les radicaux libres intervenant dans I'activation des pro-carcinogénes en carcinogénes, créant les
Iésions de I'ADN, amplifiant les signaux de prolifération et inhibant des genes suppresseurs de
tumeur comme p53. Il est aussi un des facteurs potentialisant I'apparition de maladies
plurifactorielles telles: la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires
(Favier, 2003).
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Ils peuvent aussi et simultanément, étre la conséquence de 1’oxydation des lipoprotéines de
basse densité (LDL), les LDL oxydées constituant selon la théorie oxydative de 1’athérosclérose,
des acteurs majeurs du développement de la plaque d’athérome et du dysfonctionnement
vasculaire (Bonnefont-Rousselot, 2002).

En particulier, ils ont un réle majeur dans la survenue de la dysfonction endothéliale.
Initialement, les especes radicalaires de I’oxygéne (ERO) sont apparues comme étant des
¢léments possédant des effets toxiques directs capables de participer a I’apparition des l€sions
endothéliales lors des processus carcinologiques, de I’hypertension artérielle, et des états de choc

(Huet et al., 2008).
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Figure 04: Exemples d’affection rencontrées chez ’homme causée par ERO, classées par organe
cible (Favier, 1997).
1.7.1. Diabete
Le mot diabete vient du grec « dia-baino » signifiant « passer au travers » (Auberval,
2010). Le diabete est une affection métabolique, caractérisée par une hyperglycémie chronique
(taux de sucre dans le sang trop €levé) liée a une déficience, soit de la sécrétion de I’insuline, soit
de I’action de I’insuline, soit des deux (Anne et al., 2010).
Le nombre de diabétique est évalué a 40 million en Europe, a 20 millions aux Etats-Unis et
a 250 millions dans le mode (Raphaél et al., 2014). Les chiffres sur la prévalence du diabéte en
Algérie sont approximatifs. Il y aurait, 2,5 millions, 3,5 millions et méme 4 millions de
personnes souffrant de cette maladie, dans le pays. Les spécialistes divergent sur la

quantification du diabete, quatriéme cause de mortalité chez-nous (Chakib, 2011).
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1.7.2. Types de diabéte
Il existe 4 types de diabétes, définis par 1’organisation mondiale de la santé (OMS ) (1997):

le diabéte de type 1 et 2 qui seront décrits ci-apres, les diabétes dits « secondaires » qui sont la

cause de pathologies pancréatiques, hépatiques, endocriniennes ou génétiques; et enfin le diabete

gestationnel (Auberval, 2010).

e Diabete de type 1, autrefois appelé diabéete insulinodépondant (DID), ou diabéte juvénile,
survenant le plus souvent avant I’age de 20 ans , représentant 5 a 10%des diabétes .Dans le
diabete de type 1, la voie finale commune est la destruction des cellules béta par auto-
immune processus, ce qui conduit a une deficience en insuline (Grimaldi et al., 2009).

e Diabéte de type 2 ou le diabéte non insulinodépendant (DIND), survenant le plus souvent
dans nos régions apreés 50 ans, et représentant environ 90a 95%des diabétes. Le diabete type
2 se caractérise par des degres variables de résistance a I'insuline et une carence relative en
insuline (Grimaldi et al., 2009).

1.7.3. Glucotoxicité et la production de radicaux libres

Les mécanismes de la toxicité du glucose au niveau des tissus cibles des complications du
diabéte sont multiples. Une preuve directe du stress oxydatif chez les diabétiques est basée sur
études portant sur la mesure de l'oxydation marqueurs de stress tels que plasmatique et urinaire

et tissulaires (Jeanette et al., 2005).

1.7.3.1. Auto-oxydation du glucose

Il existe de multiples sources d'oxydation dans le diabéte, y compris non enzymatique,
enzymatique et les voies mitochondriales (Jeanette et al., 2005). Sources non enzymatique du
stress oxydatif proviennent a l'oxydation du glucose. L’hyperglycemie peut provoquer
directement augmentation de la production de ROS. Le glucose peut subir autoxydation et

générer des radicaux OH" (lllarion et al., 2001).

De plus, le glucose réagit avec les protéines d'une maniére non enzymatique maniere
conduisant a I'élaboration de produits Amadori suivie de la formation des produits de glycation

avancés (Andrej et al., 2005) (figure 05).

14



Chapitre | Stress oxydant et son implication dans le diabéte

+ protein-NH, group Glycated protein O, , metal ions
— c —
‘ (glycation) (Amadori product) ¢
Glucose oxidation AGEs
¢ ~— metal .
0, 'Oy —=>H,0, HO
u Reactive + protein-NH, group T
— .
(oxidation) dicarbonyls

Figure 05 : Les voies de formation des produits de glycation avancés (AGEs) (Mohora et al.,
2007).

1.7.3.2. Voie des polyols

ROS est généré a plusieurs étapes au cours de ce processus. Dans I'hyperglycémie, il y a
métabolisme du glucose améliorée par le polyol (Sorbitol), ce qui entraine également la
production accrue de O;" sources enzymatiques de production augmentée les especes réactif de
diabéte comprennent NOS, le NAD (P) H oxydase et la xanthine oxydase (Tomasz et al., 2002).
Dans des conditions physiologiques normales (normoglycémique), le glucose est métabolisé en
glucose-6-phosphate par 1’héxokinase puis dirigé soit dans la voie de la glycolyse, soit dans la
voie des pentose-phosphates. Le métabolisme du glucose par la voie des polyols représente un
faible pourcentage (3%) de I’utilisation totale du glucose en conditions normoglycémique. Dans
le diabete, lorsque le taux du glucose augmente, 1’héxokinase est alors saturée et le glucose en
exces est en partie métabolisé par la voie des polyols dans les tissus insulino-indépendants (a peu
prés 30% du glucose), comme les reins, le tissu neuronal ou les microvaisseaux rétinien
(I’absorption du glucose est proportionnelle a sa concentration sanguine) (Gonzalez et al.,

1984).

Cette voie fait intervenir deux enzymes: 1’aldose réductase et la sorbitol déshydrogénase.
L’aldose réductase, qui n’est active qu’a de fortes concentrations du glucose du fait de sa faible
affinité pour celui-ci, réduit le glucose en sorbitol en utilisant comme cofacteur le nicotinamide
adénine dinucléotide phosphate réduit (NADPH,H") provenant de la voie des pentose-
phosphates.et qui sera oxydée en en NADP™. L’expression de cette enzyme semble augmentée
dans le diabéte (Yabe-Nishimuraa, 1998).

Puis la sorbitol déshydrogénase oxyde une partie du sorbitol formé en fructose en utilisant
comme cofacteur le nicotinamide adénine dinucléotide oxydé (NAD™). L’activation de la voie
des polyols due a une hyperglycémie a de nombreuses conseéquences physiologiques qui peuvent

expliquer 1’élévation d’especes radicalaires. Elle conduit a I’accumulation de sorbitol donc un
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stress osmotique intracellulaire de fructose et une altération du potentiel redox des cellules
(diminution des rapports NADPH,H*/NADP* et NAD*/ NADH,H") (Mohora et al., 2007)
(figure 06).
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dehydrogenase =

Figure 06 : Contribution de la voie du polyol. (Yabe-Nishimura, 1998).
La production accrue de fructose pourrait pour sa part, avoir une conséquence néfaste sur
la glycation non-enzymatique des protéines intracellulaires. Le fructose présente en effet un
pouvoir glyquant nettement supérieur a celui du glucose (7 fois plus actif que le glucose), du fait

d’une proportion de la forme linéaire ouverte plus grande (Brownlee, 2001).

Le systeme thiorédoxine NADPH-dépendant qui joue un réle important dans la
détoxification de I’organisme des radicaux libres nécessite lui aussi des niveaux élevés de
NADPH pour leur fonctionnement (Satish et al., 2005). L’oxydation du sorbitol en fructose
induit une augmentation du rapport NADH/NAD®. Le NADH,H" est cofacteur de différentes
enzymes catalysant des réactions génératrices des radicaux libres. C’est le cas par exemple de la
prostaglandine hydroperoxydase ou encore de la NADPH oxydase. L’épuisement en NAD", peut
également réduire I’activité d’enzymes dépendants de NAD®. Par exemple, 1’altération de
glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDHase) induirait une accumulation du
glycéraldéhyde-3-phosphate et une orientation de son métabolisme vers la synthése de novo du
diacylglycérol (DAG) (Brownlee, 2001) (figure 07).
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Figure 07: Multiples voies métaboliques du métabolisme du glucose sont favorisées dans le
contexte de I’hyperglycémie (Brownlee, 2001).
En résumé, le stress oxydant résultat de 1’activation de la voie des polyols joue un role

prépondérant dans I’apparition des complications liées au diabéte (Delattre et al., 2005).
1.7.3.3. Voie de la protéine kinase C

Une hyperactivité de la protéine kinase C (PKC) au cours du diabéte dans de nombreux
tissus est une des hypothéses avancées (figure 08). L hyperglycémie induit une synthése accrue
de diacylglycérol (DAG) a partir des intermédiaires de la glycolyse, qui est un cofacteur
activateur des différentes isoformes de la PKC (Auberval, 2010). L’augmentation de ’activité
de I’enzyme induit une augmentation de I’expression des genes néfastes pour la cellule et au
contraire, diminue celle des génes bénéfiques. En effet, elle augmente I’expression de facteurs
vasoconstricteurs (endothéline-1) en diminuant ceux vasodilatateurs (NO). Elle induit également
I’expression de génes pro-inflammatoires et augmente la production de ROS par la NADPH
oxydase (Brownlee, 2005).
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1.7.3.4. Glycation des protéines et formation des AGEs

L’hyperglycémie provoque également une glycation non-enzymatique des protéines avec
formation de produits de glycation avancés (AGE pour advanced glycation end products ).
Aprés formation d’un complexe protéine — glucose réagit avec la fonction amine N-terminal des
protéines ou d’un acide aming, le plus souvent une lysine ce qui permet la formation d’une base
de Schiff qui se réarrange en produit d’Amadori (réversible) (Auberval, 2010), puis cétoamine
(peu réversible), les protéines glycatées s’amarrent pour former des AGE (irréversible). Ceux- Ci
s’accumulent dans certains tissus (comme les membranes basales capillaires) et en chélatant
d’autres protéines (par exemple les lipoprotéines en modifient in fine la structure et la fonction.
Les AGE tamponnent aussi I’oxyde nitrique(NO) dont I’effet vasodilatateur est ainsi neutralisé.
Enfin, une liaison a leurs récepteurs présents sur les cellules endothéliales et les macrophages

induit une formation de radicaux libres (les anions superoxydes ), de cytokines ...etc. (Martin,
2006) (figure 09).
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Figure 09 : Glycation non- enzymatique des protéines (Martin, 2006).

1.8. Phytothérapie et diabéte

Le traitement actuel du diabéte est efficace dans la baisse de la glycémie, cependant le
contrdle adéquat quotidien de la glycémie est trés difficile a atteindre dans la plupart des cas, ce
qui conduit a long terme a I’émergence de complications trés sérieuses. L’essor récente la
phytothérapie offre une opportunité pour trouver des molécules naturelles susceptibles d’éxercer
des effets bénéfiques sur la régulation du métabolisme glucidique en évitant les effets
secondaires des substances synthétiques (Eddouks et al., 2007). Les plantes ont été utilisées
dans un but thérapeutique dans la plupart des domaines de la pathologie (Jean-Louis, 2014).
L’Algérie de part sa position géographique présente une grande diversité de biotope occupée par
une importante richesse floristique. Ses écosystémes forestiers se caractérisent par une richesse
floristique remarquable, certains représentent des paysages d’intérét mondial (Benabadji et al.,
2007). La phytothérapie du diabéte a été longtemps trés empirique et nous avons toute une série
de plantes utilisées en médecine traditionnelle contre le diabéte de type 2 qui ne sont pas a retenir
dans un traitement moderne (Goetz, 2007). Les études en laboratoire montrent souvent les
extraits de plantes agissant sur I’hyperglycémie, ou aussi agissant sur diabéte provoqué chez

I’animal par la streptozotocine ou 1’alloxane comme 1’é¢tude de Touaibia et al (2014).
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I1. Plantes médicinales
Les plantes medicinales sont pour nous les végétaux jouissant de propriétés

médicamenteuses et qu’on emploie dans le but de conserver ou rétablir la sant¢ de ’homme.
(Bossu, 1872). 1l est aujourd’hui largement reconnu que le monde végétal constitue la source
majeure de médicaments, grace a la richesse des produits dits du métabolisme secondaire, celui-
ci produit des molécules variées permettant aux plantes de contréler leur environnement animal
et végétal. Les plantes sont une source inépuisable de substances biochimiques : tanins,
glucosides, mucilages, flavonoides, saponines, résines, gommes etc., et qui procurent des
propriétés curatives appréciables et qu’aucune chimie synthétique et combinatoire ne peut nous
offrir (Eddouks et al., 2007).

La recherche de molécules bioactives d’origine naturelle constitue d’ailleurs un des axes
prioritaires de 1’industrie pharmaceutique algérienne mais également des médecins et des
chimistes cherchent a mieux connaitre le patrimoine des espéces spontanées utilisées en

médecine traditionnelle (David et al., 2007).

I1.1. Famille des Myrtacées

Est une grande famille de plantes ligneuses dicotylédones, contenant plus de 5650
espéces organisées dans 130 a 150 genres. Reconnu comme la huitiéme plus grande famille de
plantes a fleurs, il comprend plusieurs genres écologique exceptionnelle et économique
pertinence dans le monde entier. La famille se produit principalement dans I’hémisphére sud. Il a
des centres de diversité dans le tropique humide, en particulier en Amérique du Sud, en Australie
et Asie tropicale avec des événements en Afrique et en Europe (Dario et al., 2012).

11.1.1. Myrtus nivellei
11.1.1.1. Description botanique

Le genre Myrtus se caractérise par: calice supere ,ordinairement a cing divisions
persistantes ; corolle presque toujours a cing peétales insérés sur le calice; eétamines en nombre
indéfini, libres et insérées sans ordre symétrique au pourtour d’un disque épigyne, a anthéres
biloculaires, ovaire a deux ou trois loges, renfermant chacune un grand nombre d’ovules, un seul
style surmonté d’un stigmate simple; baie couronnée par le calice, offrant une a trois loges qui

renferment des graines nombreuses courbées (Audouin, 1827).

Myrtus nivellei est un grand arbuste a feuilles persistantes, avec une écorce grossiere,

fréguemment a 150 cm. de haut, des feuilles sessiles dégagent une huile essentielle agréablement

20


https://www.google.dz/search?hl=ar&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Antonin+Bossu%22

Chapitre 11 Description des plantes étudiées

parfumée. Les fleurs sont multiples de cing, avec un grand nombre d'étamines. Les pétales sont
d'habitude blancs. Le fruit est une petite baie bleue-noire globose de 1 cm. de diamétre. Les
fleurs sont fécondées avec du pollen par des insectes et les graines dispersées par les oiseaux qui

se nourrissent des baies (Molino, 2005) (figure 10).

=

Figure 10: Photographie d’espéce Myrtus nivellei (Molino, 2005).
11.1.1.2. Nomenclature et systémique
Noms communs :
» Anglais : Saharan myrtle
» Francais : Myrte du Sahara (Molino, 2005)
Classification:
» Regne : Plantae
» Embranchement: Magnoliophyta
» Sous-classe : Rosidae
» Ordre : Myrtales
» Famille : Myrtaceae
» Genre : Myrtus
» Espece : Myrtus nivellei (Bahrke, 2008 ; Paul, 2012).

11.1.1.3. Utilisation traditionnelle

Cette espéce est largement utilisée dans la médecine traditionnelle en raison de ses
propriétés astringentes et balsamiques (Guido, 2004). Il est utilisé pour les probléemes du foie.
Dans la région de Tassili, l'utilisation habituelle est une décoction d'une poignée de feuilles
mélangeé avec le lait de chevre et chauffé sur charbon de bois (Molino, 2005). L’étude de
Touaibia et al (2015) confirmé que L'extrait methanolique de Myrtus niveli i n'a pas causé de
mortalité dans le déménagement a des doses allant jusqu'a 1000 mg / kg. Par conséquent,

suggérent que DL50 par voie orale des doses testées de I'extrait est supérieure a 1000mg / kg.
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Ainsi, cet extrait peut étre considérée sans danger. La pharmacopée traditionnelle ne présente pas

de toxicité a l'utilisation de cette plante.
11.1.1.4. Composition chimique

Les propriétés antioxydantes et la composition d’extrait d'éthanol obtenu a partir de baies
de myrte ont été étudiées, se concentrant principalement sur des composés tels que anthocyanes
et des flavonoides qui sont pensés pour étre responsables de leurs effets antioxydants (Carlo et
al., 2010). L'un des principaux constituants de I'huile essentielle de la famille Myrtaceae est le
1,8-cinéole. L'huile essentielle obtenue par distillation a la vapeur d’eau est également important
en parfumerie. L'huile essentielle des feuilles de Myrtus communis de Turque contient 1,8-
cinéole, linalol, acétate de myrtényle et myrténol comme principaux composants (Akin et al.,
2010).

11.2. Famille des Poacées

Egalement connu sous le nom Graminées (Ronicely et al., 2014), une trés grande famille
qui comprend environ 500 genres et 8000 espéces d'herbes, (Negrelle et al., 2007). La famille
des Poaceae est 1'une des familles les plus importante parce qu’ il couvre plus d'un tiers de la
surface des terres et représente I'un des principaux sources de nourriture pour les humains et les
paturages et les animaux domestiques (Massimo, 1996). Les espéces de cette famille

représentent localement dans le Sahara algérien (Molino, 2005).
11.2.1. Cymbopogon schonenthus

11.2.1.1. Description botanique

Une graminée vivace, formant des touffes denses a la base et de nombreuses érections. Les
feuilles sont linéaires, robuste et fortement courbé. L’inflorescence est contracté a la base,
devient plus souple vers I'extrémité et est protégé par spathe distinctif. Chaque pic contient une
seule fleur. Entre les pointes, petits poils blanchatres apparaissent. Les racines ont une odeur
aromatique agréable. La floraison a lieu au printemps, habituellement Mars et Avril (Molino,
2005 ; Glimn-Lacy et al., 2006). Cette Poacée pousse en touffes épaisses. Les tiges florales
dressées peuvent atteindre 60 centimeétres et plus. Toute la plante dégage une odeur agréable en
séchant. Plante vivace d’origine tropicale et afro-asiatique, elle est tres répandue dans tout le
Sahara (Benchelah, 2004 ; Gregory, 2012) (figure 11). En représenté localement dans le Sahara
algérien (Molino, 2005).
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Figure 11 : Photographie d’espéce Cymbopogon schonenthus (Molino, 2005).

11.2.1.2. Nomenclature et systémique
Noms communs :
» Arabe: El Lemad , Idjhir
» Anglais : Foin,
» Francais : Schoenanthe, Paille de la Mecque (Molino, 2005).

Classification :
» Regne : Plantae
» Embranchement: Tracheophyta
» Classe : Liliopsida
» Ordre : Poales
» Famille : Poacéae
» Genre : Cymbopogon
> Espece : Cymbopogon schonenthus (Shah et al., 2011 ; Bahrke, 2008 ; Rastogi,

2009)

11.2.1.3. Utilisation traditionnelle

Cymbopogon schoenanthus appartient a la famille Poacée (graminées) a un caractere
sédatif, des propriétés digestives et aromatiques, avec son effet insecticide (Katikia, 2012). Est
une herbe aromatique culinaire utilisée dans plusieurs préparations de viande et de salade ou
servi avec le thé en raison de son arbme agréable et localisée dans d'Afrique du Nord,

Cymbopogon schonenthus est également utilisé dans la médecine populaire (Mahmoud, 2013).

11.2.1.4. Composition chimique
Les études sur les phytoconstituents de cet especes ont documenté la présence de tanins,

des saponines, des flavonoides, des phénols, des anthraquinones, des alcaloides, désoxy sucres,

et divers constituants d'huiles essentielles (Christopher, 2014). L'huile a prouveé son efficacité
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pour traiter une grande variété de probléemes de santé (Wats, 2014). Les flavonoides et les
composés phénoliques provenant de ces plantes ont été rapportés comme piégeurs de radicaux
libres puissants (Josed, 2005).

11.3. Famille des Asteracées

Est I'une des plus grandes plantes a fleurs, cette famille avec environ 1535 genres et 23.000
espéces. Elle comprend de nombreuses espéces économiquement importantes telles que le
tournesol, la laitue, et artichaut, ainsi que de nombreuses plantes ornementales (Ki-Joong et al.,
2005). L’ Astéracee, également nommé Composeée, est la plus grande famille des angiospermes
en termes de nombre d'espéces, constituent environ 8-10% des plantes a fleurs. Bien gu'il existe
de nombreux arbres et arbustes, la majorité des espéces d’Asteracée sont herbacées, et ils sont
facilement reconnaissables par une suite de caractéres, y compris les antheres fusionnées, un fruit
avec un seul ovule, et une inflorescence spécialisée appelée capitule (Sonia et al., 2010). Ils sont

localisé dans 1’ Algérie sur les montagnes du Sahara central (Molino, 2005).
11.3.1. Nauplius graveolens
11.3.1.1. Description botanique

Un semi-arbuste qui peut atteindre 50 cm, les tiges sont blanchatres en haut, s'est
densément ramifié et s'est répandu. Les feuilles vertes brillantes sont profondément coupées et
couvertes de poils denses. Les fleurs forment un grand capitule del-2 cm. de large, un involucre
formé par des bractées dures qui s'étendent au-dela du capitule. Le fruit est de petits akenes

couverts de poils denses (Molino, 2005) (figure 12).
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Figure 12: Photographie d’espéce Nauplius graveolens (Molino, 2005).

11.3.1.2. Nomenclature et systémique

Noms communs :

» Arabe: Tafssa

» Anglais : Fragrant oxeye

» Francais : Asterolide du désert (Molino, 2005).

Synonymes :
Asteriscus graveolens (Forssk.) Less., a les synonymes Bubonium graveolens, Ostéospermum

graveolens ou Nauplius graveolens (Greuter, 1997).

Classification :
» Regne : Plantae
» Embranchement: Magnoliophyta
» Classe : Magnoliopsida
» Ordre : Asterales
» Famille : Asteraceae
» Genre : Asteriscus
» Espece : Nauplius graveolens (Guignard et al., 2011).

11.3.1.3. Utilisation traditionnelle

Nauplius graveolens est utilisé pour la blennorragie, le diabete, Diarrhée, névralgie faciale,
le mal de téte (met un cataplasme pour des adultes et I'infusion pour des enfants), des problémes
pulmonaires et la sinusite. Il est parfois ajouté au thé. C'est beaucoup de paturage ’apprécié

(Quezel et Santa,1962).

Le genre Nauplius se compose de huit espéces et cing sous-especes (Gregory, 2012). Les

plantes de ce genre sont connues pour contenir des composés ayant un potentiel anti-tumoral,
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antimicrobien, anti-inflammatoire, et elles sont également connues pour le traitement des plaies
infectées. L’huile essentielle de Nauplius graveolens présente une activité antibactérienne contre
les bactéries Gram positif et des bactéries Gram-négatives, et est également montré une activité
antifongique. Une attention considérable a été accordée au genre Asteriscus a partir du quel
principalement des sesquiterpénes ont été rapportes, isolés a partir des parties aériennes de

certaines espéces (Sined, 2012).
11.3.1.4. Composition chimique

Les alcaloides pyrrolizidine sont métabolites caractéristique de plusieurs genres des
plantes de la famille Asteraceae (Eva et al., 2014) . A notre connaissance, seules deux études
ont été publiées concernant composition chimique de Nauplius graveolens; le premier était sur la
I’huile essentielle de la partie fleurie de Nauplius graveolens recueillie dans le Sinai (Egypte), a
partir de laquelle 49 composés ont été identifiés par CG/SM et les principaux composants étaient
1,5-dihydroxy-6,7-dimethylocta-3,5-di¢ne, a-pinéne, le cédréne, a-phellandréne et himachalene ;
le deuxiéme était par Cheriti et al qui ont étudié la composition chimique de I'huile essentielle
des feuilles et des fleurs de Nauplius graveolens du Sud-ouest d'Algérie. Les analyses ont été
réalisées par GC et GC / MS. Le 1,8-cinéole et le B-cadinol ont été signalés comme constituants
principaux dans les deux organes (Gregory et al., 2012).

11.3.2. Artemisia judaica
11.3.2.1. Description botanique

Un semi-arbuste vivace trés rameux formant de grosses touffes de 60 a 80 centimétres de
haut, aux petites feuilles argentées et aux capitules jaune pale (figure 13). Les inflorescences sont
plus grosses que celles des autres armoises. Espéce trés parfumée (Benchelah, 2004). Les fleurs
sont groupées en jaune pale, discoide, tétes hémisphériques 5-10 mm. de diamétre, entouré de
bractées laineux et contenant 10 a 20 fleures. Les fruits sont de petits akénes ne dépassant pas 5
mm en taille. Le feuillage de la plante produit une odeur agréable lorsqu'elles sont écrasées et

une sensation amere si goaté. 1l fleurit au début du printemps (Molino, 2005).
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Figure 13 : Photographie d’espére Artemisia judaica (Molino, 2005).

11.3.2.2. Nomenclature et systémique

Noms communs:

» Arabe : baatharan, baethran ou "shih™ (Maria, 2012).
» Anglais : Judean absinthe

» Francais : armoise de Judée (Molino, 2005).

Classification:
» Regne : Plantae
» Embranchement: Spermatophyta
» Classe : Magnoliopsida
» Ordre : Asterales
» Famille : Asteraceae
» Genre : Artemisia
» Espéce : Artemisia judaica (Chenoune, 2005 ; Tela Botanica.(2013)).

11.3.2.3. Utilisation traditionnelle

Des espéces d'Artemisia sont fréquemment utilisées pour le traitement des maladies telles
que le malaria, I'népatite, le cancer, les inflammations et les infections par des champignons, des
bactéries et les virus. Certaines espéces d'Artemisia sont utilisées pour I'élaboration de couronnes
aromatiques, et comme une source des huiles essentielles utilisées dans I'aromatisation (Maria,
2012).
11.3.2.4. Composition chimique

Les études sur ce genre montrent que les composés sont principalement attribuables aux
huiles essentielles. Les principaux constituants, qui représentent environ 70% des huiles
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essentielles, semble étre campheéne, B-campheéne, I'iso armoise cétone, 1l-camphre, le p-
caryophylléne et le B-pineéne. D’autres composés non volatils comprennent Sesquiterpénoides,
des flavonoides et des coumarines, ainsi que les protéines (telles que la B-galactosidase, -
glucosidase), des stéroides (par exemple B-sitostérol et du stigmastérol) sont également connus
dans ces especes (Sourav, 2012). D’autre étude sur Artemisia herba-alba montre la présente
d’une quantité importante de p-cymene et des autres composés comme chémotypes (davanone,

1,8-cinéole, chrysanthenone, cis-chrysanthenol, cischrysanthenyl acétate) (Sofia et al., 2004).
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I. Matériels
I.1. Matériel végétal

Nauplius graveolens, Myrtus nivellei, Cymbopogon schoenanthus et Artemisia judaica
Sont récoltées au Sahara algérien dans la région de Tamanrasset et sont identifiée par Chehma
Abed el Majid professeur a I’université d’Ouargla. La récolte est réalisee le mois de Mai 2014.
Ces plantes sont ensuite séchées a I’air libre a I’obscurité puis stockées jusqu'a leur utilisation.
1.1.1. Zone d’étude (Tamanrasset)

Située a I’extréme Sud du Pays, la Wilaya de Tamanrasset s’étend sur une superficie de
557906,25Km? soit le ¥ du territoire national avec une bande frontaliére de 1200 Km (Agence
Nationale de Développement de I’Investissement, 2014). Elle est limitée : Au Nord, par la
Wilaya de Ghardaia. Au Nord-est, par la Wilaya d’Ouargla. A 1’Est, par la Wilaya d’Illizi. A
I’Ouest, par la Wilaya d’Adrar. Au Sud-est, par le Mali. Au Sud-ouest, par le Niger (Agence
Nationale d’Intermédiation et de Régulation Fonciére, 2011) (figure 14).

Foggaret
Ezzaouia

Tamanrasset

Figure 14 : Présentation géographique de la zone d’étude Tamanrasset (Agence Nationale de
Développement de ’Investissement, 2013).

1.2. Souches microbiennes utilisées

Les souches microbiennes utilisées sont des souches de référence de I’American type
culture collection (ATCC) et des souches cliniques disponibles dans notre laboratoire,
conservées a 4 °C dans des tubes a essais contenant la gélose inclinée.
% Les bactéries Gram négatif

» Escherichia coli ATCC 25922

C’est I’espéce dominante de la flore aérobie du tube digestif. Escherichia coli est
habituellement une bactérie commensale. Elle peut devenir pathogéne si les défenses de 1’hote se

trouvent affaiblies ou si elle acquiert des facteurs de virulence particuliers (Nauciel et al., 2005).
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» Serratia marcescens

Serratia est un genre de bactérie a coloration gram négatif appartenant a a famille des
Enterobacteriaceae. Cette bactérie est rarement pathogene, mais elle est fréquemment présentée
dans D’environnement hospitalier et certaines souches sont responsables d'infections
nosocomiales (infections urinaires, suppurations diverses, septicémies, endocardites...). Serratia
marcescens est résistant a I'ampicilline, les macrolides et les céphalosporines de premiéere
génération. Le traitement privilégié pour Serratia marcescens est un aminoside comme
I'amikacine, avec un béta-lactamine antipseudomonale. D'autres antibiotiques efficaces
comprennent la gentamicine, quinolones et les céphalosporines de nouveaux (Nauciel et al.,
2005).

% Les Bactéries Gram positif
» Enterococcus faecalis

Le genre Enterococcus est constitué de cocci a Gram positif groupé par paires ou en
courtes chainettes. Les espéces le plus fréquemment isolées chez I’homme E. faecalis et E.
faecium. Les entérocoques peuvent étre impliqués dans des infections urinaires, des endocardites
avec une résistance aux glycopeptides, elle peut intéresser la vancomycine seule ou 1’ensemble

des glycopeptides (Nauciel et al., 2005).

» Staphylococcus aureus ATCC 25923

Les staphylocoques sont des cocci a gram positif qui tendent a se grouper en amas
(Nauciel et al., 2005) irrégulier a la fagon d’une grappe de raisin et un germe aérobie- anaérobie
facultatif (Avril, 2000), doit étre cultiver facilement sur les milieux usuels et aussi sur des
milieux riche en NaCl et son non d’espéce a 1’aspect pigmenté de ses colonies. La bactérie est
tres répandue chez ’homme et dans de nombreuses espéces animales. Il développe rapidement
des résistances aux antibiotiques et les souches hospitaliéres ne sont souvent sensibles qu’aux
glycopeptides (Nauciel et al., 2005).
1.3. Matériel animal
1.3.1. Présentation des animaux

Dans cet étude nous avons utilisé 35 rats femelles de type wistar Albinos de I’Institut
Pasteur d’Alger (I.P.A.), agés de 12 semaines. Pesant entre 192g et 232g au début de
I’expérimentation.
1.3.2. Condition d’élevage

Les rats ont été séparés dans des cages aléatoirement. Ils ont été libres et accés a 1’eau et
I’alimentation (mais, son de blé, avec suppléments: vitamines E, A et D3, acides aminés,

calcium, sels). Ces rats ont été soumis a une période d’adaptation d’une semaine environ, aux
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conditions de I’animalerie; a une température de (22°C), ils sont soumis a 1’alternance naturelle
de jour et de nuit correspond 12h de jour et de nuit. Sur la base des cages est déposée une épaisse
couche de copeaux de bois renouvelée deux fois par semaine.
1.4.Produits chimiques et réactifs

AICL3; magnésium ; Folin Ciocolteu ; 2,2 diphényle-1-picryl hydrazyl (DPPH) ; acide
ascorbique ; acide galique ; rutine ; diméthyle sulfoxyle (DMSO) ; gélatine ; molybdate ; acide
sulfurique (H,SOy4); TPTZ (tripyridyltriazine ); Fecls ;acide acétique ; acétate de sodium ;
alloxane ; acide trichloroacétique (TCA); Acide thiobarbiturique (TBA) ;acide salicylique ;
butylhyroxtoluene (BHT); acide dithio-bis2-nitrobenzoique (DTNB) = réactif Ellman;
glutathion réduit (GSH) ; tris ; NaCL ; bleu de comassie ; sérum albumine bovin (SBA) ; acide
phosphorique (H3PO,) ; eau oxygéné (H,0,) ; méthanol ; chlorure d’hydrogéne (HCL).
I1. Méthodes
11.1. Extraction des polyphénols

Deux méthodes différentes ont été utilisées dans le but de préparer les extraits

phénoliques des plantes étudiées.
11.1.1. Préparation d’extraits hydroéthanoliques

Pour extraire les substances bioactives contenues dans les deux plantes : Cymbopogon
schoenenthus (EHCS) et Artemisia judaica (EHAJ), nous avons utilisé la méthode d’extraction
assisté par ultrason (EAU) (figure 15).

L‘EAU est une technique peu onéreuse, utilisable avec n‘importe quel type de solvant et
simple a mettre en place. En effet, 1°extraction peut étre réalisée de maniere trés simple en
utilisant un bain a ultrasons ce qui par ailleurs permet d‘effectuer plusieurs extractions
simultanément ou via une sonde ultrasonore combinée & un agitateur (Wang et al.,
2006;Vinatoru et al., 1997). Principe

Les effets mécaniques des ultrasons induisent une plus grande pénétration du solvant dans
les matériaux cellulaires et améliorent le transfert de masse. Les ultrasons dans I'extraction
peuvent également perturber les parois cellulaires, facilitant la libération de leur contenu. Par
conséquent, 1‘efficacité de rupture des cellules et du transfert de masse sont cités en tant que
deux facteurs principaux menant aux bonnes performances de l'extraction avec la puissance

ultrasonique (Mason et al., 1996).

11.1.2. Préparation d’extraits aqueux
Traditionnellement, la décoction dans l'eau est déja une méthode d'extraction les plus
largement utilisé dans la médecine traditionnelle. Cette méthode offre la simplicité et la

commodité. Temps de décoctions varient pour différentes prescriptions et les herbes peuvent étre
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séparés ou combinés (Xiaosuo et al., 2003). L’extraction par décoction a été faite pour des deux
plantes : Nauplius graveolens (EANG) et Myrtus nivellei (EAMN) selon Li et al (2007).

Cette méthode a été faite par décoction de la plante étudiée dans I'eau distillée a raison de

5% (P/V) pendant 30 min dans bain marie a 100°C. Apres filtration I’extrait a &té évaporé a 45°C
a I’aide d’un évaporateur rotatif (Biichi Rotavapor R- 200)(annexe) jusqu’a 1’obtention d’un

résidu sec. Enfin ce résidu sec a eté conservé a une température de +4°C (figure 15)
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Extraits aqueux Extraits hydroéthanolique
l‘ EANG \l " EAMN \l l EHCS l l‘ EHAJ l
[ 100 ml d’eau } [ Ethanol/eau (70/30) (vv) }

Filtration

Evaporation par evaporateur rotatif a 45°C

Conservation a 4°C

N, N
Figure 15: Protocole de préparation de différents extraits.

EANG : extrait aqueux de Nauplius graveolens, EAMN : extrait aqueux de Myrtus nivellei,
EHCS : extrait hydroéthanoligue de Cymbopogon schoenanthus, EHAJ: extrait

hydroéthanolique d’Artemisia judaica.
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Le rendement d’extraction des différents extraits a été déterminé selon la formule suivante :
R % =( PEB/PMV ) x 100

R : Rendement.
PEB : Poids de I’Extrait Brut (g).
PMV : Poids de matiere végétale (g) (Mahmoudi, 2013).
11.2. Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques sont réalisés sur les extraits aqueux : EANG et EAMN et les
extraits hédroéthanoliques : EHCS et EHAJ dans le but de mise en évidence 1’existence de
quelques métabolites secondaires :

+» Recherche des alcaloides

Iml d’extrait végétal aqueux et hédroéthanolique sont additionné d’une goutte de HCI
concentré, la solution obtenue est ajoutée 2 goutte de réactif de Drajendorf. L’apparition d’un
précipité ou d’une coloration brun-rougeatre indique la présence d’alcaloides (Bagre et al.,
2007).

% Recherche des polyphénols

2mL de chaque extrait est ajouté une goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique
(FeCls) a 2%. Le chlorure ferrique provoque en présence de dérivés polyphénoliques 1’apparition
d’une coloration bleu noiratre ou verte plus ou moins foncée (Bidie et al., 2011).

% Recherche des flavonoides

Pour mettre en évidence les flavonoides, la réaction dite a “’la cyanidine’’ ou (réaction de
Shibata) a éeté utilisée. 2mL de chaque extrait a été repris dans 5mL d’alcool chlorhydrique (4ml
EtOH + 1ml HCI concentré). En ajoutant 2 a 3 copeaux de magnésium, il y a un dégagement de
chaleur puis une coloration rose-orangée ou violacée est apparue (Békro et al., 2007).

%+ Recherche des polyterpéenes et des stérols

A 5ml d’extrait végétal ajouter quelques gouttes d’anhydride acétique dans un tube a essai.
Puis additionner 0,5 ml d’acide sulfurique concentré. L’apparition d’une couleur rouge intense
indique la présence des terpénes et verte foncée indique la présence des stérols (Bagre et al.,
2007).

% Recherche des saponosides

Pour mettre en évidence les saponosides, introduire 1ml d’extrait végétal dans un tube a
essai. Apres avoir agité pendant quelques minutes, la hauteur de mousse supérieur a 1cm et

persistante aprés 15min de repos indique la présence des Saponosides (Bidie et al., 2011).
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+» Recherche des stéroides

Pour 1ml d’extrait végétal ajouter 0,5ml de solution d’acide acétique, est suivi par 0,5ml de
H,SO, concentré. Si la solution ne donne aucune couleur verte cela prouve la présence de
stéroides non saturés. Dans un 2°™ tube, le méme volume de H,SO, est ajouté. La présence de la
couleur rouge indique la présence des dérivés des stéroides (Harborne et al., 1973 ; Trease et
al., 1989).

«» Recherche des sucres réducteurs

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

11.3. Détermination des teneurs en principes actifs
11.3.1. Dosage des polyphénols

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
(HaPW12040) et phosphomolibdique (HsPMo012040), il est reduit par les phénols en un mélange
d’oxydes bleus de tungsténe (WgO,3) et de molybdéne(MogO,3). Cette coloration bleue dont
I’intensité est proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents dans le milieu donne
un maximum d’absorption environs 750- 765nm (Bonnaillie et al., 2012).

La teneur en composés phénoliques totaux des extraits phénoliques a été déterminée selon
La méthode de Folin-Ciocalteu. A 200ul de chaque solution d’extrait est ajoutée 1ml de réactif
de Folin Ciocalteu (1/10) puis 0,8ml d'une solution de bicarbonate de sodium (7,5%) a été
ajoutée. Apres 30min, le contenu phénolique a été mesuré a 765nm avec UV-Vis
spectrophotomeétre (Vuorela, 2005).

La courbe d'étalonnage a été réalisée par l'acide gallique a différentes concentrations (20 -
100 pg/ml), dans les mémes conditions de dosage. Les résultats sont ainsi exprimés en pg
équivalent d'acide gallique par mg d'extrait sec (ug d'EAG/mg). Toutes les mesures sont répétées
3 fois (Bonnaillie et al., 2012).

11.3.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides posseédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner un complexe coloré avec le chlorure d’aluminium. Les flavonoides
forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et aluminium). Ceci traduit le fait
que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir & deux atomes d'oxygeéne de la molécule

phénolique agissant comme donneur d’électrons (Zhishen et al, 1999).
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La teneur d’extrait en flavonoides a été déterminée par la méthode de chlorure
d’aluminium décrite dans Bahorun et al (1996). Mettre 1ml de chaque solution d’extrait dans un
tube a essai; Ajouter 1 ml d’une solution méthanolique de chlorure d’aluminium a 2% ; laisser
incuber 60min a température ambiante. Lire les absorbances a I’aide d’un spectrophotomeétre
UV-visible a 420nm. La méme procédure a été réalisée pour la rutine a différentes
concentrations en introduisant 1ml de cette derniere dans une série de tubes et en ajoutant 1 ml
d’AlClI3 a 2%. Le blanc est représenté par 1’éthanol additionné d’AlCls.

La concentration des flavonoides contenus dans les extraits végétaux a été calculée en se
référant a la courbe d’étalonnage a base de rutine comme standard (10 -60ug/ml), les résultats
sont exprimés en pug équivalent de rutine par mg d’extrait sec. Toutes les mesures sont répétées 3
fois.

11.3.3. Dosage des tannins

La détermination de tannins dans les différents extraits a été réalisée par la méme
méthode de Folin Ciocalteu aprés précipitation des tannins par la gélatine selon la procédure
décrite dans Adewusi et al (2011)

200l de chaque extrait sont homogénéisés avec 200mg de gélatine dans 200ul d’eau
distillée, Le mélange tannin- gélatine est laissé pendant 15min a 4°c, ensuite il est bien mélangé
par un vortex et filtré par papier Whatman n°l. Les composés phénoliques non adsorbés
(constituant le surnageant) sont dosés par la méthode de Folin Ciocalteu comme précédemment
décrit aprés qu’on compléte le volume prélevé a partir de surnageant 150ul a 1ml. Les valeurs
obtenues sont soustraites de la teneur en polyphénols totaux et exprimé en pg équivalent d’acide

gallique par mg d'extrait sec.
11.4. Evaluation de I’activité antioxydante

11.4.1. Test de phosphomolybdate (PM)

Le test du pouvoir réducteur du phosphomolybdate est un essai direct qu’on emploi
principalement pour mesurer la puissance des antioxydants non enzymatiques. Il repose sur la
réduction des molybdates en molybdéne en présence des extraits en donnant une coloration verte
détectable par I’ UV a une longueur d’onde de 695nm (Prieto et al., 1999).

Mettre 1ml de chaque solution d’extrait végetal dans un tube a essai; Ajouter 1 ml de
solution de molybdate et incuber le mélange dans un bain marie a une tempeérature de 95°C
pendant 90min. apres on le laisse refroidir & température ambiante, puis on mesure 1’absorbance

a une longueur d’onde égale a 695nm.
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Les différents extraits ont été traites de la méme fagon et pour tracer la courbe d’
étalonnage (annexe) en prenant 1’acide ascorbique comme un standard comparatif a différentes

concentrations (0.2-1 mg/ml). Le test est répété 3 fois (Jayaprakasha et al., 2006).

11.4.2. Test du DPPH (diphenylpyryl-hydrazyl)

Lorsqu'une solution de DPPH (de couleur violette initialement) est mélangée avec celle
d'une substance qui peut donner un atome d'hydrogene, alors cela donne naissance a la forme
réduite (2) avec la perte de la couleur violette (bien qu'il y aurait devrait étre une couleur jaune
pale résiduelle). Représentant le radical par Z° et la molécule donneuse par AH, la réaction
primaireest Z"+ AH =ZH + A" (figure 16).

Ou ZH est la forme réduite et A des radicaux libres produit dans cette premiére étape. Ce
dernier radical sera ensuite soumis a d'autres réactions qui controlent la steechiométrie globale,
qui est le nombre de molécules de DPPH réduites (décolorée) par une molécule du réducteur
(Molyneux, 2004)

03N N—N 02N N—N

I: Diphenylpicrylhydrazyl (free radical) 2: Diphenylpicrylhydrazine (nonradical)

Figure 16 : Structure de DPPH et DPPH ‘(Molyneux, 2004).

A 50ul de chaque solution d’extrait a différentes concentrations (1000- 4000ug/ml) est
ajouté 1ml de la solution méthanolique du DPPH a 0.01M. Parallélement, un contréle négatif est
préparé en mélangeant 50ul de méthanol avec 1ml de la solution méthanolique de DPPH.

La lecture de I’absorbance est faite contre un blanc a 517nm apres 30 min d’incubation a
I’obscurité et a température ambiante. Le controle positif est représenté par une solution d’un
antioxydant standard.

Pour tracer la courbe d étalonnage en prenant 1’acide ascorbique comme un standard a
différentes concentrations (100- 220 pg/ml), dont 1’absorbance a été mesuré dans les mémes
conditions que les échantillons, le test est répété 3fois.

Effet de piégeage (%) ou pourcentage d'inhibition est calculé selon 1’équation suivante :
| % =A0-A1/A0x 100
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A0 : Absorbance de contréle

Al : Absorbance en présence d'essai ou échantillon standard ( Tailor et al., 2014).

Les valeurs de 1’IC50 ont été déterminées graphiquement par la régression linéaire.
(Bougandoura et al., 2012).

11.4.3. Test de réduction du fer (FRAP Assay : Ferric Reducing Antioxidant Power)

Cette méthode correspond a la réduction d'un complexe tripyridyltriazine ferrique [(Fe(l11)-
TPTZ)2] en un complexe tripyridyltriazine ferreux [(Fe(Il)-TPTZ)2] par un antioxydant (RH), a
a un pH bas pour maintenir la solubilité du fer. (Fe (Il) -TPTZ a une couleur bleu intense et peut
étre contr6lé a 593 nm (figure 17) (Réka et al., 2002).

Figure 17 : Réaction d’essai de FRAP (Tomasina et al., 2012).

Mettre 50ul de chaque solution d’extrait (Img/ml) dans un tube a essai, ajouter 1.5 ml de
réactif de FRAP fraichement préparé ensuite lire I’absorbance aprés 5min a 593 nm contre un
blanc de réactif.

Pour tracer la courbe d étalonnage en prenant 1’acide ascorbique comme un standard
comparatif, a différentes concentrations (20- 100ug/ml) mg/ml . Le test est répété 3 fois.
(Huang et al., 2005).

I1.5. Evaluation de I’activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des extraits a été déterminée par la méthode de diffusion en
milieu gelosé cité par Meddour et al (2013).

Les differentes souches bactériennes ont été repiquées par la methode des stries, puis
incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures afin d’obtenir une culture jeune et des colonies isolées
qui ont servi par la suite a préparer I’inoculum de suspension bactérienne dans des tubes de
solution d’eau physiologique stérile a 0.9 %, on a trempé un écouvillon dans la suspension et on

a étale la surface entiére avec la gélose Mueller Hinton (GMH) a trois reprises. Aprés chaque
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application, on a tourné la boite de 60° environ en vue d’assurer une distribution homogene de

I’inoculum.

Enfin, on a écouvillonné partout autour du bord de la surface de la gélose. Des disques de
papier Wattman stériles (6 mm de diametre) sont imprégnés d’extraits végétal repris avec le
diméthyle sulfoxyde (DMSO) (Img/ml ) et déposés a 1’aide d’une pince sur la surface du milieu
GMH. Les boites de Pétri ont été incubées pendant 24 heurs a 37°C (Hambaba, et al 2012).

11.6. Expérimentation animale
Apreés une période d’adaptation, les rats femelles ont été repartis en six lots de cinq rats.
L’identification individuelle des rats se fait par numérotation au niveau de la queue. La figure 18

résume les différentes étapes du protocole expérimental
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Figure 18 : Protocole expérimentale.

T : témoin non diabétique sans traitement, TD: témoin diabétique sans traitement, PM1: rats
traités par Myrtus nivellei a la dose (100mg/kg), PM2: rats traités par Myrtus nivellei a la dose
(300mg/kg), PN1: rats traités par Nauplius graveolens a la dose (100mg/kg), PN2 : rats traités
par Nauplius graveolens a la dose (300mg/kg), GB: rats traités par glibenclamide.
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2.6.1. Induction de diabete par alloxane

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

streptozotocine. (Szkudelski, 2001). Dans notre étude 1’alloxane a été utilisé (figure 19).

(annexe).

Alloxan Glucose
‘ (BlockiV ’
Extracellular 2
A OO OO OO IO OO OO
NN | 0000000 00O 0 0 00 OB 0 0 OO
B cell | |
Alloxan redox cycle Glucokinase inactivation
Glucose
Fe*  Fe™ B
]
0_,_" +02-+ H' —H,0, "OH' + OH §
- : + ) - + | i T SH 3
0," +H o O +H Alloxan (inactivation) . Glucokinase
) Alloxan . =2 i SH ——s )
0, .~ radicals "~ ( g
Dialyffc acid A(’It.u’xan LATP and | Insulin secretion
. -\:‘T\\:'\‘_\ Alloxan ,;;'j;.'f-:""'/ -
GS' " radicals " nc-
~_ GSH <
CSSH + 2NADPH - 2GSH + 2NADP*

Figure 19: Mécanisme d’action de 1’alloxane (Miroslav et al., 2016).

% Injection d’alloxane

Les animaux ont été pesés et injectés par voie intrapéritonéale par une dose de 150 mg / kg
d'alloxane dissous dans une solution d’eau physiologique. Le diabéte sucré a été confirmé apres
72 heures d'injection d’alloxane en testant les niveaux de glucose sanguin a jeun en utilisant un
glucometre CONTOUR PLUS actif et bandelettes de test de glucose (Akinnuga, 2014). Aprés
injection, les animaux avaient libre et acces a la nourriture et de I'eau, également aprés 6 heures
les rats injectés ont regu une solution de glucose a 5% pendant la nuit pour éviter un choc
hypoglycémique (Ahmad et al., 2016). Les rats ayant une glycémie indice supérieur a 200 mg/dl
ont eté retenus pour I’étude expérimentale (Wacim et al., 2013). La glycémie des rats a eté

mesurée par le glucometre au début de I'essai et le premier jour de chaque semaine.

41


http://www.hindawi.com/52612704/

Matériels et Méthodes

11.6.2. Traitement des animaux
Aprés la période d’induction du diabéte les rats ont été répartis en sept groupes de cinq rats

qui ont été traités pendant 21 jours comme suivant:
Groupe 1 (T) : Le groupe témoin non diabétique a regu 1’eau physiologique (0.9% NaCl) par
gavage.
Groupe 2 (TP) : Le groupe témoin diabétique a regu seulement 1’eau physiologique par gavage.
Groupe 3 (GB) : Les rats de se groupe ont recu 5mg/Kg de glibenclamide (dissout dans I’eau
physiologique) par gavage.
Groupe 4 (PM1) : Les rats ont recu 100mg/Kg d’extrait aqueux de Myrtus nivellei (dissout dans
I’eau physiologique) par gavage.
Groupe 5(PM2) : Les rats ont été traités par 300mg/Kg d’extrait aqueux de Myrtus nivellei
(dissout dans I’eau physiologique) par gavage.
Groupe 6 (PN1) : Les rats ont été traités par 100mg/Kg d’extrait aqueux de Nauplius graveolens
(dissout dans 1’eau physiologique) par gavage.
Groupe 7 (PN2) : Les rats ont été traités par 300mg/Kg d’extrait aqueux de Nauplius graveolens
(dissout dans 1’eau physiologique) par gavage.

NB : Pendant cette période le poids et la glycémie des rats ont été déterminés chaque semaine

dans I’eau physiologique) par gavage.

11.6.3.Détermination de la glycémie et mesure des poids

Durant la période de traitement (jour 1 a jour 21), la glycémie a été mesurée a jeun dans
les jours J1-J7-J14- J21 & I’aide d’un appareil glucometre CONTOUR PLUS. En effectuant une
petite incision dans la partie finale de la queue aprés qu’il doit étre désinfecté par I’alcool. Dans
le J21, la glycémie a été mesurée a jeun par dosage colorimétrique (apres sacrifice). Les poids

corporels des rats ont été mesurés dans les jours : 1J, J7, J14, J21.

11.6.4.Sacrifice et préparation des prélévements

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

L’un a EDTA : destiné au dosage des parameétres hématologiques. L’autre sec: a subit une
centrifugation a 5000 tours/min pendant 15 minutes, ensuite le sérum résultant est récupéré puis

placé a -20 °C, il est destiné au dosage des parameétres biochimiques.
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« Prélévement de certains organes

Apres la sacrifice, le foie, les reins, le cceur, la rate, et le pancréas ont été prélevés. Les
reins, le ceeur, la rate et Une partie du foie et de pancréas, ont été stockés au congélateur a -20 °C
pour le dosage des paramétres de stress oxydant. Le reste du pancréas ont été fixés dans le la
formule pour effectuer les coupes histologiques.
11.6.5. Dosage d’hémoglobine

Est déterminée par la méthode auto analyseur spécifique de FNS avec un appareil
MINDRAY (annexe).

11.6.6. Dosage des parameétres biochimique du sang

11.6.6.1. Dosage de la glycémie sérique
% Principe
Le glucose est oxydé par la GOD en acide gluconique et H,O, qui reagit en présence de
POD avec le chloro-4- phénol et le PAP pour former une quinonéimine rouge. L’absorbance du
complexe coloré, proportionnelle a la concentration en glucose dans 1’échantillon est mesurée a
500 nm (Trinder, 1969).
11.6.6.2. Dosage de ’urée sérique
¢ Principe
M¢éthode enzymatique et colorimétrique basée sur I’action spécifique de l'uréase qui
hydrolyse 1’'urée en ions ammonium et carbonate. Les ions ammonium forment ensuite avec le
chlore et le salicylate un complexe coloré bleu-vert. L’intensité de coloration, proportionnelle a
la concentration en urée dans le spécimen, est mesurée a 600 nm (Searcy et al.,1967 ). La fiche
technique est dans 1’annexe

11.6.6.3. Dosage de la créatinine sérique
¢ Principe

Réaction colorimétrique (réaction de Jaffé, sans étape de pré- traitement du spécimen) de la
créatinine avec 1’acide picrique en milieu alcalin dont la cinétique de développement est mesurée

a 490nm (490-510) (Labbé et al., 1996 ;Fabiny et al., 1971).

11.6.6.4. Dosage des protéines sériques
% Principe
Les liaisons peptidiques des protéines réagissent avec Cu2” en solution alcaline pour
former un complexe coloré dont 1’absorbance, proportionnelle a la concentration en protéines
dans I’échantillon, est mesurée a 550 nm. Le réactif Biuret contient du sodium potassium tartrate

qui complexe les ions cuivriques et maintient leur solubilité en solution alcaline (Tietz, 1995).
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11.6.6.5. Dosage d’hémoglobine glyquée

Le pourcentage d’hémoglobine glyquée est déterminé par appareil CERAGEM (annexe).
11.6.6.6. Dosage du cholestérol sérique
% Principe

Méthode enzymatique Allain et al (1974) décrite selon le schéma réactionnel suivant :

CE

Cholestérol estérifié » Cholestérol + acides gras libres
(6{0)

Cholestérol + O, > Cholesten 4 one 3 + H,0,
POD R

2 H,0, + Phénol + PAP > Quinonéimine (rose) + 4 H,0.

11.6.6.7. Dosage du triglycéride sérique
% Principe

Méthode de Fossati et Prencipe couplée a une réaction de Trinder.

Le schéma réactionnel est le suivant :

Lipase
Triglycérides -_ Glycérol + acides gras libres

GK
Glycérol + ATP EEE— Glycérol 3 Phosphate + ADP

GPO
Glycérol 3 Phosphate + O, _ Dihydroxyacétone Phosphate + H,0,
POD
H,0, + 4-Chlorophénol + PAP e — Quinonéimine (rose) + H,O
L’absorbance du complexe coloré (quinonéimine), proportionnelle a la concentration en

triglycérides dans le échantillon, est mesurée a 500 nm (Trinder, 1969 ; Fossati et al., 1982).

11.6.6.8. Dosage du HDL

% Principe
Un détergent spécifique solubilise le cholestérol-HDL. Sous I’action combinée de la CO et
CE, le couple POD + 4-AAP développe une réaction colorée proportionnelle a la concentration
en cholestérol-HDL. La lecture s’effectue a 600 nm (Gotto, 1988 ; Badimon et al., 1990).
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11.6.6.9. Dosage du LDL

% Principe

Au cours de la premiére phase, seules les lipoprotéines non-LDL sont solubilisées par le
détergent 1. Le cholestérol ainsi généré, soumis a ’action du cholestérol Oxydase (CO) et du
cholestérol Estérase (CE), produit un compose incolore.

Au cours de la seconde phase, le détergent 2 solubilise le cholestérol LDL. Le couple
chromogénique développe une réaction colorée proportionnelle a la concentration en cholestérol-
LDL. La lecture s’effectue a 546 nm (520-580) (Gotto, 1988 ; Tietz, 1999). La fiche technique
est dans I’annexe.

11.6.7. Préparation des homogénats

Chaque organe (le foie, le ceeur, les reins, la rate et pancréas) de chaque rat est coupé en
petits morceaux puis pesé environ 1 gramme et enfin 1’ homogénéisé a 1’aide d’un mortier le
pilonné dans une solution de tampon de broyage TBS (Tris 50 mM, NaCl 150m M, pH 7.4).
L’homogénat obtenu est centrifugé a 3000 tours/minute pendant 10 minutes pour éliminer les
débris cellulaires. Ensuite, le surnageant est récupéré dans des tubes secs est stocké a -20°C
jusqu’a son utilisation pour les dosages tissulaires.

11.6.8. Dosages des protéines tissulaires
% Principe

La concentration de protéines est déterminée selon la méthode de Bradford (1976) qui
utilise le bleu de Coomassie (G 250) comme réactif. Les groupements amines (-NH2) des
protéines réagissent avec un réactif a base de 1’acide orthophosphorique, de 1’éthanol et de bleu
de Coomassie pour former un complexe de couleur bleue. L’apparition de cette couleur refléte le
degré d’ionisation du milieu acide et ’intensité établit la concentration des protéines dans
I'échantillon.

% Mode opératoire
e Prélever 0,1 ml de I'homogénat.
e Ajouter 5 ml du réactif de Bradford.
o Agiter et laisser reposer 5 min pour la stabilisation de la couleur.
e Lire la densité optique a 595 nm, contre le blanc.
e La densité optique obtenue est rapportée sur une courbe d'étalonnage préalablement tracée.
e La concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gamme étalon

d’albumine sérique bovine (BSA) (1 mg/ml) réalisée dans les mémes conditions (annexe).
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11.6.9. Dosage des parameétres du stress oxydant
11.6.9.1. Dosage du malondialdéhyde (MDA)

% Principe

Les composés carbonylés a D’instar du malondialdéhyde réagissent avec 1’acide
thiobarbiturique (TBA) pour donner des chromophores de couleur rose absorbant a 532 nm
(Yagi, 1976).

% Mode opératoire

Pipeter dans les tubes a essai en verre et a vis, 100ul d’échantillon, 400ul de réactif TBA et
fermer hermétiquement. Chauffer le mélange au bain Marie a 100°C pendant 15 minutes. Puis
refroidir dans un bain d’eau froide pendant 30 minutes en laissant les tubes ouverts pour
permettre 1’évacuation des gaz formés lors de la réaction. Centrifuger a 3000 tours/minutes
pendant 5 minutes et lire I’absorbance du surnageant a 532nm a I’aide d’un spectrophotométre.

% Meéthode de calcul

La concentration de TBARS a été déterminée en utilisant le coefficient d’extinction

moléculaire du MDA (&= 1.53 10"5 M-1.Cm-1). Les résultats ont été exprimés en pmol/I.
MDA (umol/mg de protéine) = (Do échantillon / 1,53 x 10°) mg de protéine.
11.6.9.2. Dosage du Glutathion réduit (GSH)
% Principe

Le dosage du glutathion a été réalisé selon la méthode de Wekbeker et Cory (1988). Le
principe de ce dosage repose sur la mesure de l'absorbance optique de l'acide 2-nitro-5-
mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de I'acide 5,5'-dithio-bis-2- nitrobenzoique
(réactif d'Ellman, DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Pour cela une
déprotéinisation de I’homogénat est indispensable afin de garder uniquement les groupements
thiol spécifiques du glutathion.

% Mode opératoire

Prélever 0,8 ml de ’homogénat.

e Déprotéiniser en ajoutant 0,2 ml d'une solution d'acide sulfosalicylique 0,25 %.

e Agiter le mélange et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace.

e Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 min.

e Prélever 0,5 ml du surnagent.

e Ajouter 1 ml du tampon Tris + EDTA (0.02 M d’EDTA), pH 9,6.

e Meélanger et ajouter 0,025 ml de DTNB a 0,01M (dissous dans le méthanol absolu).
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e Laisser pendant 5 min a température ambiante pour la stabilisation de la couleur qui se
développe instantanément.

e Lire les densités optiques a 412 nm contre le blanc.

% Meéthode de calcul
La concentration du glutathion est obtenue par la formule suivante :
(GSH)(nM /mg de HB) = (D.O x 1x 1.525) / (13133x 0.8 x 0.5 xmg de Hémoglobine)
13133  : constante d'absorption des groupes SH a 412 nm.
DO : la lecture d'absorbance par le spectrophotométre.

1.525 ml : volume total de mélange.

0.5ml  : volume de solution surnagent.
1 : volume de mélange de protéine.
0.8ml  : volume de solution homogéne sans protéine existe dans 1ml.

(GSH) : concentration de glutathion.
11.6.9.3. Dosage de I’activité enzymatique de la catalase (CAT)

% Principe

L’activité enzymatique du catalase est déterminée dans les tissus cellulaires selon la
meéthode de (Clairborne, 1985). Le dosage de I’activité enzymatique du catalase est basé sur la
diminution de 1’absorbance a 240 nm qui est due a la décomposition du superoxyde d’hydrogene
(H20,) par la catalase.

% Procédure

Dans une cuvette en quartz de 3 ml, 50ul de I’homogénat sont mélangés avec
2.95 ml d’une solution de H,O, a 19mmol/ml préparée dans le tampon phosphate de
potassium pH 7.4 (0.1M). Le changement de 1’absorbance est suivi pendant deux minutes
en prenant les valeurs a t0 et aprés chaque minute. L’activité enzymatique du catalase est
exprimée en constante de vitesse de la réaction d’ordre 0 par gramme de tissu.

% Méthode de calcul
L’activité enzymatique du catalase est calculée selon la formule suivante :
K= (2.303/T) x log (A1/Az)
Dont :
K : Constante de vitesse de la réaction d’ordre 1.
T : Intervalle de temps en minute.
Al : Absorbance a t0
A2 : Absorbance a t1
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L’activité enzymatique du catalase = K/n (K/g) ou n représente la quantité de tissu en gramme
dans le volume utilis¢ de I’échantillon testé.
11.6.9.4. Dosage de I’activité enzymatique de la (GSH-PXx)

% Principe

Dans notre etude, L'activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée
par la méthode de (Flohe et al., 1984), en utilisant un spectrophotometre de type SHIMATZU.
Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde dhydrogene (H,O,) en
présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous ’influence de la
GPx selon la réaction suivante :

GPx
H,0,+ 2GSH =~ ==y GSSG +2 H,0
% Mode opératoire
Nous avons procédé aux étapes suivantes:

e Prélever 0.2 ml de I'nomogénat (surnageant).

o Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1mM).

Ajouter 0.2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4).

e Incuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min.

e Ajouter 0.2ml de H202 (1.3 mM) pour initier la réaction, laisser agir pendant 10
minutes.

e Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter la réaction.

e Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes.

e Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes.

e Prélever 0.48 ml du surnageant.

e Ajouter 2.2 ml de la solution tampon TBS.

e Ajouter 0.32 ml de DTNB (1.0 mM).

e Mélanger et apres 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm.

*,

% Meéthode de calcul
La détermination de l'activité enzymatique de la GPx se fait a l'aide de la formule suivante:
GPx (umol GSH/mg de prot) = [ (Do échantillon- Do étalon ) x 0.04] x 5/mg de prot)

Do étalon
DO échantillon : Densité optique de I'échantillon.
DO étalon : Densité optique de I'étalon.

0.04 : Concentration de substrat (GSH)./ mg de prot : milligramme de protéine.
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11.7.Etude histologique

Dans notre étude, tissus pancreatiques de toutes les animaux traités ou non traités ont été
soumis & une autopsie compléte aprés concervation dans un milieu approprié (Formaldéhyde 10
%).les coupe histologique a été effectuer dans laboratoire d’hopital.
11.8. Etude statistique

L'évaluation statistique est effectuée par le test T de student. Les résultats sont donnés sous
forme de moyennes et écart-types (ES). Alors, nous avons utilisé un logiciel MINITAB 13 et
EXCEL (office 2007) qui nous aident pour faire I’analyse.
Ce test nous donne le degré de signification P ou on dit que la différence :
NS : Différence non significative P > 0.05.
*  : Différence significative P < 0.05.
** : Différence hautement significative P < 0.01.

*** . Différence trés hautement significative P < 0.001.
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Résultats et Discussion

I. Résultats
I.1. Extraction des composés phénoliques

Les extraits hydro-éthanoliques et aqueux récupérés aprés évaporation a sec et sous
pression réduite ont été pesés pour déterminer le pois sec résultant, ces extraits renferment des
composés phénoliques dont les flavonoides. Le rendement a été déterminé par rapport a la
matiere seche rendue en poudre et subissant une extraction selon des procédures correspondant a
la littérature. Les résultats ont été représentés dans le tableau suivant:

Tableau 3 : Rendements en extrait sec des plantes étudiées.

Extraits aqueux Extraits éthanoliques
Nauplius _ | Cymbopogon Artemisia
Plantes Myrtus nivellei o
graveolens schoenanthus judaica

Rendement | 19,84+ 0,00 7% | 20,81+0,61% | 4,23+1,05% | 16,56+ 1,00 %

Selon le tableau 03 les quatre plantes ont donné des masses en extrait sec de rendement
différents, de point de vue rentabilité les extrait aqueux de Myrtus nivellei et Nauplius
graveolens ont donné les proportions les plus élevees de 20,81% et 19,84% respectivement
suivis par Artemisia judaica 16,56 %, le rendement le plus faible a été observée pour I’extrait

hydroethanolique de Cymbopogon schoenanthus 4,23 %.

1.2.Tests phytochimiques

Une investigation chimique préliminaire a été entreprise et a permis de mettre en
évidence certains principes actifs. Les résultats de coloration et de précipitation ont été les
principales voies d’identification de ces substances.

Les résultats des tests phytochimiques de différents extraits sont regroupés dans le tableau
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Tableau 4 : Résultat des tests phytochimiques des extraits investigues.

Meétabolites Nauplius Myrtus Cymbopogon Artemisia
Plantes graveolens nivellei schoenenthus judaica

Alcaloides ++ +++ ++ ++
Polyphénols ++ +++ + ++
Flavonoides + ++ + +
Polyterpénes - - ++ +
Stérols ++ ++ - -
Saponosides ++ +++ - +
Stéroides + -+ + +
Sucres réducteurs ++ ++ ++ ++

+: traces, ++: abondant, +++: trés abondant, - : absent.
1.3. Détermination des teneurs des composes bioactifs

e Dosage des polyphénols

L’¢étude quantitative des extraits bruts, préparés a partir des parties aériennes de Myrtus
nivellei et Nauplius graveolens, Artemisia judaica et Cymbopogon schoenanthus au moyen des
dosages spectrophotométriques avaient pour objectif la détermination de la teneur des
polyphénols totaux. La raison principale pour le choix de ces substances réside dans le fait que la
majorité des effets pharmacologiques des plantes leur sont attribués.

La teneur en composés phénoliques de chaque extrait a été calculée a partir de la courbe
d’¢étalonnage de 1’acide gallique, exprimée en ug d’acide gallique/mg d’extrait sec. Les résultats
obtenus sont représentés dans le tableau 05.

Tableau 05 : Teneurs en phénols totaux des quatre extraits

Nauplius Myrtus Cymbopogon Artemisia
graveolens nivellei schoenanthus judaica
pg d’acide
gallique/mg 50,59+ 0,43 204,67+1,87 58,47+3,07 65,28 +1,81

d’extrait sec

On remarque d’aprés les résultats illustré dans le tableau ci-dessus, que la teneur en

composé phénolique dans 1’extrait aqueux de Myrtus nivellei est le plus important a ceux des
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autres extraits Cymbopogon schoenenthus, Nauplius graveolens et Artemisia judaica. Ce qui

confirme la grande richesse de la partie aérienne de cet espéce en substances polyphénoliques.

e Dosage des flavonoides

A partir de la courbe d’étalonnage de la rutine, la teneur en flavonoide a été déterminée
dans les différentes espéces exprimée en pg de rutine /mg d’extrait sec. La raison principale pour
la quelle on a choisi cette classe de polyphénols, réside dans le fait que les flavonoides
constituent la classe polyphénolique la plus importante, avec plus de 5000 composes déja décrits
Athmana, (2008). Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 6.

Tableau 6: Teneurs en flavonoides dans les quatre extraits

Nauplius Myrtus Cymbopogon Artemisia
graveolens nivellei schoenanthus judaica
Mg de
rutine/mg 28,08+2,20 85,32 + 13,67 22,01 +6,06 39,44 +£2,95

d’extrait sec

D’apres les résultats donnés dans ce tableau, on remarque que la teneur en flavonoide dans

I’extrait Myrtus nivellei est le plus important en comparaison avec les autres extraits.
e Dosage des tannins totaux

Les résultats du dosage des tannins sont exprimés en g équivalent d’acide gallique par mg

d’extrait sec selon la courbe d’étalonnage. Les résultats sont présentés dans le tableau ci-

dessous.
Tableau 7: Teneur en tannins totaux dans les quatre extraits
Nauplius Myrtus Cymbopogon Artemisia
graveolens nivellei schoenanthus judaica
Mg d’acide

gallique /mg 41,29 +1,38 190,62 + 1,11 48,13 £ 0,96 51,64 + 2,22

d’extrait sec

Les tannins c’est une classe des composés phénoliques trés importante du point de vue
pharmacologique et thérapeutique ainsi que cosmétologique, les résultats montrent clairement la
richesse d’extrait aqueux de Myrtus en ce principe actif.

1.4. Evaluation de P’activité antioxydante
Plusieurs essais ont été réalisés pour la mesure de l'activité antioxydante des extraits des

quatre plantes investiguées, y compris le test de DPPHe (2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyle), le test
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de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), et le test de phosphomolybdate (PM). Les

capacités antioxydantes des extraits des plantes étudiées ont été déterminées et comparées a
I’activité de composé anti-radicalaire étalon, I'acide ascorbique. Les résultats obtenus pour le test
de DPPH, exprimés en terme de concentration inhibitrice de 50% des radicaux (IC50), sont
représentés dans le tableau suivant.

Tableau 08: Résultats des tests antioxydants des quatre extraits

Nauplius Myrtus Cymbopogon Artemisia judaica
graveolens nivellei schoenanthus
Test de molybdate | 11041 + 10,41 | 190,97 + 15,64 | 119,78 + 9,37 95,69 + 2,09
FRAP 51,80 + 0,49 | 180,74+598 | 4341+144 34,06 + 1,54

DPPH (1C50) pg/mi 76,67+3,03 17, 740,08 149,57+2,96 183,69+1,51

En ce qui concerne les résultats de l'activité antioxydante des quatre extraits, celui de
Myrtus nivellei a montré également 1’effet le plus important pour le test de molybdate et FRAP
avec des valeurs de 190,97 et 180,74 pg en équivalent d’acide ascorbique/mg d’extrait
respectivement.

L’extrait de Myrtus a représenté une valeur d’IC 50 = 17, 74pg/ml, ce qui est ’extrait le
plus puissant d’inhiber ou de piéger le radical DPPH mais cette valeur est moins importante en
comparaison avec celle de 1’acide ascorbique (5,86+0,02ug/ml) suivi par 1’extrait de Nauplius

graveolens, Cymbopogon schoenanthus et enfin Artemisia judaica,
1.5. Evaluation de I’activité antimicrobienne

L'activité antimicrobienne des différents extraits obtenus a partir des parties aériennes des
quatre plantes investiguées a savoir Myrtus nivellei, Nauplius gravéolens, Cymbopogon
schoenanthus et Artemisia judaica. a été testée contre les souches microbiennes: Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, et deux souches cliniques Serratia
marcescens, et Enterococcus faecalis, en utilisant la méthode de diffusion sur un milieu de
Muller Hinton par I’intermédiaire des disques imprégnés d’extrait. Les résultats obtenus

(diameétre d'inhibition (mm) sont regroupés dans le tableau ci dessous:
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Tableau 09 : Résultats d’activité antimicrobienne des différentes plantes

Plantes Nauplius Myrtus Cymbopogon Artemisia
Souches graveolens nivellei schoenenthus judaica
Escherichia coli NA NA 8 mm 8 mm
Serratia marcescens NA 9 mm NA NA
Enterococcus faecalis NA NA 9 mm 9 mm
Staphylococcus
8 mm 16 mm 9mm NA

aureus
mm : millimétre, NA : non active
Les résultats révelent que seulement les extraits hydroethanoliques de Cymbopogon
schoenenthus et Artemisia judaica exercent un effet antibactérien modéré contre les bactéries
Escherichia coli et Enterococcus faecalis. Pour la bactérie Serratia marcescens, aucun extrait
testé n’a été montré une activité contre cette souche a 1’ exception de 1’extrait de Myrtus nivellei.
Staphylococcus aureus a été la souche la plus sensible avec une zone d’inhibition égale 16mm

pour I’extrait de Myrtus nivellei également.

1.6. Evaluation des parameétres avant sacrifice

% Glycémie
Le tableau 10 présente la variation de la glycémie dans les trois semaines

Tableau 10 : Variation de la glycémie chez les groupes traités et les groupes témoins pendant 21

jours.
y T PN1 PN2 PM1 PM?2 GB ™D
Lots
1 96.6:2.6 | 600+0.0 | 580+3.1 | 390+1.8 | 600+0.0 | 5063+1.6 | 224+3.6
i7 | 97,6713 | 536,7+1.4 | 415+2.7 | 230,5+2.5 | 600+0.0 | 442,5+2.1 | 258+2.8
j14 | 93,33+25| 385+18 | 268,5+3.0 | 120+2.1 | 358+1.7 | 412,5+1.3  600£0.0
j21 | 98,67+2.4 | 176+2.8 | 109,5+1.4 | 1045+1.7 | 113425 | 232,5+1.4 | 600+0.0
Variation| 004 | 352t | -484 | 368 | 518k | -260f | 3,89
0023 | 0826 0159° | 0956¢ | 0355° | 0155° | 0,150

Comparaison avec groupe témoin (T): ~ p < 0.001, avec groupe témoin diabétique (TD): °p <

0.001 et n=5 rats.
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Figure 20 : Variation de la glycémie chez les groupes traités et les groupes témoins pendant 21
jours, n=5 rats.

Les résultats de la figure 20 montrent que le groupe diabétique non traité ont une
augmentation dans le taux du glucose sanguin depuis le 1ljour jusqu'au 21 jour (+3.76%) en
comparaison avec le groupe témoin non traité, par contre une baisse au niveau de la glycémie a
été observé a partir du 7éme jour, apres le traitement des rats diabétiques par les doses 100 et 300
mg/kg chez les groupes PN1(-4.24%), PN2(-4.71%), PM1(-2.85%) et principalement PM2 (-
4.88%), mais le niveau du glucose sanguin chez le groupe GB reste élevé un peu en comparaison
avec les extraits. Ces résultats montrent la grande efficacité de décocté du Myrtus nivellei a la
dose de 300mg/Kg dans la diminution du taux de glucose sanguin.

¢+ Poids corporel
Afin de déterminer I’influence de nos extraits sur le poids corporel et la croissance des
rats, nous avons suivi 1’évolution du poids corporel, des rats témoins et traités, périodiquement

tout au long de I’expérimentation (tableaull).
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Tableau 11 : Variation du poids corporel chez les groupes traités et les groupes témoins pendant

21 jours.

y/ T PN1 PN2 PM1 PM2 GB TD
Lots

190,5+ | 264,4+ | 2158+ 240+ 250+ 210+ 258+

1 15 1.2 1.4 0.77 18 1.01 13
| 19067+ | 2493 | 20067+ | 171t | 216x | 168+ | 22167+
J 0.89 1.08 1.03 0.54 1.05 13 16
" 102+ | 2233+ | 1083+ | 147+ | 223+ | 169+ | 17333+
102 | 065 1.7 124 | 087 1.7 14
o1 | 19867f | 22067t | 1085r | 142r | 226r | 156r | 136
18 097 | 096 | 163 | 154 | 098 | 108

Gaine 0,037+ -0,38+ -0,24+ -0,86x | -0,178+ | -0,56% -1,4*1;*
ouperte | 0,006 | 0,065° | 0,081° | 0,134° | 0,072° | 0,049° | 0,21
Comparaison avec groupe témoin (T): ~ p < 0.001, avec groupe témoin diabétique (TD): °p<

0.01, et n=5 rats.
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Figure 21 : Variation du poids corporel chez les groupes traités et les groupes témoins pendant
21 jours, n= 5 rats.

Un gain de poids corporel a été lIégérement observé dans le groupe T. Cependant, une perte
de poids corporel a été observée chez les groupes TD (-1.22%), PM1 (-0.98%), GB (-0.52%),
PN1 (-0.44%) respectivement, par contre les groupes diabétiques traités PN2 et PM2 ont montré
un signe de rétablissement du poids corporel. Le groupe diabétique non traité a montré une chute
progressive dans le poids corporel durant toute la période expérimentale.

1.7. Evaluation des parameétres apres sacrifice
1.7.1.Poids relative des organes
Cing organes ont été preleveés et peses : foie, cceur, reins, rate et pancréas. Les résultats

sont représentés sur le tableau 12.
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Tableau 12: Poids relatif des organes (foie, cceur, reins, rate et pancréas) chez les groupes

témoins et les groupes traités pendant 21 jours.

Poids relative (poids organe / poids corporels) en %
Moyennes + écart type

Foie Ceeur Reins Rate Pancreéas
D 13415+0,035" | 0,35:0,049™ | 0,750,021 | 0,20+0,021 ™ | 0,350,000

T 2813+0,122 | 03240035 | 046+0,028 | 0,290,042 | 0,37+0,042
PM2 1 4,60+0,544N | 0,43+0,000™ | 1,06+0,113" | 0,2140,02L M | 0,33+0,000
PML | 58940325 | 0,31+0,000™ | 0,51+0,035% | 0,30+0,028N | 0,23+0,02™
PN2 2,98+0,474™° | 0,29+0,000™° | 0,60£0,16™° | 0,29+0,056° | 0,29+0,06 N
PNL 1 473+0283M | 0,4040,000M | 0,89+0,070N | 0,270,028 | 0,40 0,07
GB 3,82+0,757™° | 0,36+0,049"° | 0,82+0,113"° | 0,24+0,028 ° | 0,30 £0,005"°

Comparaison avec groupe témoin (T): > p > 0.05, avec groupe témoin diabétique (TD): ™° p >
0.05,%p < 0.05 et n="5 rats.

Le poids relatif des organes nous renseigne sur I'évolution de I'organe par rapport a celle de

I'.organisme entier. Les résultats obtenus ne montrent aucune différence significative entre les

sept lots sauf que le poids relatif des reins chez le lot PM1 représente une diminution

significative (p<0.05) par rapport au groupe témoin diabétique.
1.7.2. Dosage d’hémoglobine

La figure 22 montre les résultats du taux d’hémoglobine chez les différents lots.
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Figure 22: Taux d’hémoglobine chez les groupes témoins et les groupes traités pendant 21 jours.

Comparaison avec groupe témoin normal (T): “*p > 0.05 et Comparaison avec groupe témoin
diabétique (TD): M p >0.05,%p < 0.05,°p < 0.01,°p < 0.001 et n= 5 rats.
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Nos résultats obtenus illustrent une diminution non significative de la concentration
d’hémoglobine chez les rats diabétiques TD par rapport au groupe témoin normal ainsi pour le
groupe traité GB par apport ou TD, cette concentration est augmentée de fagon trés hautement
significative (p<0.001) chez le lot PM2 par rapport aux rats témoins diabétiques. Nous avons
constaté une augmentation significative chez le groupe PN1 et tres significative pour le groupe
PN2 par rapport aux témoins diabétiques TD. Mais pour le lot PM1 aucune différence
significative n’a été signalée.
1.7.3.Dosage des paramétres biochimique du sang

Le tableau 13 illustre les résultats de la concentration de I’urée, la créatinine et les
protéines totales plasmatiques des différents groupes des rats.

Tableau 13 : Concentration plasmatique de 1’urée, la créatinine, et protéines totales chez les

groupes témoins et les groupes traités pendant 21 jours.

(Moyz Es)
Urée (g/) Créatinine (mg/dl) | Protéine totale (g/l)
TD 0,57 0,028 ™ 11,85+2,76° 65,67 + 1,31
T 0,53 + 0,028 9,25 + 2,62 70,03 + 1,56
PM2 0,47 + 0,021 10,05 + 2,90 @ 70,53 + 4,17 2
PM1 0,410,042 N 6,10+1,131"° 68,53 +2,97"°
PN2 0,45 + 0,021 10,55 + 2,90° 71,05 + 4,31N°
PN1 0,45 + 0,049 N 8,20 + 2,55"° 67,142,475
GB 0,43 + 0,028 "5 7,90 0,14 N 65,23 + 0,438

Comparaison avec groupe témoin (T): p <0.05,  p < 0.001, avec groupe témoin diabétique
(TD): ¥ p>0.05,2p<0.05 °p<0.01,°p<0.00Let n=5 rats.
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Figure 23 : Teneur plasmatique de I’urée (g/1), la créatinine et les protéines totales chez les
groupes témoins et les groupes traités pendants 21 jours. Comparaison avec groupe témoin (T): ~
p < 0.05, ™" p < 0.001, avec groupe témoin diabétique (TD): N p>0.05,%p < 0.05,°p < 0.01, °p

<0.001 et n=5 rats.

On observe une augmentation tres hautement significative (p < 0.001) de la concentration
plasmatique d’urée chez le groupe TD comparé par le groupe T avec un pourcentage de 7%, une
diminution significative d’urée chez les groupes PM2 (-21.3%) et PN2 (-26.6%) par apport au
diabétique témoin et aucune différence significative n’a été vu pour les autres groupes.

Par ailleurs le taux plasmatique de créatinine est Iégérement significatif (p < 0.05) chez le
groupe diabétique par rapport au groupe normale, le traitement des rats diabétiques PM2 et PN2
avec deux doses (100mg/kg, 300mg/kg) aboutissant a un changement significatif par rapport au
groupe diabétique non traité.

Le taux plasmatique des protéines totales est significativement modifié chez le groupe
témoin diabetique par rapport au groupe normal. Les lots diabétiques traites PN1, PN2, PM1 et
BG représentent une différence non significative en comparaison avec le lot témoin diabétique.

En revanche, on remarque une différence significative chez les lots PM2 par rapport au groupe
témoin diabétique.
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e Dosage d’hémoglobine glyquée

La figure 24 représente les résultats de I’hémoglobine glyquée chez les différents lots.
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Figure 24 : Pourcentage d’hémoglobine glyquée chez les groupes témoins et les groupes
traités pendant 21 jours. Comparaison avec groupe témoin normal (T): =~ p < 0.001
Comparaison avec groupe témoin diabétique (TD): M p > 0.05,°p < 0.01 et n= 5 rats.

Une augmentation trés hautement significative du taux d’’hémoglobine glyquée des rats
témoins diabétiques par rapport au rats normaux a été notée, alors qu’il y’est une diminution au
niveau du pourcentage de I’hémoglobine glyquée chez les rats traités par I’extrait de Myrtus a
une dose de 100mg/kg.

e Teneurs plasmatique en lipides

Les résultats des taux du triglycéride (TG), cholestérol (CL), HDL et LDL plasmatiques

sont présentés dans la figure 25:
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Tableau 14: Concentration sérique des triglycérides(TG), cholestérol (CL), HDL et LDL chez

les groupes témoins et les groupes traités pendant 21 jours.

(Moy+ Es)
TG (mg/dl) CL (mg/dl) HDL (mg/dl) LDL (mg/dl)

L 0,57 +0,021"" | 1,08+0,049" | 0,37+0,028" | 40,033+ 0,21

U 0,45+0,021 | 0,45+ 0,063 0,43 + 0,02 29,3+ 0.854
PM2 0,38+0,028* | 0,49+0,113* | 0,45+0,035% | 2523+1.16°
PM1 0,480,205™ | 053+0,170" | 0,44+0,04N | 28,467+ 0.65°
PN2 0,47+0,021° | 038+0,028% | 044+0,025% | 2547+1.04"
PN1 0,790,260 | 0,66+ 0,148" | 0,36 +0,026" | 33,67+ 15°
GB 0,48 +0,09 ™ | 0,48+0,035™° | 0,37 £0,015™ | 36,87+1,3"

Comparaison avec groupe témoin (T): p<0.05, p<0.01,” p <0.001,avec groupe témoin

diabétique (TD): NS p>0.05,%p < 0.05,°p < 0.01, °p < 0.001 et n= 5 rats.
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Figure 25: Concentration sérique des triglycérides(TG), cholestérol (CL), HDL et LDL chez les

groupes témoins et les groupes traites pendant 21 jours. Comparaison avec groupe témoin (T): " p

<0.05, "p<0.01,""p<0.001, avec groupe témoin diabétique (TD): N° p >0.05,%p < 0.05,"p
<0.01, °p <0.001 et n=5 rats.
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Le taux des triglycérides plasmatiques présentent une augmentation hautement
significative chez les rats témoins diabétiques par rapport aux rats normales a un pourcentage
(+21.05%), chez les rats du lots PM2 et le lot PN2 présentent une diminution significative et trés
hautement significative du taux du triglycéride plasmatique respectivement par rapport aux rats
témoins diabétiques et aucune différence significative n’a été notée entre les trois lots PM1, PN1
et GB par rapport aux rats témoins diabétiques.

Les rats témoins diabétiques présentent toujours une hypercholestérolémie (+58.33%)
compares aux rats normaux et aucune différence significative n’a été notée chez les trois lots
PM1, PN1 et GB par rapport aux rats témoins diabétiques. Chez les rats du groupe PM2
présentent une diminution significative du taux de cholestérol plasmatique par rapport des rats
témoins diabétiques. Nous avons noté également que les rats du lot PN2 ont une diminution trés
hautement significative du taux de cholestérol par rapport aux rats diabétiques.

Nous avons remarqué une diminution significative de concentration plasmatique de HDL
chez le groupe TD (-15.18%) par rapport au groupe T, cependant, cette concentration augmenté
de facon significative chez les rats du groupe PN2 (+15.79%) et PM2 (+17.64%) (p<0.05) et de
facon non significative chez le groupe PN1, PM1let GB par rapport au groupe TD.

L’étude statistique montre que la concentration sérique des LDL est augmentée de fagon
tres significative chez le groupe TD par apport T a (+26.81%). D’autre par on remarque une
diminution significative dans le groupe PN1 et trés significative chez les groupes PM1 (-
40.62%), PN2(-57.17%),et PM2 (-58.67%), et d’une fagon non significative chez le GB par

apport aux témoins diabétiques.

1.7.4. Evaluation des parameétres du stress oxydant

1.7.4.1. Concentration du malondialdéhyde (MDA)
Le tableau ci-dessous résume les résultats du taux de malondialdehyde chez tous les

groupes au niveau tissulaire.
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Tableau 15: Concentrations tissulaires de malondialdehyde chez les groupes témoins
et les groupes traités pendant 21 jours.
Lots
TD T PM2 PM1 PN2 PN1 GB
Moyt Es | Moyx Es | Moy+ Es | Moy+ Es | Moy+ Es | Moy+ Es | Moyz Es
0,545+ 0,099+ 0,125+ 0,217+ | 0,11719+ | 0,3923+ | 0,306+

FOie E%S b b b b a
0,047 0,002 0,031 0,015 0,0534 0,01402 0,046
Rei 0,302+ 0,155+ 0,201+ 0,293+ 0,2414+ | 0,25805+ | 0,298+
eins .
0,053 0,032 0,088 s 0,011ns 0,008 | 0,011™ | 0,010"s
0,502+ 0,122+ 0,126+ 0,095+ 0,135+ 0,1394+ 0,171+
Pancréas x
0,012 0,015 0,012°¢ 0,008 ° 0,0177°¢ | 0,0173°¢ 0,015°¢
Rat 0,319+ 0,195+ 0,084+ 0,181+ 0,161+ 0,193+ 0,237+
a e *kk
0,010 0,008 0,019 ¢ 0,006 © 0,008 © 0,048 2 0,040 N
0,704+ 0,077+ 0,051+ 0,126+ 0,069+ 0,151+ 0,619+
Coeur

0,013 | 0,014 0,009¢ | 0,002° | 0,018° | 0005° | 0,057°
Comparaison avec groupe témoin (T): =p < 0.05, = p < 0.01, =+ p < 0.001, avec groupe témoin
diabétique (TD): ns p > 0.05,ap <0.05;bp <0.01,cp <0.001 n= 3 rats.

Nous avant constaté une augmentation trés hautement significative (P< 0.001) du taux du
MDA dans le pancréas (+75.65%), la rate (+38.76%) et le cceur (+88.97%) de fagon trés
significative (p< 0.01) au niveau hépatique (+81.68%) et significative (p< 0.05) au niveau rénal
(+ 48.63%) chez les rats diabétiques témoins par rapport aux rats sains témoins.

Par ailleurs, nous avons noté une diminution trés hautement significative dans le pancréas,
la rate et le cceur et de fagon trés significative au niveau hépatique, et significative au niveau
rénal chez les rats administré 100mg/kg de Myrtus nivellei en comparaison avec les diabétiques
témoins. D’autre par, chez le groupe PM2 on constate une diminution trés hautement
significative dans le taux de malondialdehyde au niveau du pancréas (-74.95%), la rate (-
33.49%), et le cceur (-92.7%) et trés significative au niveau hépatique (-77.02%) et sans de
signification au niveau rénal.

De méme, nos résultats montrent une différence trés hautement significative dans le
pancréas et le cceur et au niveau hépatique, significative dans la rate et non significative au
niveau rénal chez le groupe PN1. Chez le groupe PN2 nous avons remarqué une diminution tres
hautement significative dans le taux de malondialdehyde au niveau du pancréas (-73.14%), la
rate (-49.54%), et le cceur (-90.1%) et de facon trés significative dans le foie (-78.5%) et non

significative au niveau rénal.
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Chez les rats traités par glibenclamide, nous n’avons pas noté de différence significative

dans dans le taux de malondialdehyde au niveau des reins et la rate, et significative au niveau

hépatique et cardiaque par apport aux groupeTD.
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Figure 26:Concentrations tissulaires de malondialdehyde chez les groupes témoins et les

groupes traités pendant 21 jours. Comparaison avec groupe témoin (T): =p < 0.05, = p < 0.01, ===

p < 0.001, avec groupe témoin diabétique (TD): ns p > 0.05,ap <0.05;bp <0.01,cp <0.001 n=

3 rats.
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1.7.4.2.Concentration du Glutathion réduit (GSH)

Les résultats de 1’étude de I’influence d’un traitement de trois semaines par I’extrait
aqueux de Nauplius graveolens et Myrtus nivellei sur le taux tissulaire du GSH sont rassemblés
dans le tableau 16.

Tableau 16:Concentrations de glutathion réduit tissulaires chez les groupes témoins et les
groupes traités pendant 21 jours.
Lots
D T PM2 PM1 PN2 PN1 GB
Moyt Es | Moyt Es | Moyx Es | Moy+ Es | Moy+ Es | Moy+ Es | Moyz Es
0,125+ 0,255+ 0,319+ 0,205+ 0,332+ 0,127+ 0,220+

Foie .
0,005 0,047 0,076% 1 0,032N | 0,030° 0,016 | 0,0262
_ 0,058+ | 0,170+ |0213+ |0,177+ |07213+ 0,122+ |0,137+
REII’]S ** b NS c a NS
0,012 0,021 0,052 0,005 0,003 0,020 0,035
~ |0010+ 0126+ |0,131+ 0,084+ |0,085+ | 0,026+ | 0,050+
Pancreas . a a b NG NG
0,001 0,028 0,028 0,029 0,009 0,009 0,016
0,115+ | 0,346+ | 0,446+ | 0,195+ | 0,315+ |0,441+ |0,189+
Rate * NS NS b a NS
0,051 0,023 0,164 0,008 0,005 0,040 0,061
0,114+ | 0375+ |0,301+ | 0,194+ | 07247+ | 00200+ | 0,191+
Ceeur

0,011 | 0,003 0,057% 0,021* |0,01* 0,009 |0,021°
Comparaison avec groupe témoin (T): =p < 0.05, = p < 0.01, =+ p < 0.001, avec groupe témoin
diabétique (TD): ns p > 0.05,ap <0.05;bp <0.01 n=5 rats.

Chez les rats diabétiques témoins TD, nous avons constaté une diminution significative
du taux du GSH hépatique, pancréatique et dans la rate (p<0.05), et de facon trés significative
dans les reins (p<0,01), et au niveau du cceur une diminution trés hautement significative
(p<0,001) par rapport aux témoins sains T. Par contre chez les rats traités par Myrtus nivellei a la
dose 300mg/kg(PM2) nous avons observé une augmentation significative au niveau de GSH
dans le foie (+60.77%), le pancréas (+91.94%) et le cceur (+62.1%) et trés significative dans les
reins (+72.8%), et de fagon non significative au niveau de la rate (+74.24%) par rapport a celui
enregistré chez les rats diabétiques non traités. De plus, nous avons noté que le taux de GSH
chez les rats administrés 100mg/kg d’extrait aqueux de Nauplius graveolens (PN1), une
augmentation significative au niveau de GSH dans les reins et la rate, une augmentation trés
significative dans le cceur en comparaison avec le lot diabétique.

D’autre part, dans le foie (+62.64%), le pancréas (+87.65%) et la rate (+73.9%) la teneur

en GSH est crue de facon tres significative (p<0,01), significative dans le coeur (+53.8%), tres
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hautement significative au niveau des reins (+72.8%) chez les rats de groupe PN2 par rapport les
diabétiques non traités. Par contre aucune variation significative chez les rats traités par
glibenclamide sauf que dans le foie (+43.17%)et le coeur (+40.54%) de fagon significative

(p<0.05) en comparaison avec le lot diabétique.
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Figure 27:Concentrations de glutathion réduit tissulaires chez les groupes témoins et les groupes
traites pendant 21 jours. Comparaison avec groupe témoin (T): «p < 0.05,=p < 0.01, ==p <
0.001, avec groupe témoin diabétique (TD): ns p > 0.05,ap <0.05;bp <0.01 n=5 rats.
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1.7.4.3. Activite enzymatique de la catalase (CAT)

Les résultats de 1’étude de I’influence d’un traitement de trois semaines par I’extrait
aqueux de Nauplius graveolens et Myrtus nivellei sur le taux tissulaire du CAT sont rassemblés
dans le tableau 17.

Tableau 17: Activité tissulaire du catalase chez les groupes témoins et les groupes traites
pendant 21 jours.
Lots
TD T PM2 PM1 PN2 PN1 GB
Moyt Es | Moyx Es | Moy+ Es | Moy+ Es | Moy+ Es | Moy+ Es | Moyz Es
969+ | 4125+ | 395y | 14,22+ | 4022+ | 14,06+ | 30,72+

Foie o b
2,75 1,04 3,23° 1,22 2,15°¢ 1,642 2,44
) 40,03+ 157,4+ 115,1+ 123,26+ | 138,55+ 137,5+ 91,2+
Reins o c NS c b a
4,97 13,2 31,6 6,92 9,45 10,9 11,9
) 4,6+ 14,86+ 22,31+ 18,19+ 15,51+ 15,85+ 14,34+
Pancreas . b b a a a
2,85 1,98 1,56 2,02 2,19 3,84 3,24
5,51+ 15,9+ 19,7+ 6,53+ 16,44+ 7,63+ 3,796+
Rate * b b a NS NS
3,55 4,31 1,9 2,78 3,6 3,02 0,498
9,298+ 43,25+ 61,63+ 17,01+ 19,8+ 9,677+ 12,24+
Ceeur =X c NS a NS a
0,745 1,51 1,09 3,35 2,11 0,938 1,18

Comparaison avec groupe témoin (T): =p < 0.05, = p < 0.01, =+ p < 0.001, avec groupe témoin
diabétique (TD): ns p > 0.05,ap <0.05;bp <0.01,cp <0.001 n=5 rats.

Les résultats obtenus montrent une diminution trés hautement significative (p<0,001) de
I’activité enzymatique de la catalase (CAT) dans le coeur (-78.5%) et tres significative (p<0,01)
dans les reins (-74.56%) et le foie (-76.5%), et au niveau pancréatique et la rate chez les
diabétique non traités par rapport aux rats témoins.

Nous avons noté une différence significative de 1’activité de la CAT au niveau hépatique et
trés significative dans le pancréas (+74.71%) et la rate (+15.62%) chez les rats du groupe PM1
par apport les rats du groupe TD (p<0.05) et chez les rats du groupe PM2 une augmentation trés
hautement significative de I’activité de la CAT dans les organes foie (+75.46%), reins (+67.52%)
et ceeur (+84.91%) et tres significative dans le pancréas (+79.38%) et la rate (+72.03%).

D’autre par nous avons remarqué chez le groupe traités par 100mg/kg d’extrait de
Nauplius graveolens (PN1), aucune différence significative dans 1’activité enzymatique du
catalase dans le coeur et la rate et une augmentation significative dans le pancréas et le foie et

tres significative au niveau rénal, dans le cas d’administration de la deuxiéme dose (PN2) nous
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avons observe une augmentation tres significative de I’activité enzymatique au niveau hépatique

(+75.9%) et rénal (+71.1%), et de facon significative dans le pancréas (+70.34%), la rate
(+66.48%), et le coeur (+53.04%).

En revanche, une différence significative dans 1’activité de CAT au niveau des reins,

pancréas et cceur et de facon tres significative dans le foie et non significative dans la rate chez
les rats traités par glibenclamide en comparaison au groupe TD.
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Figure 28: Activité tissulaire de catalase chez les groupes témoins et les groupes traites pendant
21 jours. Comparaison avec groupe témoin (T): =p < 0.05, = p < 0.01, = p < 0.001, avec groupe
témoin diabétique (TD): ns p >0.05,ap <0.05; bp < 0.01,cp < 0.001 n=5 rats.
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1.7.4.4.Activité enzymatique de glutathion peroxydase (GPx)

Les résultats de I’activité enzymatique de GPx de chaque lot sont donnés dans le tableau
18.
Tableau 18: Activité tissulaire de glutathion peroxydase chez les groupes témoins et les groupes

traités pendant 21 jours.
Lots
TD T PM2 PM1 PN2 PN1 GB
Moy+ Es | Moy* Es | Moy+ Es | Moy+ Es | Moy+ Es | Moy+ Es | Moy+ Es

- 9,37+ 31,21+ 28,23+ 23,24+ 22 05+ 12,13+ 14,466+
ole T

1,03" 5,77 2,04° 1,47° 0,654 | 0479"° | 0,881°
_ 15,353+ | 29,81+ | 37,4+ | 1935+ | 20473+ | 17,1x | 1507+
Reins * a a b NS NS
0,952 4,5 5,13 1,24 0,779 1,57 1,79
, 4,364+ | 8,888+ | 26,5+ 727+ | 1847+ | 103+ | 10,94+
Pancreas ok a G B a a
0,329 0,283 5,61 1,35 6,6 1,12 1,59
rate 12,71:; 2367+ | 504+ | 1584% | 3gg3r | g0, | 1292
1,18 2,93 4,75° | 3,19 4.8 599% | 0,919"°
7,63+ | 2043+ | 27,41 | 2727+ | 1848+ | 1556+ | 16,6%
Coeur falaal b b G c a
1,3 1,1 2,03 1,12 1,6 2,32 2,71

Comparaison avec groupe témoin (T): = p < 0.05, »+ p < 0.001, avec groupe témoin diabétique
(TD): ns p>0.05,ap <0.05; bp<0.01,cp <0.001 n=5 rats.

D'apres les résultats obtenus, nous avons remarqué une diminution de I'activité tissulaire de
glutathion peroxydase de fagon tres hautement significative (p< 0.001) au niveau du pancréas (-
50.9%) et le cceur (-62.65%) et de facon significative (p< 0.001) au niveau hépatique, rénal et la
rate chez les rats diabétique non traités par rapport aux groupe T.

Nous avons noté également une augmentation significative de 1’activité de la GPx chez le
groupe PM1 au niveau rénal, et trés significative au niveau hépatique (+59.68%) et cardiaque
(+72.02%) par contre aucune signification an niveau du pancréas et la rate. En outre, une
augmentation significative dans les reins (+58.94%) et le pancréas (+83.53%), et trés
significative dans la rate (+74.78%), le cceur (+72.16%) et au niveau hépatique (+66.80%) chez
le groupe PM2.

D’autre par, nous avons remarqué une élévation trés hautement significative (p < 0.001) de
GPx chez les rats PN1 par rapport au groupe recevant 1’alloxane et non traité, au niveau

cardiaque, et une augmentation significative dans le pancréas (+57.63%) et la rate (+54.06%).
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Par contre, aucune variation significative de GPx n’est constatée dans le foie et les reins. En
outre, nous avons noté une augmentation trés hautement significative dans le cceur et le foie
(+59.17%) et de fagon non significative, significative et tres significative dans le pancréas, la

rate, et les reins respectivement chez le groupe PN2 en comparaison avec celui du groupe TD.

D’un autre coté, aucune signification au niveau du rate et reins, et significative dans le
cceur et pancréas et tres significative au niveau hépatique chez les rats de groupe GB par apport

au rats TD.
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Figure 29: Activité tissulaire de glutathion peroxydase chez les groupes témoins et les groupes
traités pendant 21 jours. Comparaison avec groupe témoin (T): =p < 0.05, =p < 0.001, avec
groupe témoin diabétique (TD): ns p > 0.05,ap <0.05;bp <0.01,cp < 0.001 n=5 rats.
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1.8. Etude histologique

.y LS T |
Figure 30 : Les coupes histologiques de pancréas de différentes groupes (x400) .

On observe la nécrose cellulaire au niveau des tissus pancréatiques dans les groupes TD,
GB, PM1, et PN1 par contre les restes des groupes, les cellules sont en forme normale (figure
30).
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Il.  Discussion

Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour I’humanité et plus
particulierement pour la majorité des communautés démunies, des pays en voie de
développement qui en dépendent pour assurer leurs soins de santé primaires et leurs
subsistances. Elles utilisent la plupart des espéces végétales, tant ligneuses qu’herbacées, comme
médicaments. Une croyance bien répandue est que toute plante soigne. (Souad et al., 2010).
Plusieurs pays d’Afrique y compris I’ Algérie ménent des investigations visant a développer des
médicaments issus de plantes de médecine traditionnelle (David et al., 2003), en réalisant des

études phytochimiques, pharmaco-toxicologiques et cliniques pour la mise au point de
médicaments traditionnels améliorés (M.T.A) (Sanogo., 2014). Les plantes élaborent une vaste

gamme de produits naturels, dont beaucoup ont évolué pour conférer un avantage sélectif contre
les attaques microbiennes (Richard., 2001).

La méthode d'extraction doit permettre I'extraction compléte des composés d'intérét et doit
éviter leur modification chimique. L'eau, les mélanges aqueux de I'éthanol, du méthanol et de
l'acétone sont généralement utilisés pour I’extraction. La solubilité des composés phénoliques est
en fonction de leur degré de polymérisation, 1’interaction avec les autres constituants et le type
de solvant utilisé (Sun et al., 2005).

Selon la littérature Kaneria., (2012), la décoction dans I’eau est une méthode convenable et
plus utilisée pour la préparation des remédes traditionnels, en revanche 1’utilisation des solvants
organiques a montré un bon rendement en extrait et activité biologique importante en
comparaison avec 1’eau.

Le rendement en extrait aqueux était plus important que 1’extrait hydroéthanolique pour les
plantes étudiées, mais ce rendement n’est que relatif et dépend de la méthode et des conditions
dans lesquelles I’extraction a été effectuée. A 1’égard des résultats obtenus la présence des
polyphénols, flavonoides.... et stéroides dans les quatre plantes investiguées montrent bien leur
richesse en métabolites secondaires. Ces résultats sont concordent avec ceux trouvés par
Touaibia et al (2014) sur Myrtus nivellei , par Salwa et al (2009), Jorge et al (2010), Hakim et

al (2014) sur les autres especes.

Le contenu phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs, citons la
température et le temps. Notons que l'augmentation de la température favorise I'extraction en
améliorant a la fois la solubilité du corps dissous et le coefficient de diffusion. Cependant, une
température trop élevée, peut également induire la dégradation de quelques composés
phénoliques (Ya-Qin et al., 2008)
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Dans cet essai les antioxydants réduit et décolore le radical DPPH, a un composé jaune le
diphenyl picryl hydrazine, I'ampleur de la réaction dépendra de la capacité des antioxydants de
donner I’hydrogeénes (Ardestani et al., 2007) .

Cet activité peut étre due a la richesse de ces extrait en composés phénoliques. Ces
composés ont éeté rapportés ayant des effets biologiques multiples, y compris l'activité
antioxydante. Les constituants antioxydants de plantes sont également susciter I'intérét pour le
maintien de la santé et la protection contre les maladies (Kahkonen et al., 1999). Selon
(Turkmen et al., 2007) les polyphénols semble étre des donateurs efficaces d’hydrogene au
radical DPPH, en raison de leur chimie structurale idéale. La polarité des solvants change la
capacité de dissoudre un groupe choisi de composés antioxydants, ce qui influe 1’évaluation de
I’activité anti-oxydante

Les alcaloides ont été utilisés comme médicaments, relaxants musculaires, analgésiques
et psychotropes. Tous les alcaloides possedent une activité biologique et des propriétés
antibiotiques ce qui suggere un moyen de défense contre les infections microbiennes (Hopkins,
2003).

Les plantes contiennent de nombreux composés doués d’une action antimicrobienne, ces
constituants comprennent les composés phénoliques, les flavonoides, les alcaloides et les
triterpenoides (Rojas et al., 1992).

Une activité modérée de nos extraits a été observée sur les souches testées. Généralement
les bactéries Gram (+) sont plus sensibles que les bactéries Gram(-). Ceci peut s’attribuer a la
différence dans les couches externes. L hypersensibilité de la souche Staphylococcus aureus
ATCC principalement de I’extrait de Myrtus nivellei peut s’expliquer par la probabilité de
sensibilité des bactéries Gram (+) aux changements environnementaux externes, tels que la
température, le pH et les extraits naturels dus a lI'absence de la membrane externe (Balentine et
al., 2006).

L'activité antibactérienne des flavonoides est de plus en plus documentée. L’¢étude
de Mori et ses collegues ont montré que la synthése d'’ADN a été fortement inhibée par les
flavonoides chez la bactérie Proteus vulgaris, tandis que la synthése de I'ARN a été le plus
affecté chez Staphylococcus aureus. Dans une enquéte sur I'action antimicrobienne, Mirzoeva et
ses collegues ont montré qu’un flavonoide, la quercétine, a provoqué une augmentation de la
perméabilité de la membrane bactérienne interne et une dissipation du potentiel membranaire
(Tim et al., 2005).

Le stress oxydant est une circonstance anormale dans laquelle sont placés les tissus de

notre organisme lorsqu'ils sont face a un flux accru de radicaux libres, et qu'ils n‘arrivent plus a
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piéger ou a détruire. (Auberval, 2010). Les radicaux attaquent les protéines, les lipides et les
acides nucléiques et provoquent les dommages. Les produits oxydés diminuent [l'activité
biologique, conduisant & la perte du métabolisme énergétique, la signalisation cellulaire, le
transport, et d'autres fonctions principales. L'accumulation de telles blessures conduit finalement
une cellule de mourir a travers des mecanismes nécrotiques ou apoptotiques (Vincent et al.,
2004).

L'hyperglycémie provoque un stress oxydatif dans les tissus sujets a des complications
chez les patients atteints de diabete. (Venkat et al., 2003). Au cours du diabete le stress oxydant
peut étre partiellement réduit par les antioxydants. Une supplémentation par des antioxydants, tel
que la vitamine C et E, a été proposée comme un traitement complémentaire (Bonnefont-
Rousselot et al., 2000).

La partie principale de notre étude était consacrée a 1’évaluation de [’activité
antihyperglycémiante et antioxydante in vivo en utilisant des rats Wistar albinos. Les rats sont
rendus diabétiques par injection de 1’alloxane est largement utilisé pour induire un diabete
expérimental chez I'animal. Le mécanisme de son action dans les cellules B du pancréas a été
intensivement étudié et est maintenant assez bien compris. L'action cytotoxique de cet agent
diabétogene est médiée par des espéces réactives de I'oxygene. Ces radicaux sont soumis a une
dismutation de peroxyde d'hydrogéne. Par la suite, les radicaux hydroxyles hautement réactifs
sont formés par la réaction de Fenton. L'action des espéces réactives de I'oxygéne avec une
augmentation massive simultanée de la concentration en calcium cytosolique provoque la
destruction rapide des cellules B (Szkudelski., 2001 et Lenzen.,2008).

L’injection de 150 mg/kg d'alloxan (Bensaid et al., 2010), Il établit un cycle
d’oxydoréduction et détruire rapidement les cellules 3 des ilots de Langerhans (Ammon H.P. et
a.l, 1983). Résultant des effets toxiques directs associés a une formation accrue des radicaux
libres il inhibe les enzymes thiol-dépendants telles que la glucokinase et 1’hexokinase (JOrns et
a.l, 1997). L’alloxane induit la formation d’espéces réactives de 1’oxygeéne (des radicaux
superoxydes, le peroxyde d’hydrogéne et des radicaux hydroxyles) (Duncan et al., 2012)

La recherche de I’effet antihyperglycémiant des deux régimes prépares a base de deux
plantes Nauplius graveolens et Myrtus nivellei chez le rat Wistar rendu diabétique par
I’injection de 1’alloxan a été étudié et compare par glibenclamide, un médicament sulfonylurée
utilisé dans le diabéte de type 2. Il est maintenant généralement admis que ces médicaments
hypoglycémiants provoguent la réduction de la glycémie a prédominance via la stimulation de la
libération d'insuline & partir de cellules B du pancréas (Gunter., 2000 et Giulia et al., 2013). Nos

données montrent que, le glibenclamide a un effet hypoglycémiant, mais n'a pas atténué le stress
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oxydatif dans le pancréas des rats diabétiques, nos résultats concordent avec ceux de Erejuwa et
al., (2011). Le contr6le de variation de la glycémie dans les sept groupes révélé que Myrtus
nivellei posséde une capacité antidiabétique plus que Nauplius graveolens. Il est également
intéressant de mentionner que, malgré I'hyperglycémie réduite, les niveaux de glucose sanguin
chez les rats diabétiques traités par glibenclamide étaient encore plus élevés que celles des rats
témoins non diabétiques méme dans I’étude de Erejuwa et al., (2011).

La surveillance de poids corporal des rats pendant les trois semaines montre une perte de
poids chez les témoins diabétiques et les traités par glibenclamide. De méme, Sathishsekar et
Subramanian., (2005) et Taleb-Senouci et al., (2009) ont eux aussi enregistré des résultats
similaires et suggéerent que la perte de poids corporel chez le groupe diabétique témoin peut étre
expliquee par le résultat du catabolisme des lipides et des protéines structuraux dus au manque
des carbones hydratés qui sont utilisés comme source d’énergie.

Les résultats obtenus montrent que les poids relatifs du foie, du cceur, et de la rate et du
pancréas ne présentent aucune variation significative. On note que le risque associé a I’exces du
poids relatif des reins pour les rats diabétiques témoins di de la complication du diabéte associé
aux reins.

L’hyperglycémie est associ¢é a la glycation non enzymatique des protéines HbAlc
(’hémoglobine Alc) comme indiquent nos resultats une valeur élevé de HbAlc chez les rats TD
et GB, ce qui aboutit & des modifications structurelles, et donc fonctionnelles (conformation,
activité enzymatique, capacités a étre dégradées, a se lier a un récepteur ou a lier un ligand, etc.),
de ces molécules (Ronan., 2009). Dans cet étude les rats diabétiques non traités et les rats
administrés le glibenclamide, leur taux d’hémoglobine est diminué par apport ou rats normal,
mais ce n’est pas le cas aux rats traités par les deux plantes. Les mécanismes qui pourraient
expliquer les élévations émoussées dans le taux de synthese des protéines ne sont pas claires,
mais peuvent centrer sur le r6le de I'insuline qui intervient dans la régulation de premiéres étapes
dans la traduction de 'ARNm (Peter et al., 1998). La traduction de 'ARNmM est un processus
complexe et trés réglementé. La cellule réagie avec de nombreuses hormones, y compris
I'insuline et le facteur de croissance analogue a l'insuline I (IGF-I), qui exercant un contrdle
réglementaire partielle en fonction du besoin physiologique d'augmenter, diminution, ou
maintenir des taux de synthése protéique. Des études montrent clairement que les taux de
synthese des protéines dans le muscle squelettiques sont plus faibles chez les rats sévérement
hypoinsulinemique. Plus d'informations sont nécessaires sur les effets de 1’ hypoinsulinémie

modéré sur le métabolisme des protéines (Sandrine et al., 1999).
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Comme montrent 1’étude de Syed et al (2005), le taux sérique d’urée et de créatinine
sont élevés chez les témoins diabétiques. De profonds changements dans le métabolisme des
protéines mentionnées dans le diabéte sucré se reflétent nettement dans un bilan azoté négatif. I
ne sait pas si cela est dd a la synthése des protéines déprimé ou a lI'augmentation du catabolisme
des protéines. Les expériences de David et al (1957 et 1958) concordent avec notre résultat,
présentent une production anormalement elevée d'urée d'azote endogéne chez les rats diabétiques
induit par I’alloxane. En bref, ce rapport indique que l'augmentation de la production d'urée-
azote dans le diabete peut étre expliquée par une augmentation de catabolisme des protéines
plasmatiques et hépatiques (Morris et al., 1960). L’évaluation de la fonction rénale est
nécessaire, basee notamment sur le dosage de créatinine sérique (Krzesinski et al., 2005).
D’apres les résultats obtenus la concentration de la créatinine est plus élevée chez les groupes TD
et GB. La présente étude indique également que Nauplius graveolens et Myrtus nivellei peuvent
inhiber partiellement la toxicité rénale d’alloxan comme nous observons a partir des taux d'urée
et de créatinine sérique (Nagappa et al., 2003).

En présence de diabéte de type 2, I’anomalie des lipides la plus courante est une
hypertriglycéridémie accompagnée d’un faible taux de cholestérol des lipoprotéines de haute
densité (C-HDL) et d’un taux plasmatique normal de cholestérol des lipoprotéines de basse
densité (C-LDL). Toutefois, méme si I’hypertriglycéridémie est 1égére, les particules de C-LDL
sont généralement petites et denses, et peuvent étre plus susceptibles d’étre oxydées (Lawrence
et al., 2008). Les lipoprotéines de haute densité (HDL) est diminuée dans les diabétiques liés a
une augmentation du catabolisme des particules HDL. L'un des mécanismes responsables de
l'augmentation du catabolisme des HDL est une hypertriglycéridémie et la stimulation de la
protéine de transfert d'ester de cholestéryle (CETP) pour transfert des triglycérides (TG) a partir
d” HDL et la formation de TG, qui sont de trés bons substrats pour la lipase hépatique, une
enzyme en charge du catabolisme du HDL. La réduction du niveau de lI'adiponectine, observée
dans le diabéte de type 2 peut étre un autre mécanisme impliqué dans la diminution du
cholestérol HDL (Vergés, 2009).  Les résultats de ce travail ont révélé que les extraits aqueux
des deux plantes Nauplius graveolens et Myrtus nivellei ont permis de réduire le taux du
cholestérol, triglycérides et LDL qui peut étre expliqué que ces plantes contiennent des
saponosides qui sont responsable de diminuer la teneur en cholestérol sanguin (Hopkins, 2003).

Une chaine de réaction conduisant a la décomposition particulierement des acides gras
polyinsaturés plus sensibles aux réactions oxydantes. Leurs dégradation induit la formation
d’une grande variété de composés comme le malondialdéhyde (MDA) qui est le plus important

et plus étudie (Amiard et al., 2008). Ces résultats peuvent étre expliqués chez les rats
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diabétiques; I’hypoinsulinémie augmente 1’activité de I’enzyme faty acyl coenzyme A oxydase,
qui initiée la B oxydation lipidique des acides ce qui provoque une augmentation de la
peroxydation lipidique (Sivajothi et al., 2008). Les résultats obtenus dans notre étude ont révélé
que les extraits aqueux des deux plantes Nauplius graveolens et Myrtus nivellei ont permis de
réduire d'une maniere significative le taux du MDA dans le foie, les reins, le ceeur, la rate et le
pancréas. Nos résultats suggérent aussi que les extraits aqueux de Nauplius graveolens et Myrtus
nivellei induitent un effet antioxydant, qui peut étre di a la richesse de ces plantes en composés
bioactifs et en antioxydant qui inhibent la lipoperoxydation et 1’altération causées par la
production excessive des radicaux libres. Les niveaux de glucose sanguin chez les rats
diabétiques traités par glibenclamide étaient plus élevées par apport les rats témoins non
diabétiques. Ceci suggere que le pancréas des rats diabétiques traités par glibenclamide était
encore sensible au stress oxydatif comme en témoigne les niveaux accrus de MDA. Donc on
peut signaler I'échec de glibenclamide pour ameéliorer le stress oxydatif qui est montré des
niveaux élevés de MDA par Erejuwa et al., (2011).

Les mécanismes et les sequences d'événements par lequel les radicaux libres interférent
avec les fonctions cellulaires ne sont pas entierement compris, mais une des plus importants
événements semble étre la peroxydation des lipides (MDA) (Robert et al., 2001). Il y a une
altération de la membrane cellulaire qui est la base de la perte des fonctions biochimiques et
physiologiques de la cellule qui produit la nécrose cellulaire (Abba et al., 2014).

Le GSH a des roles multiples comme un agent antioxydant. Il fonctionne en tant que
capteur de ROS. En outre, le GSH est un co-substrat pour la désintoxication de la GPx. Par
conséquent, la GPx est impliquée dans la réduction des peroxydes de lipides empéchant la
peroxydation ainsi que la dégradation des phospholipides de la membrane et la formation
subséquente de MDA (Juan et al., 2002). La catalase est le régulateur du métabolisme du
peroxyde d'’hydrogéne qui peut, en exces, causer des dommages graves a des lipides, I'ARN et
I'ADN (Patel et al., 2013). Le niveau éleve de ROS dans le diabéte peut étre di a une
diminution et de la destruction de D’activité des antioxydants; de catalase (CAT) et de la
glutathion peroxydase (GSH-Px). La variation des taux de ces enzymes rend les tissus sensibles
au stress oxydatif conduisant au développement des complications diabétiques (Maritim et al.,
2002)

Les changements induites par I'hyperglycémie fonctionnels, la production de peroxyde
d'hydrogéne, superoxyde mitochondrial, polarisation de la membrane, et les empreintes digitales

de l'expression des genes, d'enzymes apparentées dans les cellules endothéliales suggerent que
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I'nyperglycémie a augmenté la production de peroxyde d'’hydrogéne et baissé I'expression du
géne CAT (Patel et al., 2013).

Une diminution a été remarquée dans l'activité de GPx, CAT, et dans la teneur en GSH
par contre le contenu de MDA est augmenté chez les groupes TD et GB. En revanche, chez les
groupes traités par les plantes ont montré une amélioration de 1’activité enzymatique et la
réduction d’état de stress.

Les polyphénols sont les antioxydants les plus abondants dans les plantes comme le cas
de notre plantes. Des études expérimentales sur des animaux ou des cultures de lignées
cellulaires humaines soutiennent le role de polyphénols dans la prévention des maladies de
diabete. Comme antioxydants, les polyphénols peuvent protéger les constituants cellulaires
contre les dommages oxydatifs et, par conséquent, limiter le risque de diverses maladies
dégénératives associées au stress oxydatif (Augustin et al., 2005). Les antioxydants présentent
dans les deux especes Myrtus nivellei et Nauplius graveolens peuvent aider a limiter les
dommages cellulaires en agissant directement sur les espéces réactives de I'oxygéne ou en
stimulant les systemes de défense endogéne. Les groupes phénoliques peuvent accepter un
électron pour former des radicaux phénoxyles relativement stables, perturbant ainsi les réactions
d'oxydation dans les composants cellulaires (Saikat et al., 2010).

De nombreuses études rapportent les effets antidiabétiques de polyphénols, peuvent
affecter la glycémie par différents mécanismes, y compris l'inhibition de I'absorption du glucose
dans l'intestin ou de son absorption par les tissus périphériques (Kanti et al., 2009). D’autre
suggére que ces effets sont dds a une inhibition de 1'a-glucosidase dans la muqueuse intestinale.
L'inhibition de 1'a-amylase et de la saccharase chez le rat par un des dérivés de polyphénols. En
outre les saponines retardent le transfert du glucose dans I'estomac (Toshiro et al., 2002). Une
étude est rapporté que des cellules LLC-PK1 (Lignée de cellules épithéliales provenaient de
reins de porcs) cultivées dans des taux élevés de glucose induite une cytotoxicité et un stress
oxydatif a été inhibée par les polyphénols de pépins de raisin. Le resvératrol est un dérivé
phénolique qui inhibe les changements induits par le diabéte dans les reins (néphropathie
diabétique) et améliore significativement la dysfonction rénale et le stress oxydatif chez les rats
diabétiques (Wen-Pin et al., 2007).

Les flavonoides comprennent un grand groupe de composés polyphénoliques d'origine
naturelle (Mario et al., 2006). Par rapport a la recherche sur les capacités antioxydantes de
flavonoides, il y a eu relativement peu de recherches sur d'autres bénéfiques effets des
flavonoides. Les principaux effets des flavonoides peuvent étre le résultat de piégeage des

radicaux. Un autre mécanisme possible par lequel les flavonoides actes, est par l'interaction avec
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divers systemes enzymatiques. En outre, certains effets peuvent étre le résultat d'une
combinaison de piégeage des radicaux et une interaction avec des fonctions enzymatique. Une
autre caractéristique de flavonoides est une réduction de la libération de la peroxydase (Robert
et al., 2001).

Les flavonoides peuvent piéger les radicaux hydroxyles et autres réactifs d’especes
produites par la réaction de Fe 2* H,0, et O, en agissant comme donneurs d'hydrogéne. Les
flavonoides peuvent également agir comme désactivateurs des radicaux libres, Ce qui a un effet
direct sur la formation de malondialdéhyde (Kwang et al., 2003). Les flavonoides possédons la
capacité d’inhiber les enzymes impliquées dans la production d'ERO, qui est microsomale
monooxygeénase, la glutathione S-transférase, succinoxidase mitochondrial NADH oxydase, etc
(Shashank et al., 2013). lls permettent de réduire ou retarder ’apparition de nombreuses
maladies chroniques et ils réduisent les effets néfastes dus stress oxydant issus des radicaux
libres (Auberval ., 2010).

Une ¢étude histologique de pancréas réalisée en utilisant la coloration par I’hématoxyline et
éosine selon la méthode de Conn a montré différents aspect de dommages et a différents degres.

Au niveau du pancréas, une prévention significative des dommages oxydatifs a été notée
pour les lots diabétiques traités par glibanclamide et les rats diabétiques non traités avec plus
d’efficacité pour I’extrait de Myrtus nivellei a la dose (300mg/ml). Ces résultats peuvent étre dds
a l’effet hypoglycémiant et antioxydant accomplis par cette plante par rapport Nauplius
graveolens de méme dose.

Ces résultats peuvent étre expliqués par 1’activité des polyphénoles et flavonoides qui est
traduit par I’effet significativement positif sur la sécrétion des cellules B et la glycémie. Cet effet
est dl au pouvoir antioxydant et cytoprotecteur des composés phénoliques porté sur les cellules 3
intoxiquées par 1’alloxane se traduisant par la réduction de la production du MDA en empéchant
donc la lipoperoxydation et la normalisation du niveau cytosolique du systéme antioxydant
(GSH-PX, CAT et GSH). Ces effets sont susceptibles de maintenir, par conséquent, un statut
redox cellulaire en équilibre aprés 1’administration de 1’alloxane en association aux flavonoides

comme montré 1I’étude de Kebiéeche et al (2011).
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Conclusion générale
Les plantes médicinales furent le principal, voire I’unique recours de la médecine de nos
grands parents, cependant le développement de 1’industric pharmaceutique qui a permis a la

médecine moderne de traiter un grand nombre de maladies qui étaient souvent mortelles.

Plusieurs traitements ont été trouves pour le diabéte sucré, les antidiabétiques oraux et
I’insuline sont les principaux représentants. La complexité de la maladie rend son contréle
difficile, les recherches sont accentuées pour mieux comprendre les mécanismes moléculaires de

la maladie et pour trouver d’autres cibles thérapeutiques et d’autres traitements plus efficaces.

Dans notre étude, nous avons examiné deux extraits aqueux obtenus par décoction de :
Nauplius graveolens et Myrtus nivellei pour leur activité antidiabétique et étudié leurs activités
biologiques: (antioxydante et antimicrobienne) en plus d’extraits hydro-éthanoliques obtenus par
méthode ultrasonique des deux plantes: Artemisia judaica et Cymbopogon schoenanthus. Ces
plantes sont récoltées au Sahara algérien de la wilaya de Tamanrasset  utilisées  dans la

pharmacopée traditionnelle pour le traitement de plusieurs pathologies.

L'extraction realisée a partir de la partie aérienne des plantes étudiées dans ce travail a
permis d'obtenir des différents rendements d’aspect et de couleur variables qui sont (Artemisia
judaica est 16,56 %, Cymbopogon schoenenthus est 4,23, Nauplius graveolens est 19,84% et
Myrtus nivellei est 20,81%).

Les principaux résultats de 1’analyse phytochimique de différentes plantes : Cymbopogon
schoenanthus, Artemisia judaica, Nauplius graveolens et Myrtus nivellei montrent bien
I’abondance et la richesse de ces espéces en composés bioactifs (polyphénoles, alcaloides, les
flavonoides, stéroides et sucres réducteurs) mais les polyterpénes ont été absents dans les
extraits aqueux des deux plantes Nauplius graveolens et Myrtus nivellei par contre les stérol ont
été absents dans les extrait des deux plantes Cymbopogon schoenanthus et Artemisia judaica, en
revanche, les saponosides ont été absents dans la plante Cymbopogon schoenanthus et présents
dans le reste des plantes. La présence des ces composés montrent bien leur role important dans la

plante, et comme des substances bioactives.

La teneur en polyphénols totaux et des flavonoides pour les différents extraits a été estimée
par la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu et la méthode de trichlorure d’aluminium

(AICI3) respectivement, nous avons remarqué que Myrtus nivellei présente le taux le plus élevé
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en polyphénols et flavonoides alors que le reste des extraits a révélé des quantités modérée en

polyphénoles et flavonoides.

L effet des extraits phénoliques sur le pouvoir antioxydant in vitro par les trois méthodes
utilisées (molybdate, DPPH et FRAP) ont montré que les deux extraits de Myrtus nivellei et
Nauplius graveolens possédent une activité antioxydante trés importante grace a leur taux élevé

en composés phénoliques principalement les flavonoides.

L’activité antimicrobienne a été determinée sur des souches bactériennes ATCC, selon la
méthode de diffusion sur disque, a montré que la plante Myrtus nivellei a une activité modérée
contre Serratia marcescens. Egalement, Cymbopogon schoenanthus et Artemisia judaica contre
les bactéries Escherichia coli ATCC25922 et Enterococcus faecalis. Mais 1’activité importante a
été observée pour I’extrait de Myrtus nivellei contre Staphylococcus aureus ATCC25923.

L’alloxan, est une molécule d’induction de diabéte expérimental que nous avons 1’utilisé, a
montré I’installation d’un syndrome diabétique a dose 150mg/kg chez des rats non diabétique, se
caractérise par une augmentation du taux de la glycémie et chute du poids corporel. Mais, nous
observons d'aprés notre résultats que les extraits aqueux de Nauplius graveolens et Myrtus
nivellei a une dose de 300mg /kg ont entrainé un effet hypoglycémiant et une augmentation du
poids corporel et le taux d’hémoglobine également, et une diminution du pourcentage
d’hémoglobine glyquée. Ces especes ont montré également une réduction significative des
concentrations d’urée, créatinine, cholestérol, triglycéride et de LDL chez les rats diabétiques.

Nous avons remarqué également que l'extrait aqueux de Nauplius graveolens et Myrtus
nivellei, ont réduit la peroxydation lipidique et ont amélioré I'état de stress oxydatif dans les
organes: foie, reins, rate, cceur et pancréas contre les pathologies liés aux effets délétéres des
espéces réactives de l'oxygene (ERO). D’autre part ces extraits ont amélioré I’activité du
systéme antioxydant chez les rats.

Au vu de ce travail, ces plantes représentent une source naturelle et prometteuse de

molécules chimiques qui posséde des activites biologiques trés importantes.
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Annexe

Photo :Evaporateur rotatif (Biichi Rotavapor R- 200) (Originale, 2016)

Photo: Etuve (Originale, 2016)
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Annexe

Tableau: Résultat des tests phytochimiques des extraits investigués.

Nauplius

Alcaloides

Polyphénols

Flavonoides

Polyterpénes

Stérols

Saponosides

Stéroides

Sucres

réducteurs

5
:
]

Mpyrtus nivellei

2

Cymbopogon

schoenanthus

] e

Artemisia judaica

-

10

w



Annexe

Photo: Bain Marie (Originale, 2016)

Photo : Injection intrapéritonéale d’alloxan pour induction du diabéte (Originale, 2016)

Photo : Administration des extraits par gavage gastrique (Originale, 2016)
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Annexe

Photo: Appareil MINDRAY pour FNS.(Originale, 2016)

Photo : Appareil CERAGEM pour la détermination du pourcentage d’hémoglobine glyquée
(Originale, 2016)

Photo: Centrifugeuse (Originale, 2016)
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Annexe

| y=0,0398x - 0,0025
R*=10,9608 ¢

0,015 -
0,01 -
0,005
0 . T T T . 1
0 02 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Concentration mg/ml
Figure : Courbe d'étalonnage utilisée pour le dosage des protéines tissulaire.
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Résumé

Ce travail a pour objectif d’évaluer quelques activités biologiques de quatre plantes sahariennes, il s’agit
de : Nauplius graveolens, Myrtus nivellei, Cymbopogon schoenanthus et Artemisia judaica d’une part, et de
tester les effets d’extraits aqueux de Nauplius graveolens et Myrtus nivellei sur certains paramétres
biochimiques et le statut redox d’autre part chez des rats rendus diabétiques par injection de 1’alloxane.
L’analyse phytochimique réalisée sur les extraits obtenus a montré leur richesse en composés phénolique tels
que les tannins et les flavonoides. La teneur en phénols totaux, tanins totaux et en flavonoides des différents
extraits a été déterminée par des méthodes de Folin-Ciocalteu, chlorure d’aluminium respectivement qui ont
indiqué la présence d’une importante teneur en ces principes dans I’extrait de Myrtus nivellei. L’activité
antioxydant a été évaluée par des tests chimiques tels que les tests de PM, DPPH et le FRAP qui ont montré que
Myrtus nivellei a une activité antioxydant remarquable par rapport a celle des autres espéces. En plus, I’activité
antibactérienne a montré que la plante Myrtus nivellei a une activité modérée contre Serratia marcescens.
Egalement, Cymbopogon schoenanthus et Artemisia judaica contre les bactéries Escherichia coli et
Enterococcus faecalis. Mais I’activité importante a été observée pour I’extrait de Myrtus nivellei contre
Staphylococcus aureus. L’ effets anti-hyperglycémiant des extraits ageux (deux doses différentes) de Nauplius
graveolen et Myrtus nivellei a été illustré chez les rats diabétiques traités par gavage gastrique pendant 21 jours,
en comparaison avec un lot témoin diabétique sans traitement et un deuxieme lot a été traité par glibenclamide 5
mg/kg. Un autre lot témoin non diabétique a recu I’eau physiologique uniquement. Les concentrations de
glucose, urée, créatinine, hémoglobine glyqué, triglycérides cholestérol et LDL sont diminuée significativement
par contre une augmentation des taux des protéines totaux, HDL et le poids corporel des rats traités aux extraits
par rapport aux témoins, ces extraits ont permis de réduire 1’ etat de stress oxydant au niveau tissulaire causé par
le diabete se traduisant par une réduction de la production du MDA et une augmentation au niveau cytosolique
du systeme antioxydant (CAT,GSH et GSH-PX). En conclusion que les plantes médicinales étudiées
représentent une source importante de substances et de composés naturels bioactifs.

Mots-clés: Nauplius graveolens, Myrtus nivellei, Cymbopogon schoenanthus et Artemisia judaica,
diabéte, stress oxydant, alloxane, glibenclamide, activité antioxydant, activité antidiabétique et activité
antibactérienne.

ga—Aila

<Myrtus nivellei < Nauplius graveolens :a s ¢ dus) yaa Sl au Y doa sl sall AadiV) Glany andi ) Jeall 138 Cargy

Myrtus s Nauplius graveolens 4 4sll cilalaiud) ,il lidl s 4ea e Artemisia judaica Cymbopogon schoenanthus
sl el s S Y1 s sl e s Sadl sl Ams (13 sa (s (5T A e 3208V Ala 5 AilaaS sl Jllaill (mmy e nivellei
0o eall s sinall aad o3 28 5 o My (adall Jie Jsiall LS je e ddlle 3815 e Jpanll i) e sal @2 iLas)
cé\_,.\n JArS ‘H.m)h]\ 2,58 (Folin-Ciocalte 44 kb Jlexind (33,h (e 4alisall claliiul = lay @l 5 adall J giadll SIS ja
) Gy oo 30uS dliadl) Ll s & Myrtus nivelleigalaiue & GLS jall @l e j0S (5 fina 3y ) <L il
LYl s AV )Y a4 jlie b gale 30080 sliae Ll Ll Myrtus nivellei of <ieksl (3 FRAP s DPPH (PM Jie 4ilasS
Cymbopogon schoenanthus byl ALIAN 4gl ) sz Llis L3 Myrtus nivellei of LosSll slaal) Ll i jelal elly )
<l sSall aaMyrtus nivellei galiiua 5 Llis Jas o (Sl 4 grall &) oSall g 450 5 43 1 8l L) s Artemisia judaica s
) Myrtus nivellei s graveolens Nauplius o (Cxilisse gie ja) Claliivd aall & Sl s il das 085 23 40 sl
,C)c u}ade&J\Jub&A\ MM\&;W@L)&uym swzu\‘ghmuﬂ&u\yumw&m ;m:uums\ u\sﬁj\

b 55 e Bsale Sy il Auaiiiall DU 3 s sty Uy il oS ASNEN (a5 Sl Citsla sasel) eyl S
;;A Camit cobadl e LA ge 4 lie Slalitually Alddaall Gl sal peall 355 Allall USH I3 syl (S 5550
am)\jdbaad)u\ eLL.J\ L;\,.\um@aﬂ_\‘)} MDAua\.ﬁa.\\ L.:J‘ d)\MMY\@‘;M\ ua‘)nucmu\ 3o s clialasioull

L sl Aai Ayma CILS a5 ) el el | yiema o A s el dplal) i) o Lialisind (GSH-PX s GSH <«CAT)

U= «Artemisia judaica ,Cymbopogon schoenanthus <Myrtus nivellei <Nauplius graveolens :dalida cilals
LSl slaal) L) 5 g Sl alias 2SO sliaall Ll capediSile (S N1 (ganslill dga! s S




