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Résumé

Le diabéte sucré est une maladie trés fréquente dans le monde entier. 1l est traité par
I’insuline et les antidiabétiques oraux qui peuvent causer des effets secondaires graves. Pour
cette raison et vu leur indisponibilité dans certains cas, les diabétiques se soignent par les
plantes médicinales.

Le présent travail a pour objectif 1’évaluation de 1’activité antidiabétique de
Zygophyllum geslini, une herbe trés utilisée contre le diabéte sucré. Nous avons étudié la
partie aérienne qui a éte utilisee pour préparer un extrait aqueux brut (EAB). Cet extrait subit
une série de fractionnements liquide-liquide. EAB et les fractions qui en découlent, soumises
au fur et a mesure a 1’étude phytohimique, sont testés pour leur activité antidiabétique sur le
rat wistar rendu diabétique par la streptozotocine a la dose de 50mg/kg.

Les résultats montrent la présence de plusieurs familles chimiques dans EAB qui sont,
les mucilages, les tannins, les saponosides, les acides aminés, les flavonoides, les glucosides
cardiotoniques et les alcaloides.

EAB a 500mg/kg réduit significativement I’hyperglycémie a jeun et améliore la
tolérance orale des rats au glucose. Les effets des sept fractions de EAB ainsi que leur
composition sont variables. Aux doses testées, trois fractions ont montré une action positive
sur I’hyperglycémie a jeun et sur la tolérance orale au glucose, deux agissent seulement sur
I’hyperglycémie a jeun alors que les deux restantes n’ont pas d’effets sur le diabéte.

Il est évidement clair que Zygophyllum geslini, précisément EAB régule certaines
perturbations du diabéte. Cette propriété est conservée dans les fractions préparées. Il sera,
donc, crucial de choisir la fraction la plus active pour poursuivre le fractionnement chimique

et I’évaluation de I’activité antidiabétique.

Mots clés : Zygophyllum geslini, Extrait aqueux, streptozotocine, fractionnent liquide-liquide,
phytochimie



Abstract

Diabetes mellitus is a very common disease in the world. It is treated by insulin and
oral antidiabetic agents that can cause serious side effects. For this reason and because of their
unavailability in some cases, diabetes is cured by herbs.

This work aims to evaluate the antidiabetic activity of Zygophyllum geslini, an herb
widely used against diabetes mellitus. We studied the aerial part that was used to prepare a
crude aqueous extract (CAE). This extract undergoes a series of liquid-liquid fractionation.
CAE and fractions derived there from, subject to the phytohemical study were tested for their
antidiabetic activity in 50mg/kg streptozotocin induced-diabetic Wistar rats.

The results show the presence of several chemical compounds in CAE, mucilages,
tanins, saponins, amino acids, flavonoids, cardiac glycosides and alkaloids.

CAE at 500mg/kg significantly reduces fasting hyperglycemia and improves oral
glucose tolerance in rats. The effects of the seven fractions of CAE and their composition are
various. At the tested doses, three fractions showed a positive effect on fasting hyperglycemia
and the oral glucose tolerance, two act only on fasting hyperglycemia, while the remaining
have no effects on diabetes.

It is obviously clear that Zygophyllum geslini precisely CAE regulates certain
disturbances of diabetes. This property is maintained in the prepared fractions. It is, therefore,
crucial to choose the most active fraction for further chemical fractionation and evaluation of

the antidiabetic activity.

Keywords: Zygophyllum geslini, aqueous extract, streptozotocin, liquid-liquid fractionation,

phytochemistry
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Avant-propos

Le présent travail constitue une continuité au travail précédent, réalisé dans le cadre de
I’obtention du dipléme de Magistere en biologie. Dans un premier temps, une recherche de
I’activité antidiabétique ainsi qu’une évaluation du pouvoir antiradicalaire de 1’extrait
éthanolique de la partie aérienne de Zygophyllum geslini sont effectuées. De plus, un

screeneing phytochimique a été fait.

Dans cette étude, nous avons testé 1’activité antidiabétique de 1’extrait aqueux brut de

la méme partie aérienne.

En comparant les deux effets, il semble que I’extrait aqueux est plus efficace que
I’extrait éthanolique. De ce fait, nous avons fractionné I’extrait brut aqueux en utilisant
plusieurs solvants de polarités différentes afin d’obtenir la fraction la plus active et la moins

toxique.

Ce travail est réalisé sur Z. geslini, une plante de la région d’Adrar. Nous avons
consacré cette approche a I’extrait aqueux et ses fractions obtenues par extractions liquide-
liquide tout en évaluant leur activité antidiabétique. Le diabete est induit chez le rat male
Wistar par la streptozotocine qui provoque une perturbation physiologique caractérisée par
une hyperglycémie chronique. Aussi, pour I’évaluation de I’activité biologique, nous nous

sommes basés sur deux parameétres, la glycémie a jeun et le test de tolérance orale au glucose.

Le screening phytochimique est essentiel afin d’identifier les composés existant dans

I’extrait aqueux et ses fractions.

Ce modeste travail est realisé, d’une part, a 1’universit¢é de Tlemcen, laboratoire
recherche, LASNABIO ou nous avons effectué les différentes extractions et les tests
phytochimiques. D’autre part, I’évaluation de 1’activité antidiabétique des extraits préparés au
laboratoire a été faite a la ferme expérimentale de la faculté des sciences de la nature et de la

vie de 1’université de Mascara.
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Le diabete sucré est une maladie hétérogéne caractérisée par une hyperglycémie
chronique résultante d’un défaut de la sécrétion ou de D’action de I’insuline. Cette
physiopathologie a une étiologie variable. Plusieurs défaillances existent et caractérisent les

différentes formes du diabéte sucré.

Les chiffres se révélent inquiétants ; en effet, la fédération internationale du diabéte
(FID) estime a environ 371 millions le nombre de diabétiques dans le monde en 2012 ce qui
représente 8,3% de la population mondiale. En Afrique la prévalence des diabétiques est de
4,3% [FID, 2012].

Avant I’¢re de Dl’insulinothérapie, les diabétiques mourraient rapidement de coma
acidocétosique. Depuis I’avénement des antibiotiques, les infections séveres sont jugulées, et
ces deux progrés remarquables ont permis d’augmenter considérablement 1’espérance de vie

des diabétiques [Wright et al., 1980].

L’hyperglycémie chronique est associée a terme avec des complications organiques
touchant, particuliérement, les yeux, les nerfs, les reins, le coeur et les vaisseaux. Ces
complications constituent toute la gravité du diabéte sucré. Tous ces effets nocifs de
I’hyperglycémie justifient le besoin d’équilibrer aussi parfaitement que possible le taux du

glucose dans le sang [Jaspreet et al., 2003].

Un bon contréle glycémique est basé sur un régime alimentaire équilibré et
hypocalorique, I’exercice physique et le traitement médicamenteux. Ce dernier est représenté
seulement par l’insuline chez les diabétiques de type 1. Aussi, il est constitué des

antidiabétiques oraux (ADO) et d’insuline chez les diabétiques de type 2.

Comme tout médicament, ces thérapies causent chez la majorité des patients, de
graves effets secondaires : état d’hypoglycémie, coma d’acidocétose, problemes digestifs et
autres. De plus, ces ADO ne sont pas disponibles dans certaines régions du monde ou ils

codtent chers et deviennent, dans les deux cas, inaccessibles pour certains patients.

Pour ces raisons, les gens retournent de nouveau vers la medicine traditionnelle, dite
conventionnelle, particulierement vers la thérapie par les plantes dite phytothérapie. Cette
forme de thérapie est accessible vue la biodiversité végétale du globe terrestre et sa richesse

en plantes antidiabétiques.
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En Algérie, nombre important d’espéces végétales est utilise comme reméde contre le
diabéte sucré dont la majorité n’est pas évaluée scientifiquement. Le fenugrec, le ginseng,
I’origan, la lavande et autres sont des exemples de plantes réputées antidiabétiques.
Zygophyllum geslini connue sous le nom arabe de “Aggaya” est une herbe saharienne utilisee

par la population algérienne contre plusieurs maladies dont le diabete sucré.

Cette espece endémique, objet de notre travail, est tres peu étudiée. Le présent travail
s’intéresse a 1’évaluation de ’activité antidiabétique de ce végétal par la réalisation d’une
séric d’essais effectués sur le rat Wistar rendu diabétique par la streptozotocine comme

modele de diabéte expérimental.

Notre premier objectif est la mise en évidence des effets antidiabétiques de 1’extrait
aqueux brut de la partie aérienne de Z. geslini et de ses fractions obtenues par extraction
liquide-liquide. Le fractionnement du dit extrait permet de cibler une fraction de molécules

chimiques ayant la meilleure activité sur le diabéte induit par la streptozotocine.
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1. Définition du diabéte sucré:

Le diabete sucré est un groupe de maladies métaboliques caractérisées par une
hyperglycémie chronique résultante d’un défaut de la sécrétion de 1’insuline et/ou de I’action
de cette hormone [Raccah, 2004]. Cette insuffisance provoque une augmentation de la
glycémie qui conduit a son tour a des lésions affectant plusieurs appareils ou systémes en

particulier les vaisseaux et les nerfs.

La glycémie est le paramétre central dans le diabéte sucré ; c’est le taux de glucose
dans le sang [Ménat, 2005]. Un individu est diabétique quand sa glycémie a jeline est
supérieure ou égale a 1.26¢/l. On distingue quatre types de diabéte sucré suivant la cause de la

maladie (étiologie) dont les plus répandus sont le diabete de type 1 et 2 [OMS, 2002].

Le nombre de personnes atteintes de diabéte sucré dans le monde connait une
croissance accélérée. Il était 135 millions en 1995 et pourrait atteindre 300 millions de
personnes en 2025. L’augmentation attendue du nombre de diabétiques de type 2 se traduira
par plus de 130 millions de nouveaux cas dans le monde entre 2007 et 2025, essentiellement
dans les pays en voie de développement. Le diabete est responsable d’une morbidité et d’une

mortalité accrues [Yang et al., 2012].

2. Complications du diabéte sucré:

L’hyperglycémie chronique est la cause des complications organiques spécifiques
touchant particulierement les yeux, les nerfs, les reins, le coeur et les vaisseaux [Raccah,
2004].

Les complications de cette affection restent trés graves et constituent un risque de
mortalité trés élevé. La mortalité cardiovasculaire en France chez les personnes atteintes d’un
diabéte sucré de type 2 est approximativement le double de celle des sujets non diabétiques
[Drouin et al., 1999].

Les diabétiques de type 2, précisément, sans aucun passé coronaire avaient un risque
d’infarctus myocardique aussi élevé que celui des témoins non diabétiques qui avaient déja

présenté antérieurement un infarctus [Buysschaert et al., 1999].
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A coté de I’hyperglycémie chronique et la glycation non enzymatique des protéines,
un facteur tres important impliqué dans la genése de ces complications est le stress oxydatif
[Punitha et al., 2005 ; Raccah, 2004; Guerci et al., 2001].

Le métabolisme cellulaire normal de 1’oxygéne produit de maniére continue de faibles
quantités d’especes oxygénées activées dont font partie les radicaux libres (Oz, OH, ...), le
peroxyde d’hydrogéne et 1’oxygéne singulet [Pincemail et al., 1999 ; Huang et al., 2004].
Dans certaines conditions, une surproduction d’espéces oxygénées activées (EOA) due a
I’activation de divers mécanismes biochimiques peut submerger rapidement les défenses

antioxydantes ; c’est le stress oxydatif [Punitha et al., 2005 ; Pincemail et al., 1999].

Les EOA sont des molécules instables, potentiellement toxiques pour 1’organisme car
elles peuvent inactiver des protéines, induire des cassures au sein de I’ADN avec, comme
conséquence, une altération du message génétique, dégrader les sucres, oxyder les
lipoprotéines et initier des processus de peroxidation lipidique au sein de la membrane
cellulaire en s’attaquant aux acides gras polyinsaturés [Raccah, 2004]. Parfaitement, le
diabéte sucré provoque une augmentation de la production des EOA d’une part et d’autre part,
une diminution des antioxydants, ce qui est a 1’origine des micro et des macro angiopathies
[Eshrat, 2002].

2.1. Complications chroniques

Toute la gravité du diabete sucré réside dans la survenue des complications chroniques
dégénératives responsables d’une surmortalité chez les diabétiques. Un bon équilibre
glycémique prévient ’apparition de certaines d’entre elles (microangiopathie, neuropathie) ou
a défaut retarde leur survenue. Ces complications nécessitent une prise en charge
pluridisciplinaire pour ralentir leur aggravation [Yang et al., 2012]. Elles sont classées en 3

groupes :

2.1.1. Microangiopathie :

Elle résulte d’une atteinte diffuse des artérioles et des capillaires. Elle touche tous les
organes mais la localisation la mieux étudiée est les vaisseaux de la rétine « rétinopathie » qui
reste la premiére cause, chez de nombreux cas, de cécité chez les sujets agés de 20 a 64 ans.

Environ 12% des diabétiques de type 1 dans le monde sont aveugles aprés 30 ans de diabéte et
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7% des diabétiques de type 2 sont aveugles aprés 20 ans de diabéte [Grimaldi et al., 2009].

La cataracte ainsi que le glaucome sont les deux formes les plus répandues d’une rétinopathie.

La néphropathie diabétique est la premiére cause d’insuffisance rénale chronique. Elle
est définie comme une glomérulopathie spécifique du diabete sucré. Elle peut conduire a
I’insuffisance rénale jusqu’au stade ultime terminal nécessitant la dialyse [Halimi et al.,

2011].

2.1.2. Macroangiopathie :

Elle est liée a une atteinte des artéeres de gros et moyen calibre. Son support
anatomique est une athérosclérose non spécifique. On peut citer plusieurs formes de cette

complication.

Les artéres des membres inférieurs peuvent étre le lieu d’une artériopathie dont
I’aspect le plus évocateur est la gangréne. Ce type de complication peut se traduire au niveau

des troncs artériels supraortiques par des accidents vasculaires cérébraux [Yang et al., 2012].

La coronaropathie est une autre forme de complications. Chez les diabétiques de type

2 le risque coronarien est également augmenté [Halimi et al., 2011].

2.1.3. Neuropathie :

Elle est due & des lésions du systeme nerveux aussi bien somatique (neuropathie
périphérique) que végétatif (neuropathie autonome). Ces complications chroniques ne sont

pas inéluctables chez tous les diabétiques [Grimaldi et al., 2009].

2.2. Complications métaboliques aigues du diabéte sucré :

Trois principales complications métaboliques aigues sont connues, 1’acidocétose, le
coma hyperosmolaire et 1’acidose lactique [Gautier, 2004]. Elles sont, le plus souvent, la
conséquence d’erreurs thérapeutiques ou d’un défaut de surveillance. Leur prévention est

possible si le malade est conscient.

L’acidocétose est de loin la plus fréquente. Elle touche surtout les diabétiques de typel

mais aussi certains diabétiques de type 2 [Yang et al., 2012]. En plus, on distingue d’autres
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complications aigues telle que, I’hypoglycémie [Grimaldi et al., 2009], 1’acidose lactique et le

coma d’hyperglycémie [Dirckx, 1998].
3. Traitement du diabéte sucré:

Un bon contréle glycémique du diabete sucré est recommandé pour retarder, voir
prévenir la survenue et ralentir la progression des complications [Jaspreet et al., 2003]. Pour
atteindre ces objectifs, plusieurs thérapies sont a notre disposition. Un régime alimentaire bien
équilibré en glucides, en protéines et en lipides [Gin et Regalleau, 1999] ainsi que 1’exercice
physique [Charbonnel et Cariou, 1997] sont des composantes essentielles du traitement du

diabete sucré.

Encore, 1’insulinothérapie occupe une place importante dans 1’arsenal thérapeutique du
diabéte de type 1 [Gin et Regalleau, 1999] et du diabete de type 2 [Dirckx, 1998]. Ce dernier
nécessite chez la majorité des patients et surtout pendant les premiers stades, une prise en
charge médicamenteuse et cela par I’intervention des antidiabétiques oraux qui sont classés

selon leur mode d’action en trois catégories :

- Les sulfamides hypoglycémiants stimulent la sécrétion d’insuline par les cellules f3
du pancréas en les sensibilisant a I’action du glucose [Dey et al., 2002].

- Les biguanides classés en deuxieme lieu n’agissent par sur la sécrétion insulinique,
ce sont des potentialisateurs d’effets de I’insuline [Thule, 2012].

- Les inhibiteurs des alpha-glucosidases constituent la troisiéme classe des
antidiabétiques oraux. lls atténuent la glycémie post-prandiale par leur action
directe comme agent inhibiteur des alpha-glucosidases intestinales en ralentissant
la digestion des polysaccharides [Hermans, 1998].
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3.1. Les antidiabétiques oraux:

3.1.1. Les sulfamides :

H-MN S0->NHC ONH[CH2)3CH3
Carbutamide

SDENECUNH—O
Cl

CH,CE,NHO

CH;
Glibenclamide ou Glyburide

Figure 1 : structure des sulfamides (carbutamide et glibenclamide) [Anonyme 01, 2008].

Les sulfamides hypoglycémiants (sulfonylurées) sont administrés aux diabétiques des
les années 1950. Amarel® est un dérivé de référence, efficace en une prise quotidienne. 1l a

été commercialisé depuis 1996 [Vaubourdolle, 2007].

Les sulfamides se fixent sur la protéine SUR (SulfonylURée) des canaux Karp des
cellules 3 des ilots de Langerhans. lls induisent la fermeture des canaux potassiques ATP-
sensibles, la dépolarisation des cellules et la sécrétion de I’insuline. L’afflux de calcium dans
le cytoplasme des cellules béta-pancréatiques induit 1’exocytose des vésicules contenant
I’insuline d’une facon similaire a celle observée aprés stimulation par le glucose
[Guillausseau, 2003]. L’efficacit¢ hypoglycémiante des sulfamides dépend donc de la

capacite résiduelle du pancréas a secréter de I’insuline [Leutenegger, 1996].
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Figure 2 : Schéma de mécanisme de sécrétion de I'insuline [Mosbah et Andreelli, 2012].

Le principal effet indésirable des insulinosécrétagogues est I'nypoglycémie, une

diminution anormale de la glycémie au dessous de 0,50 g/I.

Les autres effets indésirables sont observés chez 3 a 4% des patients recevant des
sulfamides hypoglycémiants: réactions cutanées, troubles gastroduodénaux et les
complications hématologiques qui sont rares (anémie hémolytique) [Guillausseau, 2003]. Les
effets tératogénes sont réels chez I'animal & des doses trés largement supra-thérapeutiques.

3.1.2. Les biguanides:

NH NH
(VA

H,

Figure 3: structure des biguanides [Keen et Jarrett, 1968]
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Leur introduction, en 1957, dans la thérapie du diabéte, a constitué un progres
considérable [Darnaud, 1999].

Les biguanides sont antihyperglycémiants. Ils réduisent la glycémie basale et
postprandiale en diminuant la production hépatique du glucose (inhibition de la
néoglucogénese et de la glycogénolyse et favorisant la capture et ’utilisation périphérique du
glucose principalement au niveau musculaire (augmente la sensibilité a I’insuline). Sur le plan
moléculaire, ils stimulent la glycogéne synthétase et augmente la capacité de transport de tous
les types de transporteurs membranaires de glucose (GLUT). Ce sont des medicaments du
diabéte de type 2. On les utilise lorsque la stimulation du pancréas n'est ni nécessaire ni
recherchée [Stora, 2007].

La metformine agit en diminuant l'insulinorésistance [Slama, 2000]. De plus, on
observe une diminution du taux des acides gras, cholestérol et triglycérides chez les sujets
traités par les biguanides [Damiens, 1985]. Comme ils n'ont pas d'effet pancréatique, ils ne

provoquent jamais d’hypoglycémie.

Les effets secondaires les plus fréquents sont les troubles digestifs qu’on observe dans
10 a 30% des cas [Perlemuter, 1994]. Les troubles rencontrés sont : go(t métallique dans la
bouche, nausées, vomissement et aussi diarrhée [Darnaud, 1999]. Ces effets sont maximums
en début de traitement, et peuvent étre atténués par une augmentation graduelle des doses et la

prise des comprimés au cours ou au décours du repas.

L’acidose lactique induite par les biguanides est une complication rare mais sévere,
avec une mortalité supérieure a 50%. L’acidose lactique concerne essentiellement des sujets
agés [Guillausseau, 2003]. Elle est favorisée par toutes les causes prédisposant a
I’accumulation d’acide lactique (diminution de 1’élimination : insuffisance rénale ou
hépatique, augmentation de [’accumulation: toutes les causes d’hypoxie telles que

insuffisances cardiaque, respiratoire, etc.) [Perlemuter, 1994].
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3.1.3. Lesglinides :

Les glinides représentent une nouvelle famille d’insulinosécréteurs dont 1’action est
plus rapide et moins prolongée que les sulfamides [Saudon, 2003]. Ils sont des dérivés de
I’acide benzoique [Vaubourdolle, 2007]. Un seul représentant de cette classe thérapeutique est
actuellement disponible sur le marché francais : la repaglinide, appelé Novonorm® [Saudon,
2003].

Les glinides ont une action globalement superposable a celle des sulfamides sur les
canaux potassiques [Vaubourdolle, 2007]. lls se lient a la surface des cellules g et stimulent,
via une fermeture des canaux potassiques ATP sensibles et un influx de calcium, la sécrétion
d’insuline. Les glinides sont particulierement efficaces pour controler 1’hyperglycémie
postprandiale et limiter les hypoglycémies tardives. Dans certains cas, leur action tres courte
autorise un échappement glycémique en fin de nuit, caractérisé par une glycémie a jelne
élevée [Buysschaett, 2006].

Les effets indésirables observés sont des troubles gastroduodénaux et des réactions
cutanées [Guillausseau, 2003].

Le risque d’hypoglycémie n’est pas nul puisque le produit agit en stimulant la
sécrétion d’insuline mais le contrdle de cet effet est facilité par la souplesse d’administration

du produit [Perlemuter, 1994].

3.1.4. Les thiazolidinédiones ou glitazones :

Cycle thiazalidinedione
Rosiglitazone ( cycle & 5 liaisons avec un atome de

soufre et un atome d'azote, substitué

par 2 cétones), appelé " glitazone"

Figure 4: structure des thiazolidinédiones [Anonyme 01, 2008]
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Les thiazolidinediones font partie d’une toute nouvelle famille [Saudon, 2003]. Une
premiere thiazolidinedione, la troglitazone a été commercialisée aux Etats-Unis en 1997 et
retirée du marché en 2000 en raison de son hépatotoxicité. Deux autres thiazolidinediones ont

été mises sur le marché francais en 2002, la roziglitazone et la pioglitazone.

Les glitazones sont des insulinosensibilisateurs purs [Guillausseau, 2003]. Ils
augmentent donc la captation musculaire de glucose, probablement grace a une action directe
sur le transporteur musculaire de glucose. Elles ont également, une action sur les cellules
graisseuses (adipocytes) en permettant une diminution des taux sanguins de triglycérides et
d'acides gras libres, améliorant ainsi indirectement la captation du glucose et son oxydation

par le muscle.

La cible de ces molécules est un récepteur appelé PPAR-y (peroxisome proliferator-
activated receptor). Les PPAR-y, présents sur les cellules graisseuses, exercent une action de
contréle sur la masse graisseuse. La stimulation de ces récepteurs par les glitazones provoque
la destruction des grosses cellules graisseuses actives au plan métabolique et par conséquent,
diminue les taux d'acides gras libres du sang, réduisant au final I'insulino-résistance [Saudon,
2003].

Plusieurs travaux indiquent que les glitazones, a c6té de leur effet insulino-
sensibilisant, influencent favorablement certains facteurs de risque cardio-vasculaire, dont le
taux de protéines inflammatoires, la dyslipidémie et la pression artérielle [Bysschaett, 2006].
Utilisées seules ou en association avec la metformine, la roziglitazone et la pioglitazone
n'entrainent pas d'hypoglycémie, mais elles potentialisent I'effet hypoglycémiant des

sulfamides hypoglycémiants [Guillausseau, 2003].
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3.1.5. Lesinhibiteurs des alpha glucosidases intestinales :

HOC H,
HO
Ho=" o SHs
HN
H

OH 0
Om
S on) CH,OH

Figure 5: structure de I’acarbose [Anonyme 01, 2008]

Les inhibiteurs des alpha glucosidases (acarbose®) sont également d’une utilisation

intéressante [Bysschaert et al., 1999].

Les a-glucosidases sont des enzymes contenues dans la salive, le suc pancréatique et
les cellules de I’intestin gréle (les anthérocytes). Elles hydrolysent les glucides alimentaires
pour leur permettre d’étre absorbés sous forme monosaccharidique, qui seuls peuvent franchir

la barriére intestinale [Saudon, 2003].

Les inhibiteurs d'alpha glucosidases intestinales ralentissent le clivage enzymatique
des sucres alimentaires en mono et disaccharides. L’absorption du glucose aprés un repas est
ainsi retardée dans le temps. Les inhibiteurs de l'alpha glucosidase sont essentiellement actifs

sur I’hyperglycémie postprandiale [Guillausseau, 2003].

L’effet sur la glycémie a jeline est par contre beaucoup moins évident [Leutenegger,

1996].

Les principaux effets secondaires des inhibiteurs d'alpha glucosidases intestinales sont
digestifs et liés a 1’arrivée d’oligosaccharides dans le colon, favorisant la croissance
bactérienne et la présence de substance osmotiquement actives dans la lumiere intestinale. Les
manifestations cliniques, qui affectent dans certaines séries jusqu’a 50% des patients, sont

représentées par des flatulences, un météorisme et de la diarrhée. Ces troubles seront prévenus
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par I’utilisation de faibles doses initiales, avec une augmentation progressive [Guillausseau,
2003].

3.2. Traitement naturel

Plusieurs plantes sont utilisées traditionnellement pour traiter le diabéte sucré [Marles
et Farnsworth, 1994]. Cependant, juste une minorité de ces plantes connait une évaluation
scientifique. On peut citer, Momordica charantia, Catharanthus roseus, Trigonella foenum-
greacum, Allium cepa, Allium sativum, et autres [Al-Achi, 2005]. Ce qui est remarquable est

I'existence de plusieurs composés d’origine végétale, semblant donner cet effet benéfique.

La plante représente la forme majeure de traitement traditionnel dans le monde entier.
Elle est caractérisée par ses effets positifs avec moins d’effets secondaires graves. L’usage de
la médecine traditionnelle est trés répandu et revét une importance sanitaire et économique
croissante. Dans les pays en voie de développement, I’utilisation courante de la médecine
traditionnelle est accessible et abordable, particulierement pour les patients les plus pauvres
du monde vu le colt élevé de certains medicaments ainsi que leur indisponibilité sur le
marché [OMS, 2002].
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1. Introduction :

Depuis la nuit des temps, les hommes apprécient les vertus apaisantes et
analgésiques des plantes. Aujourd’hui encore, les deux tiers de la pharmacopée ont recours
a leurs propriétés curatives. A travers les siécles, les traditions humaines ont su développer
la connaissance et 1’utilisation des plantes médicinales. Si certaines pratiques medicales
paraissent étranges et relévent de la magie, d’autres au contraire semblent plus fondées et
plus efficaces. Pourtant, toutes ont pour objectif de vaincre la souffrance et d’améliorer la

santé des hommes [Larousse, 2001].

La phytothérapie est I’art de se soigner par les plantes [OMS, 2002]. C’est une
médecine trés ancienne. Actuellement, de nombreux médicaments tirent leur origine des
plantes médicinales. Cette forme de médecine ne s’oppose pas aux autres thérapies, elle

augmente 1’efficacité d’un traitement ou atténue ses effets secondaires [Larousse, 2001].

Une plante est dite médicinale lorsqu’au moins une partic posséde des propriétés
curatives ou préventives a 1’égard des maladies avec ou sans principes actifs déterminés

[Claisse-Dauchy, 1996 ; Bruneton, 1999]

La plante est un ensemble de secrets. Par son organisation bien structurée, elle
constitue un élément trés riche en substances actives. La feuille est le site de toutes les
synthéses chimiques et la partie la plus utilisée en thérapeutique. Aussi, la tige et surtout la
partie externe de la tige, notamment 1’écorce, sont souvent utilisées. La fleur renferme
dans ses différentes parties bon nombre de composés appréciables [Wichtl et Anton, 2003].
Si les fruits et les graines fournissent des réserves nutritionnelles et une grande quantité de
substances actives, les racines peuvent aussi stocker certains principes actifs comme les
alcaloides, sans oublier les tubercules rhizomes et bulbes qui contiennent grand nombre de

principes essentiels.
2. Principes actifs des plantes :

Les principes actifs des plantes sont de nature organique: polysaccharides, acides
aminés [Al-Achi, 2005], flavonoides, saponosides, acides gras, alcaloides [Marles et
Farnsworth, 1994 ; Dey et al., 2002] ou de nature minérale, tel que le chrome organique qui

potentialise I'effet de I'insuline [Aharonson et al., 1969 ; Evans et Bowman, 1992].
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A coté du chrome, le vanadium, un insulinomimétique [Thompson et Godin, 1995]
connu avant la découverte de I'insuline, a été utilisé pour le contréle de la glycémie [Dey et
al., 2002]. D'autres minéraux tels que le magnésium, le cuivre, le sélénium et le fer ont

également des effets bénéfiques [Thompson et Godin, 1995 ; Ducros et Favier, 2004].

C’est d’abord la chimie dite d’extraction qui a permis d’isoler des composants a partir
de plantes telle que la morphine du Papaver somniferium. La chimie dite de synthese a
permis, ensuite, de reproduire et reconstituer ces principes végétaux en prenant modele sur la
plante. Par ailleurs, les chercheurs ont réussi a déterminer comment ces substances agissent
sur ’organisme [Larousse, 2001]. Donc, les plantes médicinales doivent leurs actions a

plusieurs éléments actifs qu’on peut analyser chimiquement [Verdrager, 1978].

2.1. Les alcaloides :

Formant un groupe tres large, les alcaloides possédent presque tous un atome d’azote
qui les rend pharmaceutiqguement tres actifs. Certains sont des médicaments connus qui ont
des vertus thérapeutiques avérés, c’est le cas d’un dérivé de la pervenche « Vincarosea »
employé pour traiter certains cancers [Nowitz et Bottet, 2000 ; Larousse, 2001]. De plus, ils
ont une action physiologique remarquable sur le systéme nerveux central ou sur le systéeme

nerveux autonome sympathique et parasympathique dont ils agissent en petite quantité.

2.2. Les saponosides :

Ce sont des molécules de forme hétérosidique. Ils se divisent en saponosides a génine
triterpenique et stéroidique. Les saponosides (saponines) doivent leur nom au fait que comme

le savon, elles produisent de la mousse en contact avec 1’eau [Bruneton, 1999].

Les saponines stéroidiques ont une structure chimique similaire a celle de nombreuses
hormones humaines (cortisol et cestrogéne) et conférent aux plantes qui les contiennent une
activité hormonale, comme la réglisse « Glycyrrhiza glabra ». Les triterpenoides présents
dans les racines de primevére « Premulaveris » sont de puissants expectorants, mais peuvent

aussi faciliter I’absorption des éléments nutritifs [Larousse, 2001].
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2.3. Les phénols :

Il existe une trés grande variété de composés phénoliques, du plus simple comme
I’acide salicylique au plus complexe comme les tannins. On suppose que les plantes en les
produisant, cherchent a se prémunir contre les infections et les insectes phytophages [Nowitz
et Bottet, 2000].

Les phénols sont surtout des antiseptiques « arbutoside de la busserole » et des
antalgiques [Wichtl et Anton, 2003].

Les acides phénoliques comme 1’acide rosmarinique, sont fortement antioxydantes et

anti-inflammatoires et peuvent avoir des propriétés antivirales [Nowitz et Bottet, 2000].

2.4. Les flavonoides :

Ce sont des pigments végétaux, en particulier, jaune et orange. Les flavonoides
présents dans nombreuse plantes sont des anti-inflammatoires qui assurent une bonne

circulation sanguine.

La rutine présente dans plusieurs plantes telle le citron renforce les parois des
vaisseaux capillaires [Larousse, 2001]. Ce sont aussi des antiagrégants plaquettaires non
toxiques et empéchent I’adhésion du thrombus a la paroi vasculaire « prévention des
infarctus » [Wichtl et Anton, 2003].

2.5. Les tannins :

Ce sont des substances de saveur astringente ayant la propriété de tanner la peau et de

se combiner aux protéines animales par des liaisons hydrogénes [Pousset, 1989].

Ce sont des composeés polyphénoliques qui permettent de stopper les hémorragies et de
lutter contre les infections. Les plantes riches en tanins sont utilisées pour retendre les tissus
souples comme dans le cas des veines variqueuses, pour drainer les secrétions excessives,
comme dans la diarrhée et pour réparer les tissus endommagés par un eczéma ou une brulure
[Nowitz et Bottet, 2000].
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2.6. Les glycosides cardiotoniques :

Ils sont présents dans de nombreuses plantes médicinales telles que les digitales. Ils
ont une action puissante sur le cceur; ils aident a maintenir le rythme cardiaque en cas

d’affaiblissement et ils sont également diurétiques [Nowitz et Bottet, 2000 ; Larousse, 2001].
2.7. Les glycosides cyanogenes :

Bien que ces substances soient a base de cyanure, un poison tres violent, prises en
petite doses, elles ont des effets sedatifs et relaxants sur le cceur et les muscles [Larousse,
2001].

2.8. Les polysaccharides :

On les trouve dans toutes les plantes. Du point de vue phytothérapie, les plus
importants sont les mucilages et les gommes qui absorbent de grande quantités d’eau,
produisant une masse gélatineuse qui peut étre utilisée pour protéger les tissus enflammes et

calmer la douleur [Nowitz et Bottet, 2000].

Un effet hypoglycémiant a été observé avec le fenugrec et le tamarin, éventuellement
par ralentissement de la résorption des sucres induit par les mucilages [Teuscher et al., 2005].

2.9. Les anthocyanes :

IIs sont issus de ’hydrolyse des anthocyanidines. Ils donnent aux fleurs et aux fruits
leurs teintes bleu, rouge ou pourpre. Ces puissants antioxydants nettoient 1’organisme des

radicaux libres et maintiennent une bonne circulation du sang [Bruneton, 1999].
2.10. Les huiles essentielles :

Il s’agit de mélanges de composés lipophiles, volatiles et souvent liquides, extraits de
la plante grace a des procedés physiques. Les huiles essentielles sont responsables de 1’odeur

caractéristique de la plante [Teuscher et al., 2005].

Elles sont utilisées pour leurs parfums dans les preparations cosmétologiques et pour
leurs propriétés antiseptiques et anti-inflammatoires. D’autres sont utilisées comme

édulcorants [Domart et Bourneuf, 1988].
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2.11. Les éléments minéraux :

Dans de nombreux cas, les minéraux contenus dans une plante participent activement a
son activité therapeutique. Le pessenlit « Taraxacum officinale » est un puissant diurétique

ou son effet est du a sa concentration en potassium [Nowitz et Bottet, 2000].
3. Quelques plantes antidiabétiques :

Plusieurs plantes sont connues avoir une activité antidiabétique, hypoglycémiante,
antihyperglycémiante ou hypolipidémiante. Ardemment, plus de 1123 plantes sont utilisées
traditionnellement pour traiter le diabéte sucré [Marles et Farnsworth, 1994]. Cependant, la

majorité de ces plantes n’est pas évaluée scientifiquement.
3.1. Momordica charantia,

Momordica charantia, communément appelée «melon amer, gourde amére ou Karela,
est une plante trés amere. Elle est trés utilisée contre le diabéte sucré [Jung et al., 2006]. Au
fil des anneées, les chercheurs étudient la relation entre Momordica charantia et le diabéte.
Une étude montre que cette plante améliore la tolérance au glucose chez le rat rendu
diabétique. Aussi la tolérance au glucose de 73% des patients diabétiques a été améliorée par
le jus de fruits de Momordica charantia [Garau et al., 2003 ; Leatherdale et al., 1981].

Un peptide ayant un effet hypoglycémique, polypeptide-P, a été isolé a partir du fruit,
les graines et les tissus des Momordica charantia. C’est un agent hypoglycémiant trés efficace
lorsqu'il est administré par voie sous cutanée a la gerbille, langurs et 'Homme [Paul et
Raychaudhuri, 2010]. De plus, cinq triterpénoides cucurbitanes ont été isolés a partir du fruit
de melon amer. Les structures de ces composés identifiés par HPLC sont mentionnées sur la
figure 6 [Wang et al., 2008].
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\/\K
ORZ

OHC

1 Momordicoside A 2 Momordicoside L : R'=Glu, RZ=H
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S 3p, 7, 25-Trihydroxy
cucurbita-5, (23E)-dien-19-al : R1=H RZ=H
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“a, 3 Momordicoside Fu

Figure 6: triterpénoides cucurbitanes isolés a partir du fruit de Momordica

charantia

Une étude réalisée in vitro montre que le composé 5 ainsi que d’autres saponosides
(momordicine I, momordicine 1l,  3-hydroxycucurbita-5,24-dien-19-al-7,23-di-O-f3-
glucopyranoside, et kuguaglycoside G) isolés a partir de la méme plante stimulent la sécrétion
d’insuline [Keller et al., 2011].

3.2. Trigonella foenum-greacum

Le fenugrec, Trigonella foenum-graecum fait partie de la famille des fabacées et
pousse dans I'Inde, I'Egypte et d'autres régions du monde. Il est utilisé comme une épice de

cuisson et un agent aromatisant [Hajimehdipoor et al., 2010].

La graine est la partie utilisée en médecine traditionnelle pour le traitement de la

constipation, I'nyperlipidémie, le diabéte sucré et aprés la grossesse pour favoriser la lactation.

La plupart des études sont a court terme et ne tiennent pas suffisamment compte de

détails. Dans une étude de 10 jours, 10 patients atteints de diabete de type 1 consomment 100
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g/jour de poudre de graines dégraissees. Les resultats montrent une diminution de la glycémie

a jeun passant d'une valeur de base moyenne de 2,72 a 1,96 g/l [Shane-McWhorter, 2009].

La 4-hydroxyisoleucine est un acide aminé extrait des graines de fenugrec, présente
une activité intéressante en stimulant la sécrétion d’insuline glucose-dépendante [Broca et al.,
1999]. La teneur moyenne en cet acide aminé est environ 0,4% [Hajimehdipoor, 2009]. Une
autre étude réalisée par Broca et ses collaborateurs sur deux modeles de rats ayant une
insulinorésistance montre que la 4-hydroxyisoleucine améliore la sensibilité des cellules a
I’insuline, diminue 1’insulinorésistance et inhibe la libération hépatique du glucose [Broca et

al., 2004].

De plus, un autre composé est isolé a partir du fenugrec ; c’est la diosgenine, un
saponoside dont la recherche de son activité biologique montre qu’il agit au niveau hépatique.
Cette molécule inhibe 1’anabolisme des lipides par suppression de 1’expression des ARNm
des génes codant la lipogenése [Uemura et al.,, 2011]. Ce composé est le saponoside

majoritaire des graines du fenugrec [Raju, 2006].

Figure 7: diosgenine
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3.3. Allium cepa

Allium cepa de la famille des liliacées est utilisée dans la meédicine traditionnelle
depuis des centaines d’années. L’utilisation la plus populaire de cette espéce est contre
I’hypertension artérielle [lkram, 1971], comme antiseptique [Khaki et al., 2010],
hypoglycémique et hypocholestérolémique [Mathew et August, 1975]. Le principe actif de
cette plante est I’allylpropyldisulfide, un composé soufré [Kumari et al., 1995].

L’extrait aqueux d’Allium cepa testé a différentes doses chez le rat Wistar provoque
une diminution dose-dépendante de I’hyperglycémie. Une réduction de 1’ordre de 75,4% de la
glycémie initiale pour une dose de 300mg/kg [Ozougwu, 2011].

D’autre part, I’extrait organique (éther diéthylique/ éthanol) de la méme plante agit au
niveau intestinal par inhibition des a-glucosidases et diminution de I’absorption intestinale

des glucides, ce qui diminue la glycémie post-prandiale [Kim et al., 2011].

3.4. Allium sativum

L’ail, Allium sativum, est une des plantes médicinales les plus utilisées contre le
diabéte sucré [Mahesar et al., 2010]. Au Maroc, cette plante figure parmi les traitements
traditionnels les plus populaires [Bnouham et al., 2002].

Les extraits aqueux des bulbes de I’ail, d’Allium cepa et de Zingiber officinale
réduisent la glycémie chez le rat wistar rendu diabétique par I’alloxane. En comparant les trois
espéces, A. sativum présente la meilleure activité [Eyo et al., 2011]. Testé chez le rat Wistar
rendu diabétique par la streptozotocine, A. sativum est significativement efficace sur la
glycémie comparé au glibenclamide [Eidi et al., 2006]. En outre, il réduit la cholestérolémie
[Khatibi, 2011; Choudhary, 2008 ; Banerjee et Maulik, 2002].

Sur le plan clinique, I’effet de 1’ail sur le diabéte associé a une dyslipidémie a été
étudié. Cette étude montre que Allium sativum associé au Curcuma longa diminuent le taux
d’hémoglobine glyquée, la glycémie et améliorent les paramétres lipidiques [Sukandar et al.,
2010 ; Rizwan et al., 2011].

L’ail contient nombre important de principes actifs responsables de ses effets

médicinaux. Ce sont des composes soufrés tel que le S-allyl cystéine sulfoxide responsable de
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la majorité des effets bénefiques de I’ail. Aussi, 1’ail contient environ 1% d’alliin qui se
transforme par I’allicinase en allicine (S-allylcystéine sulfoxide). Ce dernier est doué, en plus

de son pouvoir antidiabétique, d’une activité anticancéreuse [Martha et al., 2007].
3.5. Ginseng :

Le ginseng est un nom qu’on attribue a plusieurs espéces végétales dont le Panax
ginseng (asiatique ginseng), Eleutherococcus senticosus (ginseng sibérien), P. quiquefolius

(ginseng américain) et P. japonicus (ginseng japonais) [Xie et al., 2005].

Les racines du ginseng sont utilisées depuis des centaines d’années dans la médecine
traditionnelle et particulierement contre le diabéte sucré. Plusieurs études ont montré
scientifiquement 1’usage de ces racines qui ont amélioré le diabéte chez le rat et le patient
diabétique [Shane-McWhorter, 2009]

La racine du ginseng asiatique contient des substances chimiques actives appelées
ginsénosides (ou panaxosides) auxquelles on attribue les propriétés médicinales de la plante
[Attele et al., 2002].

-

o—=glc(1-2)rha

Figure 8: Ginsénoside
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Le mécanisme d’action du ginseng reste mal connu. Certains chercheurs proposent la
possibilité de son action au niveau des cellules en augmentant la pénétration du glucose et
qu’il pourrait potentialiser 1’effet du glucose sur la sécrétion de I’insuline [ Shane-McWhorter,
2009]. Le ginseng americain semble efficace sur la glycémie post-prandiale [Vuksan et al.,
2001].

D’autre travaux montrent que les glycopeptides du ginseng sont responsable d’un effet

antihyperglycémiant [Wang et al., 2003].

3.6. Zygophyllum geslini :

En Algérie, plusieurs plantes sont utilisées traditionnellement pour traiter le diabéte

sucré ; parmi elles, le Zygophyllum geslini Coss. [Smati et al., 2004], objet de notre étude.

Le Zygophyllum geslini est une Zygophyllacée vivace de la classe des Magnoliopsides,
de ’ordre des Sapindales. C’est une plante en petits buissons ramifiés, a rameaux blanchatres,
a petites feuilles charnues et composées de deux folioles. Les fleurs sont petites et blanches et
le fruit est prolongé en lobes, piriforme régulierement dilaté depuis la base jusqu’au sommet

mais non muni de cornu recourbé en crochet. Il est une fois et demie plus long que large.

Le pédoncule est fructifere, aussi long que le fruit. La portion libre des carpelles est

trois a quatre fois plus courte que la portion soudée, faisant a peine saillie [Ozenda, 1977].

Le zygophylle geslini est une espéce endémique du Sahara septentrional algérien.
Plusieurs espéces du méme genre partagent avec le zygophylle geslini le nom vernaculaire de
“aggaya” telles que Z. album, Z. cornutum [Baba Aissa, 1999], Z. gaetulum et Z. waterlot
[Jouad et al., 2001 ; Eddouks, 2002]. Ces especes sont utilisées en médecine traditionnelle
comme remedes de différentes affections, notamment, le Z. gaetulum qui est tres utilisé au
Maroc contre le diabete sucré. Des études réalisées sur cette plante montrent que 1’extrait
aqueux peut diminuer la glycémie des rats rendus diabétiques [Jouhari et al., 2000]. Il est
également efficace chez des patients souffrant du diabéte de type 2 [Jouhari et al., 1999]. De
méme pour Zygophyllum cornutum, Aggaya de la Tunisie, ou il a été rapporté que cette
espece est treés efficace quand elle est testée sur le lapin [Perez et Paris, 1958].

Les espéces du genre Zygophyllum sont trés riches en saponosides. A partir des

racines de Z. coccineum et la partie aérienne de Z. album et Z. dumosum a été isolé un
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hétéroside triterpénique : Zygophyloside F. C’est un dérivé d’acide quinovique [Elgamal et
al., 1995].

La plante est trés riche en saponosides ou les deux classes sont présentes: les
saponosides a génine stréroidique et ceux a génine triterpénique. On note aussi la présence des
tanins, flavonoides, alcaloides, coumarines, glucosides cardiotoniques, anthracénosides, huiles

volatiles et acides gras [Medjboub, 2006].

L’extrait dichlorométhanique des racines de Z. geslini montre un effet cytotoxique
significatif contre les cellules KB « carcinome de 1’épiderme buccal humain ». Cette activité
est due a un produit actif : le 3p-(3.4- dihydroxycinnamoyl)-érythradiol (Figure 9) [Smati et
al , 2004].

Figure 9 : 3p-(3.4- dihydroxycinnamoyl)-érythradiol
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1. Introduction :

Les méthodes d’études de I’activité antidiabétique des plantes médicinales sont
variables. Certaines sont effectuées sur 1’animal (pré-clinique) et d’autres sur des patients
diabétiques (clinique). Le choix du modele de diabéte, la voie du traitement, le type de
préparation des extraits de plantes ainsi que les parameétres d’évaluation de Dactivité

antidiabétique sont les points les plus importants a fixer avant 1’étude.
2. Définition du diabéte expérimental :

Le diabéte expérimental consiste a produire, chez 1’animal, un état comparable au
diabete sucré, en vue de mieux comprendre le diabéte sucré de ’homme ou de trouver de

nouvelles thérapies [Wright et al., 1980].

Le comité du conseil national américain sur les modeles animaux pour la recherche et
le vieillissement définit le modele animal pour la recherche biomédicale celui ou une
physiologie ou un comportement peut étre étudié ou celui ou une pathologie, peut étre induite
ou spontanée, est recherchée et dont les signes ressemblent a celle de ’Homme ou d’un autre

animal [Eddooks et al., 2012]

En se basant sur cette définition, les modéles animaux utilisés en recherche

biomédicale peuvent étre classés en cing groupes:

a) les modeles spontanés ou la maladie ou ses conditions se produisent spontanément chez les

animaux comme chez les humains,
b) expérimentalement,

c) des modeéles génétiqguement modifiés dans lesquels la maladie ou ses conditions sont

induites chimiquement/chirurgicalement ou par manipulation génétique,

d) les modeles negatifs, y compris les animaux résistants a une condition ou une maladie

particuliére,

e) les modéles orphelins, y compris des modéles animaux de la maladie inconnue a ses

homologues de I'Homme [Chatzigeorgiou et al., 2009].
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Durant ces dernieres années, les études entreprises visant a la mise au point de
modeles adéquats de diabéte chez I'animal, notamment dans le cas du diabete de type 2 (sans
obeésité associée) ont abouti a différents types de modéles obtenus essentiellement chez le rat.
L'exploitation de ces modeles de diabete apporte des confirmations en faveur de I'idée selon
laguelle les anomalies de Il'insulino-sécrétion et de la sensibilit¢ a [l'insuline seraient
secondaires a une réduction plus ou moins marquée de la population de cellules B [Etuk,
2010].

3. Modéles animaux de diabete sucré :

Le diabete expérimental peut étre induit chez 1’animal par injection de substances
diabétogenes [Crouch et al., 1978] ou spontanément sous 1’effet d’un régime hypercalorique

ou de stress [Vogel et Vogel, 1997].

Le diabéte expérimental par pancréatectomie n’est plus utilis€é pour des raisons de
difficultés techniques et aussi car la conséquence est une ablation de la sécrétion d’insuline ce

qui est le but recherché ainsi que d’autres hormones comme le glucagon [Dupin, 1992].

3.1. Diabete spontané :

Plusieurs especes animales ont une forte prédisposition au diabéte sucré, des espéces
de souris, de rats, de hamsters, de cobayes, de porcs miniatures, de singes et autres [Ganong,
2005].

Le modeéle de diabéte choisi est en fonction de la pathologie a étudier. Certains
animaux développent un diabéte ressemblant au diabéte de type 2 ou de type 1. Dans certaines
situations, la pathologie induite est, seulement, une partie du diabéte sucré, une

insulinorésistance, une réaction auto-immune contre les cellules B, une rétinopathie, ...

Donc, le choix du modéle de diabéte est un point crucial pour confirmer ’effet des

extraits ou de molécules testés.

3.1.1. Diabete de type 1:

Cing modéles animaux de diabéte spontané sont principalement préférés

pour étudier le diabete auto-immun: la souris NOD, le rat BB, le rat LETL, le rat PDK
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et le rat LEW-DID. La souris NOD et le rat BB sont les plus utilisés [Chatzigeorgiou et al.,
2009].

3.1.1.1. Le rat BB (Bio-breeding):

Le rat BB est un modele de diabéte spontané associé a une déficience en insuline et
une insulinite due a la destruction auto-immune des cellules B pancréatiques et peut étre plus
sévere que chez les rats rendus diabétiques par la STZ [Horowitz et Samson, 2004]. Le rat BB
développe un diabete de type 1 aprés exposition au stress chez les deux sexes, male et femelle
[Vogel et Vogel, 1997 ; Mordes et al., 2004].

3.1.1.2. La souris NOD (Non Obese Diabetic) :

Les souris NOD représentent un modéle d'étude du diabete de type 1. Il s'agit d'une
souche de souris consanguines dont une grande majorité développe spontanément un diabete
similaire au diabéte de type 1 humain, au bout de 90 a 180 jours de vie. Elles ont pour
particularité davoir un CMH Il d'un type particulier (type 1A g7) et de développer
spontanément la maladie [Chatzigeorgiou et al., 2009].

De nombreuses caractéristiques du diabete de type 1 humain et du diabéte du rat BB se
retrouvent dans ce modele: destruction auto-immune des cellules B des ilots du pancréas,
activité anormale des lymphocytes T, sensibilité de la maladie aux immunosuppresseurs et la
composante génetique de la maladie localisée a l'intérieur du CMH [Cavan et al., 1992 ;

Chatzigeorgiou et al., 2009].
3.1.2. Diabete de type 2:

Le diabéte sucré de type 2 et une maladie tres complexe et hétérogene. Plusieurs
especes peuvent développer un diabéete ressemblant a cette pathologie. Ces animaux sont le
plus souvent des especes de rats et de souris, obéses (Psammomys obesus, souris ob/ob, souris
db/db, et le rat Zucker fa/fa) ou non obése (le rat Goto-Kakizaki et la souris mutante non-
obése C57BL/6 Akita) [Chatzigeorgiou et al., 2009].

3.1.2.1. Le rat Psammomys obesus (PO)

Il appartient a la famille des Gerbillidae, encore appelé le rat des sables. PO vit dans le
désert de I’ Afrique du nord et des pays d’orient [Vogel et Vogel, 1997, 2007]. Il préfere les
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feuilles et les tiges des plantes de la famille des Chénopodiacées et qui représentent son
régime alimentaire. Ces plantes sont tres riches en sels minéraux, en eau et en fibres [Dupin,
1992].

Dans son milieu naturel, cet animal se nourrit de plantes salées pauvres en calories.
Soumis a un régime standard de laboratoire, 40% des animaux deviennent obeses et
développent un diabéte de type 2 & partir du 3*™mois. Les 60% restants ne présentent pas de
diabéte mais restent obéses avec des taux élevés d’insuline plasmatique [Shafrir et Renold,
2001].

Le rat des sables répond a l'augmentation alimentaire provoquant une surcharge
calorique par un accroissement du poids corporel d0 a une augmentation de la taille des
adipocytes ou cellules graisseuses, une hyperinsulinémie et une intolérance au glucose a
différents degrés. L'effet du régime sur l'installation du diabete est réversible. Par contre, au-
dela de 6 mois de régime, quelques animaux qui ont développé le diabéte présentent une chute
pondérale considérable, les taux d'insuline plasmatique diminuent fortement et celui du
glucose plasmatique augmente. Ces rats des sables développent un diabéte insulinodépendant
constituant la derniére phase de la maladie [Marquié et al., 1997 ; Shafrir et al., 2006].

3.1.2.2. Souris ob/ob et souris db/db :

Ces deux espéces présentent une mutation génétique causant un diabéte de type 2 non
obése avec une transmission autosomale récessive. La physiopathologie de cette affection est

un défaut de la synthese de la leptine ou de sa fonction.

Pour la souris ob/ob, il s’agit d’'une mutation au niveau du chromosome 6 de la souris
de souche C57BL/6J. Cette mutation est dans le gene ob codant pour la synthese de la leptine
conduisant a une surcharge pondérale de 1’animal et une obésité aboutissant a une

insulinorésistance [Srinivasan et Ramarao, 2007].

Pour la souris db/db, la mutation est dans le chromosome 4 de la souris de souche
C57BL/KsJ et précisément sur le géne db codant la synthese des récepteurs de leptine.
L’animal est polyphagique, obese et développe une insulinorésistance [Chatzigeorgiou et al.,
2009].

-28 -



Chapitre 3 Méthodes d’étude de [activité antidiabétique des plantes

3.1.2.3. Rat Goto-Kakizaki (GK) :

Le rat GK est un mode¢le de diabéte polygénique produit par 1’équipe de Goto et ses
collaborateurs [Goto et al., 1975] et cela par élevage sélectif d’individus de rat Wistar

présentant une tolérance au glucose anormale.

Il est caractérisé par 1’absence d’obésité, une hyperglycémie a jelne modérée et stable,
une hypoinsulinémie, une lipidémie normale et une intolérance au glucose. Ces
pathophysiologie sont observées a partir de deux semaines d’age avec des complications
avancées [Portha, 2003].

Chez I’adulte, le nombre de cellules B diminue de 60% avec une diminution du stock
en insuline dans les cellules pancréatiques. De plus, une insulinorésistance est observée au
niveau du foie, du muscle et du tissu adipeux [Chatzigeorgiou et al., 2009 ; Srinivasan et
Ramarao, 2007].

3.2. Diabete induit chimiquement :
3.2.1. Diabete induit par la streptozotocine :

Le diabete sucré peut étre induit chez I’animal par différentes techniques dont
I’injection de la STZ qui est largement utilisée [Szkudelski, 2001]. La STZ est un
glucosamine nitrosé (figure 10) [Anderson et al., 1974; Povoski et al., 1993] qui entraine un
effet cytotoxique sélectif des cellules B des ilots de Langerhans [Anderson et al., 1974 ;
Robbins et al., 1980 ; Crouch et al., 1978].

HO

OH

HO OH
HN 0

0 N
\q/ N\

CH;

Figure 10: Streptozotocine

-29-



Chapitre 3 Méthodes d’étude de [activité antidiabétique des plantes

Le mécanisme d’action de cet agent diabétogeéne reste encore mal connu. Cependant,
les études antérieures ont montré son action sur les Tlots de Langerhans en réduisant la masse
des cellules B et par conséquent une insulinopénie caractéristique d’une hyperglycémie

chronique ou transitoire [Aughsteen, 2000; Szkudelski, 2001; Chen et lanuzzo, 1981].

Le glucose qui constitue la molécule de la STZ permet sa pénétration dans les cellules
B pancréatiques a travers les transporteurs de glucose GLUT2. A I’intérieur de la cellule, la
STZ se décompose en especes réactives oxygeénées qui provoquent une alkylation de I’ADN
qui se défragmente ce qui active la poly(ADP-ribose)polymérase, enzyme clé de la réparation
de ’ADN. Cette réaction consomme le NAD et ’ATP comme cofacteurs enzymatiques

conduisant & leur déplétion et a la nécrose de la cellule B [Szkudelski, 2001].

En plus de son impact sur le métabolisme des hydrocarbures qui est bien étudié, la
STZ provoque une altération du métabolisme glucidique, lipidique et protéique due a la
défaillance en insuline [Szkudelski, 2001; Szkudelski et Szkudelska, 2002; Junod et al.,
1969]. En revanche, des études antérieures ont dévoilé I’effet indirect de cette toxine sur la
signalisation de I’insuline. L hyperglycémie chronique est a 1’origine d’une insulinorésistance
résultante d’une diminution d’autophosphorylation du récepteur de cette hormone [Kadowaki
et al., 1984]. Récemment démontré, elle active 1’expression de la protéine kinase C, une
protéine responsable de la déphosphorylation du récepteur de I’insuline [Davidoff et al.,
2004]. De plus, I’injection de la STZ est a I’origine d’une chute de poids [Junod et al., 1969;
Chen et lanuzzo, 1981].

Plusieurs travaux réalisés en vue de mieux comprendre le mécanisme pathogene de la
STZ, ont montré que ce produit diminue la défense antioxydante de la cellule,
particuliérement une inhibition de [1’activité superoxide dismutase [Robbins et al.,

1980; Gandy et al., 1982; Crouch et al., 1978; Rajasekaran et al., 2005].

La dose choisie de la STZ est variable selon la voie d’administration, 1’animal et
surtout la pathologie voulue [Junod et al., 1969; Chen et lanuzzo, 1981]. Par exemple, dans
les essais préliminaires, il est important de garder la vitalit¢ de ’animal ou on injecte de

faibles doses de STZ (dose inférieure ou égale a 60mg/kg par 1V) [Jarrin et al., 2002].
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3.2.1. Diabete induit par I’alloxane:

L’alloxane, le 2,4,56-tetraoxypyrimidine, est une pyrimidine oxygénée. Cette

molécule est préparée par oxydation de 1’acide urique sous I’action de 1’acide nitrique

[Szkudelski, 2001].

»

I T
a2 N
N N0

.4.
Figure 11: Alloxane

L’alloxane, par une analogie structurale au glucose, pénétre a travers les transporteurs
de glucose GLUT2 des cellules B pancréatiques. Au cytosol, I’alloxane est réduit en acide
dialurique. Cette réduction est assurée par plusieurs agents tels que le glutathion réduit, la
cystéine, I’acide ascorbique et les groupements SH des protéines. L’alloxane se relie avec
deux groupements thiol du site actif de la glucokinase formant un pont disulfure et inactivant

I’enzyme [Lenzen et al., 1988].

L’acide dialurique formé est ré-oxydé en alloxane, ce qui génére des especes réactives

oxygenées et active a la réaction de Fenton [Skudelski, 2001 ; Ankur et Shahjad, 2012].

D’autre part, les especes réactives oxygénées attaquent I’ADN et induisent une
défragmentation de ce dernier. Ce mécanisme est semblable a celui de la streptozotocine
[Ankur et Shahjad, 2012].

L’alloxane inhibe la sécrétion de I’insuline glucose-dépendante et augmente la
perméabilité des membranes des cellules B [Watkins et al., 1964]. Cette substance toxique

diminue le taux de ’hormone de croissance au niveau de I’adénohypophyse [Hazelwood et

Hazelwood, 1964].
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4. Preparation du matériel végétal :

Afin de rechercher les éventuels effets antidiabétiques des plantes, on préfere se référer
a la mere nature en étudiant plusieurs points tels que la partie utilisée de la plante, la saison de

récolte, la préparation, 1’usage traditionnel, la durée de traitement, ...

Souvent, on conserve les mémes préparations qui sont essentiellement des extraits bruts
aqueux, la poudre entiere, le jus, la plante fraiche ou seche, etc. Les extraits sont préparés par

macération, infusion ou décoction.

Une premiere étape est obligatoire avant 1’étude, c’est I’identification botanique de
I’espece végétale par plusieurs botanistes. On ne peut s'attendre a profiter de toute I'efficacité
d'un reméde naturel si la plante recherchée n'est pas la bonne ou si sa qualité laisse a désirer
[Harbone, 1998]. En effet, afin de tirer le meilleur parti des plantes médicinales, il convient de
veiller a ce que les herbes et leurs dérivés soient d'excellente qualité. Cela exige gu'elles
soient cultivées dans de bonnes conditions, correctement sechées, bien conservées et que leur
date limite de consommation soit respectée. Le recours a des plantes de mauvaise qualité est
bien souvent une perte de temps et d'argent [Larousse, 2001].

En conservant la mere nature, on commence I’investigation de ’activité des plantes
sur des extraits bruts ou on utilise, dans la majorité des cas, I’ecau et en seconde position
I’éthanol [Harbone, 1998 ; Khatibi, 2011]. Dans le but de séparer les molécules actives on

procéde, ensuite, aux techniques de fractionnement [Bruneton, 1999].
5. Voie d’administration des extraits végétaux :

Les extraits préparés, afin d’étre évalués scientifiquement, doivent étre séchés a la fin
de I’extraction. Cela permet la bonne conservation et une maitrise des doses administrées

ainsi qu’une concentration des principes actifs [Mathieu et Fonteneau, 2008].

Lors de son administration a I’animal, ’extrait est re-solubilisé dans un solvant
approprié. Pour les extraits lipophiles, on peut utiliser des détergents comme le tween 80 et la

gomme adragante. L’extrait reconstitué doit étre bien homogénéisé voire solubilisé

[Williamson et al., 1996].
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La voie d’administration qui est souvent choisie est la voie orale pour de multiples
raisons. D’une part, on se réféere aux bases ethnopharmacologiques; les gens utilisent,
généralement, les plantes antidiabétiques en avalant les tisanes qui en découlent ou en les
consommant entie¢rement. Subséquemment, c’est la voie la plus proche de la réalit¢ [Eddouks
et al., 2002]. D’autre part, c’est une voie d’administration physiologique qui offre un certain
nombre de critéres d’efficacité et de commodité. De plus, elle ne nécessite aucun matériel
particulier. Du point de vue pharmacologique, la voie orale est la plus couramment utilisée
(70 a 80% des médicaments sont administrés per o0s). Cette voie est, généralement, bien

acceptée par les patients [Bourin et Jolliet, 1999].

A coté des avantages de la voie orale, cette derniere peut causer une diminution de
I’activité des molécules actives suite a leur dégradation par les enzymes hépatiques [Touitou,
2007]. Aussi, il existe des risques de destruction par les sucs digestifs ou une irritation du tube
digestif par certains composés. Par conséquent, la voie parentérale devient plus avantageuse
que la voie per os [Lillmann et al., 1998, Garau et al., 2003, Wang et al., 2003].

6. Evaluation de activité antidiabétique :

La recherche sur I’animal, dite préclinique, dure des années. Elle débute par des études

de toxicité aigue et chronique.

L’¢tude pharmacologique évaluant les effets antidiabétiques d’une poudre ou d’un
extrait est réalisée d’abord sur I’animal sain et sur un animal présentant le diabéte. Des essais
in vitro sont également possibles sur des cultures cellulaires. Mais ces études ne peuvent pas
remplacer les études sur I’animal entier qui rendent mieux compte des effets d’'un médicament

sur I’organisme [Cohen et Jacquot, 2011].

Pour I’évaluation de ’activité antidiabétique, plusieurs parametres physiologiques sont
étudiés. La variation du poids corporel est un paramétre important a coté des parametres
biochimiques qui varient selon le modele animal et la phase de recherche. La composition des

tissus et leur structure sont aussi étudiées [Wright et al., 1980].

Le passage a 1’étude clinique sur ’Homme est décidé si le développement du
médicament parait intéressant au terme des études toxicologiques et pharmacologiques
précédentes sur I’animal. La recherche clinique se déroule en quatre phases d’essais

thérapeutiques dans un cadre légal [Kintz, 1998].
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Pour la phase 1, la recherche est effectuée sur des volontaires sains afin de vérifier les
effets montrés chez 1’animal et établir une relation dose-effet. A la phase 2, le test se fait sur
des patients diabétiques. Si la substance montre une efficacité réelle et pas d’effets
secondaires, on passe a la phase 3. A cette étape, I’action thérapeutique de la nouvelle
substance est comparée a celle du médicament de référence. Cela doit étre effectué sur un
groupe plus important de patients. Les trois premiéres phases permettent la mise du
médicament sur le marché. Apres, c’est la phase 4 qui consiste au suivi du médicament et de

ses effets secondaires [Lillmann et al., 1998 ; Touitou, 2007]
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1. Objectif :

Le premier objectif de notre travail est d’étudier I’activité antidiabétique de la partie
aerienne de Zygophyllum geslini Coss. sur le diabéte sucré induit chez le rat wistar. La
pathologie est induite chez I’animal par injection d’une substance diabétogene, la

streptozotocine.

Dans ce travail, I’extrait aqueux brut étudié est soumis a une série de fractionnement
liquide-liquide. Les fractions obtenues sont testées afin de rechercher une éventuelle activité
antidiabétique. Toutes ces fractions ont fait 1’objet d’une étude phytochimique en
caractérisant les grandes familles de composés végétaux et en quantifiant certains groupes

chimiques. A partir des tests biologiques, nous avons sélectionné la fraction la plus efficace.

La fraction qui a montré une bonne activité antidiabétique est étudiée pour évaluer

I’activité antiradicalaire.

2. Matériel végétal et extraction:

2.1. Récolte :

Le zygophyllum étudié dans cette approche provient du Sahara algérien. L’espéce
Zygophyllum geslini Coss. a été identifiée d’aprés Ozenda (1977). La cueillette des
échantillons de Z. geslini a été faite au mois de Mai 2008 et 2009 dans la région d'Ougrout,

située a 120 km du Nord-Est de la wilaya d'Adrar (sud-ouest de I'Algérie).

2.2. Traitement :

Apres récolte, le matériel végétal (partie aérienne) est séché a I’air libre et a I’abri de la

lumiere et de la chaleur. Ensuite, il est broyé afin de procéder a I’extraction.
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2.3. Extraction :

L’organigramme en-dessous résume les étapes suivies pour préparer les différentes

fractions de 1’extrait aqueux brut.

Partie aérienne
broyée

' Extrait aqueux brut |

Fraction
butanolique 1

Fraction aqueuse

Fraction
heptanique

Fraction Fraction
aqueuse 2 butanolique 2

Fraction aqueuse
heptanique

Fraction Fraction
aqueuse 3 dichlorométhanique

Figure 12: Organigramme du fractionnement de 1’extrait brut aqueux.

Extrait aqueux brut: EAB, Fraction aqueuse 1: FAL, Fraction butanolique 1: FB1, Fraction
heptanique : FH, Fraction aqueuse heptanique: FAH, Fraction aqueuse 2: FA2, Fraction butanolique
2: FB2, Fraction aqueuse 3: FA3, Fraction dichlorométhanique: FDM

2.3.1. Préparation de ’extrait brut aqueux :

L’extraction se fait par macération du broyat de la plante a température ambiante dans
I'eau distillée a raison de 10% (P/V) pendant 24 heures. Apres, on procede a une filtration. Le
filtrat est ensuite utilisé pour le fractionnement liquide-liquide ou séché a 50°C a I’étuve
jusqu’a I’obtention d’un résidu sec. Par conséquent, un résidu sec est obtenu. Ce dernier est

conservé dans des piluliers en verre ambré a une température de +4°C.
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2.3.2. Fractionnement de ’extrait aqueux brut:

L’extrait aqueux brut, non séché, subit une série d’extractions liquide-liquide afin de

récupérer 8 fractions (voir organigramme).

La premiere extraction se fait par le n-butanol en récupérant deux fractions, organique
(FB1) et aqueuse (FAL). Cette derniére est extraite par I’heptane dont le résultat est toujours,
deux fractions, heptanique (FH) et aqueuse dite aqueuse heptanique (FAH). La fraction FA4
subit une extraction liquide-liquide par le dichlorométhane pour avoir les fractions, aqueuse 3
(FA3) et dichlorométhanique (FDM).

La fraction FB; est ré-extraite par 1’eau distillée (lavage). Cela permet 1’obtention de

deux fractions, butanolique (FB2) et aqueuse (FA2).

Les extractions sont répétées plusieurs fois afin d’extraire le maximum de composés.
Les fractions organiques sont évaporées a sec au moyen d’un rotavapeur. En paralléle, les
fractions aqueuses sont séchées a 50°C a I’¢tuve pendant 48 heures. Les résidus secs obtenus
sont conservés dans des piluliers en verre, a ’abri de la lumiére et a température de +4°C. Les

rendements d’extraction sont déterminés par rapport a 100g de matériel végétal sec.

3. Etude phytochimique :

Une recherche phytochimique est effectuée parallelement aux différents tests
biologiques. Cette contribution est réalisée, en premier temps, sur la plante entiére, ensuite sur

les différentes fractions de 1’extrait aqueux brut.

La phytochimie de la plante est réalisée sur la plante entiére ou traitée par trois
solvants de polarités différentes a savoir, 1’éther diéthylique, 1’éthanol et 1I’eau. Les extraits
bruts (étherique, éthanolique et aqueux) sont préparés par macération de 5 g de la poudre
végétale dans 100ml de solvant. Pour les fractions, les tests phytochimiques se font sur le

résidu sec ou solubilisé dans de ’eau distillée.

Par ailleurs, les teneurs en composes phénoliques et sucres totaux sont recherchés sur
I’EAB et ses fractions en suivant la méme technique décrite pour la partie aérienne. EAB et

les fractions obtenues sont reconstituées a des concentrations connues.
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3.1. Phytochimie qualitative :

La phytochimie qualitative consiste en la mise en évidence des différentes familles de

composés par la réalisation de réactions chimiques caractéristiques.
3.1.1. Tanins :

A 2 ml de la solution a tester ajouter 2 a 3 gouttes de solution de FeClz a 2%. Un test
positif est révélé par 1’apparition d’une coloration bleue-noire et un précipité (laisser reposer

quelques minutes) [Karumi et al., 2004].
3.1.2. Saponosides :

Test1: 5 mlde lasolution a tester sont bien mélangés avec 10 ml d’eau distillée pendant 2

mn. La formation d’une mousse persistante aprés 15 mn confirme la présence des saponosides

[Karumi et al., 2004].

Test 2: Evaporer 10 ml d’extrait éthanolique. Traiter le résidu obtenu avec 10 ml de
chloroforme anhydre. Mélanger 5 ml de la solution chloroformique avec 5 ml d’anhydride
acétique. Ajouter quelques gouttes d’acide sulfurique concentré. Agiter puis laisser reposer.
L’apparition d’une coloration violacée fugace virant au vert confirme la présence des

hétérosides stéroidiques [Karumi et al., 2004].

Test3: 5 mlde lasolution a tester sont mélangés avec 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide
sulfurique concentré. Une couleur rouge-marronne de la couche d’interface indique la

présence des triterpénes hétérosidiques [Edeoga, 2005].
3.1.3. Flavonoides :

Traiter 5 ml de chaque extrait avec quelques gouttes de HCI concentré. Ajouter une
quantité de tournures de magnésium (Laisser agir). La présence des flavonoides est confirmée

par 1’apparition d’une couleur rouge ou orange [Karumi et al., 2004].
3.1.4. Glucosides cardiotoniques :

Ce test est base sur la reaction de Keller-Kiliani. A 1 ml de chaque extrait ajouter 5 ml

d’acide acétique contenant des traces de FeCl3 et 5 ml d’acide sulfurique contenant des traces
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de FeCls. La présence des glucosides cardiotoniqus est confirmée par la formation de deux
phases, une colorée en brun rouge (acide acétique) et la deuxieme en bleu-vert (acide
sulfurique) [Edeoga et al., 2005].

3.1.5. Coumarines:

Placer 1g d’échantillon de la plante humide dans un tube & essai. Couvrir le tube avec un
papier imbibé d’une solution de NaOH et le placer dans un bain marie pendant quelques
minutes. Ajouter 0,5 ml de NH,OH (10%). Mettre deux taches sur un papier filtre et examiner
sous la lumiere ultraviolette. La fluorescence des taches confirme la présence des coumarines
[Benmehdi, 2000].

3.1.6. Anthracénosides :

Ce test est réalisé sur I’extrait éthanolique. En premier licu, prendre 25 ml de I’extrait
¢thanolique, ajouter 15 ml d’HCI1 10%, porter a reflux pendant 30 mn, refroidir la solution et
I’extraire 3 fois avec 15 ml d’éther diéthylique afin d’obtenir deux phases, aqueuse et

étherique.

Le test de la présence des anthracénosides est basé sur la réaction de Borntrager.
Evaporer 8 ml de la phase étherique, récupérer le résidu avec 2 ml d’eau chaude, ajouter
quelques gouttes d’NH4OH a 10%. Le test est positif par 1’apparition d’une coloration rouge

orangée.

3.1.7. Alcaloides :

Deux réactifs sont utilisés : réactif de Mayer et réactif de Wagner qui sont préparés

comme suit :

#*  Réactif de Mayer : 5 g de Kl et 1,358 g de HgClI; solubilisés dans 100 ml d’eau distillée.
*  Réactif de Wagner : 2 g de Kl et 1,27g d’I, solubilisé dans 100 ml d’eau distillée.

Ce test se fait par ajout de quelques gouttes de chaque reactif, séparément, aux différents

extraits étudiés. L’apparition d’un précipité confirme la présence des alcaloides [Bruneton,
1999].
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3.1.8. Amidon :

Traiter I’extrait aqueux avec le réactif d’amidon. L’apparition d’une coloration bleue

violacée indique la présence d’amidon [Benmehdi, 2000].

* Réactif d’amidon : 1,2 g d’I; et 2,5 g de KI solubilisés dans 500 ml d’eau distillée. Le test

est positif par ’apparition d’une coloration rouge orangée
3.1.9. Anthraquinones :

Bouillir 1 g de la plante pendant quelques minutes en présence de 10 ml de KOH 0,5 N et
Iml d’H70; a 5%. Refroidir le mélange, filtrer puis acidifier le filtrat avec I’acide acétique.
Extraire la solution acide obtenue avec 10 ml de benzeéne. Agiter 1’extrait benzénique en
présence de 5 ml de NH4OH. Une réaction positive est révélée par la formation d une couleur

rouge au niveau de la couche alcaline [Benmehdi, 2000].
3.1.10. Mucilages :

Mélanger 1 ml d’extrait aqueux et 5 ml d’alcool absolu. Un test positif est révélé par

I’apparition d’un précipité floconneux.
3.1.11. Acides aminés :

Ce test est base sur la réaction des acides aminés avec la ninhydrine. A 1ml de la solution
a tester (solubilisée dans 1’eau distillée) ajouter 1ml de solution de ninhydrine préparée dans
I’acétone (ou éthanol) dont la concentration est de 1%. Chauffer dans le bain marie et
observer le changement de couleur. La présence des aminoacides est confirmée par

I’apparition d’une couleur violette [Harbonne, 1993].
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3.2. Phytochimie quantitative :

Dans cette étape, nous avons estimé les teneurs de certains composants de la partie
aerienne de la plante en question dont nous avons prélevé cing échantillons sur lesquels

I’analyse a été faite.
3.2.1. Humidité:
% Principe:

Cette méthode analytique est basée sur le séchage complet du matériel végétal frais a une
température de 80°C jusqu'a obtention d'un poids stable. L'humidité est le pourcentage en eau

perdue apres séchage par rapport a la matiere fraiche [AFNOR, 1990].
% Mode opératoire:

Cing grammes de chaque échantillon "plante fraiche" sont emballés dans le papier
d'aluminium, et placés dans I'étuve a 80°C jusqu'a séchage total. Apres, les échantillons sont
retirés et placés dans un dessiccateur pour se refroidir, puis peses en utilisant la méme balance

analytique utilisée pour les pesés préalables.
% Expression des résultats:
Le taux d’humidité est exprimé en (%) selon la formule suivante:
H (%)= [(M2-M3)/(M,-M1)] x100
Mj: la masse du papier aluminium vide en gramme
M3:la masse du papier aluminium +la prise d'essai avant le séchage
Mas: la masse du papier aluminium +la prise d'essai apres le séchage
H:humidité
Le pourcentage en matiere seche (MS%) est exprimé selon la formule suivante:

MS (%)=100-%H
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3.2.2. Sucres totaux:
% Principe:

Pour I'analyse des sucres totaux, nous avons suivi la méthode de Dubois et al, (1956). Le
principe de cette méthode est qu'en milieu acide et a chaud, les liaisons glycosidiques des
hydrocarbures sont hydrolysées. Les oses simples ainsi libérés subissent une déshydratation
intramoléculaire pour donner des dérivés furfuraux. La fonction aldehyde des furfuraux se
condense ainsi en milieux acides avec I'hydrolyse d'un composé phénolique pour donner des

acétals ou hémi —acétals de couleur rougeéatre qui absorbent dans le visible (450-500 mm).
% Extraction:

Le protocole d'extraction consiste a peser 50 mg du matériel végétal sec puis les mettre
dans 50 ml d'eau distillée, et laisser agir pendant 24 h a température ambiante. Ensuite, cet
extrait est soumis a une filtration. Pour le dosage des sucres totaux dans les fractions de
I’extrait brut aqueux, ces derniéres sont solubilisées dans 1’eau distillée a des concentrations

connues.
s Dosage:

Dans des tubes a essais, on introduit 1ml de la solution a doser, puis 1ml de la solution de
phénol (5%). Les tubes sont soigneusement agités. Puis 5ml d'acide sulfurique concentrés sont
ajoutés a l'aide d'une pipette graduée. Apres séjour de 30mn a l'obscurité, les mesures

d'absorbance (densité optique, DO) sont effectuées a 490nm.

Par ailleurs, le calibrage du spectrophotométre (UV-VIS spectrophotometer,
SHIMADZU) se fait avec un blanc contenant : 1ml d'eau distillée, 1ml de phénol a 5% et 5ml
de H»SO4.

%+ Expression des résultats:

Une courbe d'étalonnage corrélant la variation de la DO en fonction de la concentration
de glucose a été tracée. A partir de cette courbe on détermine la concentration de notre
échantillon en sucres totaux. Le taux des sucres en % par rapport a la matiére seche est obtenu

par la formule suivante:
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ST (%6MS)= [(CxV)/P] x100
C: concentration en sucres de I'extrait en mg/ml
V: volume de I'eau distillé utilisé en ml
P: la prise d'essais en mg
ST: sucres totaux
ST (%MF) = [ST (%MS) x %MS]/100
%MS: la teneur en matiére séche en %
MF : matiére fraiche
3.2.3- Protéines:
% Principe:

Le dosage des protéines par la méthode de Kjeldahl est basé sur la minéralisation totale
de la mati¢re biologique en milieu acide, suivie de la distillation de I’azote sous forme
d’ammoniaque. En effet, le matériel biologique est minéralis¢ dans 1’acide sulfurique
concentré (H,SO,) a chaud (600°C) pendant 4 heures en présence du catalyseur de la
digestion (mélange de K,SO,4, CuSO, et sélénium). A la fin de la minéralisation 1’azote se
trouve sous la forme minérale [(NH4), SO,%]. Afin de pouvoir distiller I’azote par
entrainement a la vapeur d’eau, il faut d’abord neutraliser 1’acide sulfurique et transformer
I’azote sous forme d’ammoniac gazeux (NHjz). Au cours de la distillation 1’azote de
I’ammoniac est entrainé a la vapeur d’eau et piégé dans 1’acide borique ensuite titré par 1'acide
sulfurique (0,1N). L’opération se fait, donc, en trois étapes, minéralisation, distillation et

titrage [AFNOR, 1977].
% Mode opératoire:
Minéralisation:

Peser 1g de I'échantillon et I’introduire dans le matras de l'appareil & minéralisation

(Gerhardt). Ajouter une quantité appropriée de catalyseur (5g de sulfate cuivrique et une
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petite quantité de selénium), 5g de sulfate de potassium et 10ml d'acide sulfurique pure.
Homogénéiser, et chauffer le matras jusqu'a l'obtention d'une solution limpide de couleur

verdatre Laisser ensuite refroidir.
N organique +H,S04 ——Mm—— (NH4)ZSO4 +H,0 +CO,
Distillation:

Cette étape se fait en utilisant 1’appareil distillateur (Gerhardt). Le contenu du matras
est versé dans le ballon de distillation. Ensuite, on ajoute 80ml d'eau distillée (goutte a goutte)
et 80ml de solution d’hydroxyde de sodium (33%). Un bécher contenant 25ml d'acide borique
(4%) est placé a l'autre extrémité de I’appareil. On commence la distillation du mélange par

chauffage du ballon de facon a recueillir plus de 50 ml de distillat.
NH;" +OH  ——— NH3+H,0
Titrage:

Le titrage se fait a 1’aide de H,SO,4 (0,1N) en placant le bécher au dessous d'une
burette. On fait écouler I’acide sulfurique jusqu'au virage de la couleur du jaune clair au rose

pale. On lit le volume de H,SO, versé nécessaire pour la neutralisation.

N (%) =

0.014 >I<DO.1><V <100

V: volume de H,SO, versé

P : prise d’essai en gramme

0,014 : correspond a I’acide sulfurique.
0,1 : normalité de H,SO..

N : I’azote

Protéines (%)=N(%)x6, 25
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6,25 : facteur de conversion pour les protéines végétales
3.2.4. La cellulose brute :
% Le principe:

La teneur en cellulose brute des aliments est déterminée par la méthode conventionnelle :
la méthode de Weende. Les matieres cellulosiques constituent le résidu organique obtenu
apres deux hydrolyses successives lI'une en milieu acide, I'autre en milieu alcalin [Weende,
1809 selon les normes AFNOR, 1997].

% Mode opératoire

On prend 3g de I’échantillon broyé. Ensuite, on ajoute 200ml d'acide sulfurique (H2SO,.
0,225N). Le tout est mis dans un bain marie pendant 30mn a une température de 100°C. Une
filtration est réalisée a ’aide de papier filtre. Apres, on ajoute 200ml de NaOH (0,313N) a
I’infiltrat et on poursuit I’hydrolyse en le mettant toujours dans le bain marie pendant 30mn a
une température de 100°C. Une deuxiéme filtration est faite. Un rincage du papier filtre est
effectué afin de récupeérer toute la matiere insoluble. Cette derniere est mise, d’abord, dans
I'étuve a 105°C jusqu'a séchage complet, puis pesée (P1), ensuite dans le four a moufle a
600°C pendant 1h puis pesée (P2). La différence entre les deux poids représente la cellulose

brute.

*

%+ Expression des résultats :

CB (%) @uoo

0
p1:poids de la capsule apres le séchage (dessiccation)

p2:poids de la capsule apres incinération.
Po:poids de I'échantillon de départ.

CB : Cellulose Brute

- 45 -



Matériels et méthodes

3.2.5. Matiere minérale MM :
% Principe:

Cette méthode analytique est basée sur l'incinération d'une prise d'essai dans une
atmosphére oxydante a une température supérieure a 500°C jusqu'a combustion compléte de
la matiére organique. Le résidu obtenu exprime la teneur en cendres [Lafon et al., 1966].

% Mode opératoire:

Cing grammes de la matiére seche sont déposés dans un creuset (noter le poids total). Le
tout est mis dans un four a moufle a 600°C jusqu'a obtention des cendres blanches, ce résidu

est enfin pesé.
%+ Expression des résultats:
MM (%)= [(P3-P1) / (P2-P1)] x 100

P1: poids de creuset vide en gramme.
P2: poids de creuset vide + prise d'essai en gramme avant incinération.
P3: poids de creuset en gramme apreés incinération.
MM: matiére minérale.

3.2.6. Composés phénoliques:

% Principe:

Ce test est basé sur la réduction de fer ferrique en fer ferreux par les tanins et d'autres
polyphénols ce qui aboutit a la formation d'un complexe ferreux-ferricyanide coloré. Ce
produit est appelé " bleu de prusse" qui absorbe a 720nm [Martin et Larry, 1977].

% Mode opératoire:

Dans des tubes a essais stériles, on introduit 1 ml d'extrait végétal et 3ml de la solution de
FeCl; (0.1M dans HCI 0.1N). Puis, on ajoute 3 ml de K3Fe(CN)g (0.008N). Les tubes sont
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soigneusement agités. Apreés sejour de 1mn a la température ambiante, les mesures

d'absorbance (DO) sont effectuées a 720nm.

Par ailleurs, le calibrage du spectrophotométre se fait avec un blanc contenant 1ml d'eau
distillée, 3ml de FeCl; et 3 ml de KsFe (CN)gs.

«» Extraction:

On suit le méme mode d’extraction mentionné pour les sucres totaux.

% Expression des résultats:

Une courbe d'étalonnage a été tracee pour différentes concentrations d'acide gallique. A
partir de cette courbe, on détermine la concentration de notre échantillon en composés

phénoliques par rapport a la matiere seche.

CP (%MS) = [C x VV / P] x 100.

C: concentration en composé phénolique de I'extrait en (mg/ml).
V: volume d'eau distillée utilisée en (ml).

P: prise d'essai (mg).

CP: composés phénoliques.

%CP (%MF) = CP (%MS) x %MS /100

% MS: la teneur en matiére séche en %.

3.2.7. Dosage des sels minéraux (K, Na, Ca) par spectrophotométre a flamme :

% Principe:

La photométrie a flamme repose sur le fait que tout atome situé a un niveau énergétique

dit excité émet des radiations caractéristiques en retournant a I'état fondamental.

L'excitation des atomes se fait au moyen de la chaleur. La mesure est réalisée sur une raie

choisie ou l'intensité est proportionnelle a sa concentration [Salgarolo, 2003].
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«» Extraction:

Dans des tubes a essais. On introduit 0,5g des cendres blanches puis on ajoute 5ml de

HCI pur. Bien agiter, puis laisser agir.
% Mode opératoire:

Tout d'abord on doit régler la flamme du spectrophotometre qui doit étre bleu et on
choisit le paramétre qu'on veut doser. Le calibrage du spectrophotometre s'effectue avec I'eau
distillée. La lecture d'émission est réalisée par émergement du capillaire dans la solution a

doser jusqu'a la stabilisation d'émission.
%+ Expression des résultats:

Une courbe d'étalonnage a été tracée pour différentes concentrations de NaCl, KOH et

CacCl; respectivement pour le dosage de Na, K et Ca.

A partir des ces courbes, on détermine la concentration de nos échantillons en Na, K et
Ca. Le pourcentage des sels minéraux par rapport a la matiére séche est obtenu par la formule

suivante:
SM (%MS) = (C.V.P x100)/ (P’ x m)
C:concentration de 1’élément minéral en (g/l).
V : volume de HCl en (I).
P:Poids total des cendres en (g).
m : prise d'essai de la plante en (g).
P’ : prise d'essai des cendres (Q).

SM (%MF) = [%SM (%MS) x %MS]/ 100
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3.2.8. Dosages des sels minéraux (Cr, Mn, Cu) par le spectrophotometre

multiparametre spécifique d‘ion HI 83 200 :
% Principe:

L'analyse colorimétrique est basée sur le principe que certains composants spécifiques
réagissent avec d'autres par changement de couleur (réaction colorimétrique). L'intensité du
changement de couleur correspond directement a la concentration de I'ion mesuré [Manuel
d'utilisation, 2004].

% Mode opératoire:

Tout d'abord, on choisit le paramétre qu'on veut doser en appuyant sur la touche
appropriée. Apres, on introduit 10ml de solution qu'on veut doser dans une cuvette nettoyée
soigneusement et placée dans le logement prévu a cette effet, en respectant I'ergot
d'alignement, puis en appuyant sur la touche "ZERO". Lorsque I'afficheur indique "0.0", on
ajoute un sachet de réactif (chaque parametre a son réactif spécifique) qui doit étre bien agité
jusqu'a dissolution compléte. On place la cuvette dans le logement en respectant I'ergot
d'alignement puis en appuyant sur la touche "TIMER". L'affichage de concentration apparait
sur l'afficheur aprés un certain temps (ce temps varie d'un parametre a l'autre et l'unité de

concentration change selon la gamme "Haute™ ou "Basse".

% Expression des résultats:

Le pourcentage en sels minéraux par rapport a la matiére seche est obtenu par la formule

suivante:

SM(%MS) = C.V.P.100 / P>. m

C: concentration de sel minéral (g/l).

V:volume de HCI (I).

P: poids total des cendres (g).

P’:prise d'essai des cendres (Q).
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m: la prise d'essai de la plante seche (g).

SM: sel minéral

SM (%MF) = [SM(%MS) x (%MS)] / 100

4. Recherche de I’activité antidiabétique:

La recherche de I’activité antidiabétique est effectuée sur le rat wistar rendu diabétique

par la streptozotocine.

4.1. Réactif biologique, rat wistar :

Une grande partie de ce travail s’est déroulée au niveau de I'animalerie de ’université de
Mascara, Faculté SNV. La premiere étape consiste a I'élevage des animaux dans le but
d'obtenir un nombre important de rats males Rattus norvegicus variété Wistar qui sont nourris
par I'aliment de bétail (ONAB).

Afin de ne pas stresser I'animal, les animaux se trouvent dans des conditions constantes et
contrblées (température plus ou moins constante de 25°C et un rythme nycthéméral de
12h/12h).

Les tests de I’activité antidiabétique de la plante en question sont effectués a I'age de 3
mois ou les rats présentent un poids entre 220 et 300g. De ce fait, 1’élevage des animaux

constitue 1’étape la plus longue.

4.2. Induction du diabéte sucré :

Le diabéte sucré est induit chez le rat par injection intraveineuse de la streptozotocine
"STZ" (S5-0130 Sigma) a raison de 50 mg/kg a travers la veine de la queue [Babu et al., 2003].
La STZ est préparée dans du tampon citrate 100 mM, pH 4,5 a une concentration de 50 mg/mi
[Crouch et al., 1978].

Les rats maintenus a jelne pendant une nuit, sont anesthésiés avec du chloral hydraté

administré par voie intrapéritonéale a une dose de 200 mg/kg [Calapai, 1999].
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Vue son instabilité en solution ainsi qu’a température ambiante, la STZ doit étre préparée
juste avant I’injection. Il est, donc, déconseillé de conserver la solution méme a basse

température [Chen et lanuzzo, 1981].

Apres deux semaines d'injection de la STZ, I'installation du diabéte sucré est vérifiée
chez les rats par ’analyse de la glycémie et de la glucosurie. Les animaux présentant une

glucosurie positive et une glycémie supérieure a 1,6 g/l sont impliqués dans la présente étude.
4.3. Répartition des rats :

Aprés D’installation du diabéte chez les rats, ces derniers sont répartis en différents
groupes: Groupes des normaux témoins, Groupes des normaux traités, Groupes des

diabétiques témoins, Groupes des Diabétiques traités.

L’extrait aqueux brut de la partie aérienne de Zygophyllum geslini ainsi que ses fractions
sont testées. Cela a nécessité une période plus prolongée en réalisant 1’expérimentation en

stades, tout en conservant la méme distribution des groupes de rats.

Les groupes témoins ne recoivent pas de traitement par les extraits. En méme temps, les

groupes traités regoivent quotidiennement différentes doses de I’extrait correspondant.
4.4. Gavage des extraits végétaux :

La voie d’administration est la voie orale. A cet effet, le résidu sec obtenu apres
extraction est solubilisé dans la solution de tween 80 a 5%. Les groupes témoins recoivent la
solution de Tween 80 a 5%. La solubilisation de certains extraits est effectuée a I'aide d'un

agitateur. Le gavage est réalisé a I'aide d'une sonde de gavage a raison de 10ml/kg.

La concentration préparéee est en fonction de la dose choisie. En effet, une dose testée de
EAB de 500mg/kg correspond a une solution de concentration égale a 500mg/10ml.

Les doses testées des fractions, FAl, FB1, FA2, FB2, FAH, FA3 et FDM sont
respectivement 300, 200, 75, 100, 200, 100 et 50mg/kg.
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4.5. Prélevement sanguin :

Le préléevement du sang se fait sur lI'animal vivant (sans anesthésie), maintenu a je(ne
pendant 16 h, par ponction dans le sinus rétro orbital a l'aide d'une pipette pasteur
préalablement rincée avec l'anticoagulant EDTA a 0,01%. Cette technique a été décrire par
Noller en 1955, et par Riley en 1960 [Laroche et Rousselet, 1990]. Le sang est récupéré dans
des tubes & hémolyse sans anticoagulant et centrifugé a 3000 tours/mn pendant 15mn a une
température de 4°C.

Apreés la centrifugation du sang, le sérum obtenu est conservé dans des tubes eppendorf a
une température de -4°C en vue de I'analyse des différents paramétres biochimiques.

4.6. Chronologie de I’expérimentation animale:

Les tests de I’activité antidiabétique sont effectués sur des rats Wistar rendus diabétiques
apres installation de la pathologie qui a nécessité une période de deux semaines. Ce temps est
nécessaire pour réussir un état d’hyperglycémie chronique. Le traitement des animaux par les
différents extraits s’étale sur une période comprise entre deux et quatre semaines. A la fin de
chaque expérimentation, un test de tolérance orale au glucose est effectué. L’effet de la
fraction considérée comme active sur le diabéte est comparé a celui d’une molécule

antidiabétique, glimépiride.

De plus, un suivi a court terme de la glycémie ainsi que le test de I’hyperglycémie

provoquée par voie intraveineuse sont ajoutés.
4.7. Essais a long terme :

Apres chaque semaine, le sang est prélevé pour la détermination de certains parametres
sériques. De plus, le poids des animaux a été pris. A la fin de I’expérimentation, un test de

tolérance orale au glucose est effectué.
4.7.1.  Glycémie:

Le dosage du glucose sérique est basé sur une technique enzymatique colorimétrique par
Kit-Spinreact par la méthode de Trinder (1969). Le D-glucose est transformé par la glucose

oxydase en acide gluconique et en peroxyde d’hydrogéne lequel oxyde, en présence de la
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peroxydase, le phénol en un complexe chromogene coloré en rouge dont I’absorbance est

mesurée a 505 nm.

4.7.2.  Test de tolérance orale au glucose :

Afin de Vérifier [Defficacité des extraits administrés durant les semaines
d’expérimentation, un test de tolérance orale au glucose est fait et ce, par gavage de 3g/kg de

glucose au rats des différents lots ou la glycémie est suivie pendant 2 heures.

4.8. Test a court terme :

Ce test est réalise, seulement, sur la fraction qui a prouvé une bonne activité
antidiabétique ou nous avons suivi 1’évolution de la glycémie pendant trois heures. Quatre
groupes de rats, diabétiques traités, normaux traités, normaux témoins et diabétiques témoins
sont inclus dans ce test. Les deux premiers groupes sont traités par la fraction la plus active de
I’extrait brut aqueux a la méme dose testée a long terme. Nous devons préciser que ces

groupes d’animaux n’ont pas regu de traitement préalable.

4.9. Test de I’hyperglycémie provoquée par voie intrapéritoneale :

Chez deux groupes de rats normaux, nous avons provoqué un état d’hyperglycémie par
injection intrapéritonéale de 3g/kg de glucose. Un des deux recoit une dose de 1’extrait, dont
I’effet est recherché, 1 heure avant le gavage du glucose. La glycémie est suivie pendant 2

heures.

4.10. Effet du Glimépiride :

Le glimépiride est un agent antidiabétique du groupe des sulfamides [Abletshauser et al.,
2005]. Son effet sur la glycémie est comparé a celui de la fraction dite active. Dans cette
étape, nous avons suivi le méme plan tracé pour 1’évaluation des effets des extraits vegétaux ;
induction du diabete, traitement a long terme et le test de tolérance orale au glucose. La dose
administrée quotidiennement de glimépiride est 0,1mg/kg de poids corporel.

5. Recherche de Pactivité antiradicalaire:

Le DPPH (Diphenylpicrilhydrazyl) est, pratiquement, le radical libre le plus stable. En
solution dans le méthanol, le DPPH est caractérisé par une couleur violette dont I’intensité est

mesurée a 515 nm. En présence d’un donneur d’hydrogene, le DPPH est réduit a la forme non
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radicalaire de couleur jaune pale. Ce passage, de la premiere forme a la deuxieme, est

accompagné d’une diminution de 1’absorbance qui peut exprimer le pourcentage de réduction

de DPPH [Sanchez-Moreno et al., 1998]

% DPPH réduit = [(DO controte — DO E) / DO contrste] * 100

OU : DO ¢ontrsle €st ’absorbance du DPPH a t.
DO gest I’absorbance apres avoir ajouté 1’acide ascorbique (ou I’extrait).

Effectivement, on a recherché d’éventuelle efficacité antiradicalaire de la fraction la plus
active. De ce fait, différentes concentrations de cette fraction ainsi que de 1’acide ascorbique

ont été étudiées.

Par définition, une concentration de 1’acide ascorbique (extrait) qui peut réduire 50% du
DPPH est dite ECs, (exprimée en mg de substrat/g de DPPH),

A 1 ml de la solution du DPPH a 0,005 g/l (préparé dans du méthanol), on ajoute 1 ml de
I’échantillon a étudier (I’acide ascorbique ou la fraction active) préalablement solubilisé dans

le méthanol. La variation de I’absorption est suivie en fonction du temps jusqu’a la stabilité
[Molyneux, 2004].

6. Etude statistique :

L’étude statistique de comparaison entre les différents groupes de rats est réalisée par un
test de Student de distribution bilatérale et de type hétéroscédastique (type 3). Ce test nous
donne le degré de signification P ou la différence est significative si P < 0,05.
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1. Etude phytochimique :

1.1.Phytochimie de la plante (partie aérienne) :

1.1.1. Tests qualitatifs :

Le screening phytochimique réalisé sur la partie aérienne de Zygophyllum geslini nous a

permis d’avoir les résultats présentés au tableau 1.

Tableau 1 : Tests phytochimiques réalisés sur la partie aérienne de Zygophyllum geslini

Composé Test réalisé sur
Extrait aqueux Extrait éthanolique Extrait etherique

Mucilages + / /
Tanins + + -
Saponosides | Tests 1 + - -
Stéroides + - -
Triterpénoides | + + +

Flavonides + - -
Glucosides cardiotoniques + + -

Coumarines Test positif réalisé sur la partie aérienne humide

Anthracénosides + + -

Alcaloides | Test1 + - /
Test 2 + / /

Amidon

Anthraquinones

Test — réalisé sur la poudre de la partie aérienne

Huiles volatiles / / +
Acides gras / / +
Emodols / / -
Acides aminés + / /

+ : Détecté
- - Non détecté
/ : Non effectué
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La plante contient des mucilages qui sont détectés au niveau de 1’extrait aqueux.
L’ajout du FeCl3 aux trois extraits a permis de mettre en évidence la présence des tanins au

niveau de I’extrait aqueux et éthanolique et leur absence dans 1’extrait étherique.

Le Z. geslini est trés riche en saponosides. Les deux types sont présents, ceux a génine
triterpénique et ceux a génine stéroidique par I’apparition de couleur violacée fugace virant

vers le vert. Les flavonoides sont faiblement présents dans la partie aérienne.

D’autres métabolites sont mis en évidence. Un résultat positif de la réaction de Keller-
Kiliani effectué sur I’extrait aqueux et éthanolique confirme la présence des glucosides

cardiotoniques.

L’analyse qualitative des coumarines permet d’observer les taches fluorescentes

confirmant la présence des coumarines. On note aussi la présence des anthracénosides.

Ainsi, nous avons constaté I’existence des alcaloides sels au niveau de 1’extrait aqueux
prouvée par la formation de précipité ainsi que 1’huile volatile et les acides gras révélés par

I’obtention d’un résidu ardme et un résidu gras.

La recherche des acides aminés montre une richesse dans I’extrait aqueux. La partie

aérienne de la plante est dépourvue d’amidon, d’anthraquinone et d’émodols.

La partie aérienne de Zygophyllum geslini est tres riche en composés pouvant étre
actifs. Nous pouvons conclure que 1’eau est le solvant qui permet une bonne extraction des

différentes familles de molécules chimiques.
1.1.2. Tests quantitatifs :

Ces tests ont été effectués sur cing échantillons prélevés de la méme zone de récolte.

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 2.

Pour 100g de matiere fraiche de la partie aérienne, nous avons trouvé plus de 63g
d’eau. Cette teneur est plus ou moins élevée. Elle est caractéristique des plantes succulentes

de la région d’ Adrar.
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Tableau 2 : teneurs en différentes matiéres organiques et inorganiques exprimees en % par

rapport & la matiére fraiche estimées dans la partie aérienne de Z. geslini

Echan1l | Echan 2 Echan3 | Echan4 | Echan5 | Moyenne

Humidité 68,28 60,64 59,75 61,22 61,76 63,13
Matiére séche 31,72 39,36 40,25 34,78 38,24 36,87
Sucres totaux 3,78 5,22 5,88 3,94 5,23 4.8
Protéines 0,18 0,26 0,29 0,27 0,30 0,26
Celluloses brutes | 6,91 13,44 7,36 7,50 14,73 9,98
Composés 3,94 5,69 6,27 4,17 4,18 4,85
phénoligues
Matiére minérale | 7,53 9,06 8,79 8,82 8,70 8,18

Na 0,049 0,060 0,061 0,059 0,057 0,057

K 0,037 0,039 0,042 0,042 0,045 0,041

Ca 0,016 0,022 0,024 0,024 0,029 0,023

Cu 0,24 10 | 0,30 107 0,3210” [0,4110° [0,3510” |0,3210°

Cr 3,17 10 | 1,69107 0 0 7,26 10° | 2,42 10”

Mn 0,110° [0,08210° |0 0 0 0,036 10”

La matiere fibrillaire (cellulose brute) occupe une place importante dans la
composition de cette espece. Pres de 10g ont été analysés dans les échantillons étudiés.

La matiére minérale ou cendres, présente une teneur importante. Elle est du méme
ordre que le taux des fibres. Ces minéraux sont représentés surtout par des éléments tels que le
Na (0,0579) et le K (0,0419).

La plante, précisément la partie étudiée continent une teneur considérable en sucres.

Le taux de 4,89 est tres important pour comprendre la physiologie de cette espece.

Comme tout matériel biologique, la plante contient une quantité en protéines. Cette
derniére est faible et estimée a 0,26g dans 100g de matiere fraiche. Cette quantité est

certainement incluse dans la structure des cellules.
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Les composés phénoligues sont présents en taux élevé. Cela a été montré par les tests

phytochimiques, par la mise en évidence de la présence des flavonoides, tanins et autres.

1.2. Phytochime de I’extrait aqueux brut et ses fractions :
1.2.1. Tests qualitatifs :

Afin d’expliquer les effets de ’EAB et ses fractions, il est tres important de suivre leur
composition chimique. L’extrait aqueux est trés riche en composé€s pouvant avoir une activité
antidiabétique. On note la présence des mucilages, tanins, saponosides, flavonoides,
glucosides cardiotoniques, alcaloides et acides aminés. L’existence de ces familles de

composeés est Vérifiée dans les fractions issues de EAB.

Tableau 3 : Tests phytochimiques réalisés sur I’extrait aqueux brut (EAB) et ses fractions

Reésultat
EAB | FA1 | FB1 | FA2 | FB2 | FH | FAH | FA3 | FDM
Composé
Mucilages + + + + + + + + +
Tanins + + + faible | + - faible | faible | faible
Saponosides | Test 1 + + + + + + | faible | + -
Steéroides + + + + + - faible | + faible
Triterpenoides | + + + + - - * + +
Flavonoides + - - - - - - - -
Glucosides cardiotoniques + + + - + - + + -
Alcaloides | Test1 + + + + + - + + -
Test 2 + + + + + - + + -
Acides amines + + + + - - + + +
FAL : fraction aqueuse 1 FH : fraction heptanique
FB1 : fraction butanolique 1 FAH : fraction aqueuse heptanique
FA2 : fraction aqueuse 2 FA3 : fraction aqueuse 3
FB2 : fraction butanolique 2 FDM : fraction dichlorométhanique
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En observant attentivement le tableau 3, on peut remarquer la variabilit¢ de la
composition des différentes fractions. Pour les fractions FA1 et FB1, on observe ’existence
des mémes familles de composés trouvées dans EAB a I’exception des flavonoides qui sont
absents dans toutes les fractions. Cela est expliqué par leur présence en faible concentration

dans EAB et leur dilution en fonction des fractionnements liquide-liquide.

Pour les fractions FA2 et FB2 issues de FB1, on constate une différence au niveau des
acides aminés et des saponosides triterpéniques qui ne sont présents que dans FA2. En
revanche, les glucosides cardiotoniques sont présents dans FB2 et absents dans FA2. Cette

derniére est moins riche en tanins.

Apreés extraction heptanique de FAL, on a obtenu FH et FAH dont la composition est
nettement différente. FAH est trés riche par rapport a FH qui est dépourvue de tanins,
saponosides, glucosides cardiotoniques, alcaloides et d’acides aminés. Ici, on doit faire la
liaison entre la composition de FH et son effet sur le diabéte sucré ou on a testé pendant une
semaine la fraction FH chez des rats normaux et diabétiques a raison de 20mg/kg administré
quotidiennement. Si aucun effet positif sur 1’évolution de la glycémie n’a été observé, une
chute importante de poids corporel des rats a cette faible dose a été marquée (résultat non
montré). Sur le tableau 3, on observe que le test 1 des saponosides est positif alors que les
deux autres tests sont négatifs ; comme le test 1 est une simple réaction pour produire une
mousse, il reste, donc, non spécifique et incomplet. Enfin, on peut déduire que FH contient
une famille de composés non définie, probablement absente dans FAH et responsable de la
toxicité de FH.

FA3 et FDM sont les fractions filles de FAH apres traitement par le dichlorométhane.
La fraction organique FDM est pauvre par rapport a FA3. La fraction aqueuse est tres riche en
molécules ; on marque la présence de mucilages, tanins, saponosides, glucosides

cardiotoniques, alcaloides et acides aminés.

Cette différence de composition des huit fractions issues de EAB montre que on a
réussi a fractionner 1’extrait aqueux brut. Qu’on parle de la présence des saponosides, par
exemple, dans FAL et FB1, on doit préciser qu’il s’agit de la famille de molécules dont

certaines sont présentes dans FA1 et d’autres dans FB1.
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Ce résultat permet d’attirer I’attention sur les idées classiques qui dictent que
I’extraction d’une famille de composés se fait par un solvant bien précis, c’est le cas du
butanol qui est connu pour I’extraction des saponosides. Pour I’évaluation de 1’activité
biologique des plantes médicinales, plusieurs auteurs soulignent 1I’importance des essais bio-

guidés, la chimie des extraits et leurs activites biologiques en paralléle.

1.2.2. Tests quantitatifs :

1.2.2.1. Rendement d’extraction :

L’estimation des rendements de 1’extrait aqueux brut et de ses fractions est résumée
dans le tableau 4. Les valeurs sont représentées en g par rapport a 100g de plante séche (partie

aérienne).

Tableau 4 : Rendement d’extraction de I’EAB et ses fractions (par rapport a la plante séche)

EAB |FAl1 |FB1 |FA2 |[FB2 |FH |FAH | FA3 | FDM

Rendement (%) | 26,33 | 16,23 | 8,33 |/ / 0,64 | 1417 | 11,8 | 1,88

Le rendement en EAB, qui est le plus important, est de 1’ordre de 26%. On remarque
que celui des fractions aqueuses est toujours élevé par rapport a celui des fractions
organiques. La fraction heptanique (FH) présente le rendement le plus faible (0,64%).

1.2.2.2. Teneurs en composés phénoliques et sucres totaux :

Le tableau 5 regroupe les teneurs estimées en composés phénoliques et sucres totaux
de I’extrait aqueux brut et ses fractions. Dans 100mg d’EAB, on trouve 0,97mg de composés
phénoliques et plus de 10mg de sucres totaux. EAB est donc riche en sucres totaux qui se
trouvent sous forme de mucilages et surtout d’hétérosides mis en évidence par les tests

phytochimiques (tableau 3).

La quantité des composés phénoliques dans les fractions étudiées est d’environ 1%.
Par contre, les concentrations en sucres sont variables et importantes ; la fraction FAL est la

plus riche en sucres avec pres de 20% suivie de FDM (=19%).
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Tableau 5 : teneurs en composes phénoliques et sucres totaux dans EAB et ses fractions

(mg/100mg d’extrait)

EAB FA1l FB1 FAH FDM | FA3
Composés phénoliques % 0,97 1,01 1,00 0,99 1,11 1,09
Sucres totaux % 10,36| 19,90 16,98| 1592| 18,86| 12,80

2. Recherche de la toxicité aigue de I’extrait aqueux brut :

L’extrait aqueux brut administré aux rats males Wistar a de fortes doses de 1; 1,5 et 3
g/kg ne provoque ni effet toxique aigu, ni mortalité. Cela montre que I’lEAB ne présente pas

un risque de toxicité méme a fortes doses.

Pour I’évaluation de DI’activité antidiabétique, nous avons testé la dose de 500mg/kg
qui est six fois plus faible que 3g/kg, dose confirmée sans toxicité aigue. Le risque de perte de

I’animal durant les expériences est, donc, €loigné.

3. Evaluation de D’activité antidiabétique de Zygophyllum geslini :

Les essais d’évaluation de I’activité antidiabétique de EAB et ses fractions ont été
réalisés en plusieurs étapes afin de suivre I’efficacité en fonction des extractions liquide-
liquide. Pour chaque essai, nous avons des lots prévus de rats normaux (sains) et diabétiques,

traités et témoins (non traités).

Les rats sont rendus diabétiques par la STZ injectée par voie intraveineuse. Il faut
attendre 15 jours pour confirmer [Iinstallation de la pathologie chez 1’animal.

L’hyperglycémie résultante etait variable d’un animal a I’autre.

3.1.Evaluation des effets de I’extrait aqueux brut (EAB) :
3.1.1. Effetsur la glycémie a jeun :

Aprés I’installation de I’hyperglycémie, nous avons commencé le traitement par
gavage de I’extrait aqueux brut de Zygophyllum geslilni a la dose de 500mg/Kg chez les rats

traités. Les résultats sont mentionnés dans la figure 13.
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Figure 13: Effet de I’extrait aqueux brut (EAB) sur I’évolution de la glycémie

Durant les 3 semaines, nous avons enregistré chez les rats diabétiques traités une
diminution progressive de la glycémie & partir de la 1¥semaine. Elle varie de 3,65 a 1,62 g/l
représentant plus de 17 % apres une semaine et 51% a la derniére semaine. Cette diminution
est significative a la fin d’expérimentation. Pour les rats diabétiques non traités, dés la 2™

semaine, la glycémie est re-augmentée entrainant la mort de tous les rats de ce lot.

En revanche, pour les rats normaux traités et témoins, nous n’avons remarqué aucun

changement significatif de la glycémie. Celle-ci reste dans les limites normales.
3.1.2. Effet sur le poids corporel :

Au cours de toute la période d’expérimentation les rats ont été pesés régulierement.

L’évolution du poids corporel est mentionnée dans la figure 14.
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Nous avons enregistré une diminution progressive du poids corporel chez les rats
diabétiques témoins (non traités) par rapport aux autres lots ainsi que leur mort apres 3
semaines d’expérimentation.

Pour les rats diabétiques traités, nous avons observé une diminution du poids corporel

2°M semaine du traitement

aprés I’injection de la STZ, puis une re-augmentation des la
jusqu'a la fin d’expérimentation. En revanche, aucun changement n’a été remarqué pour la
croissance corporelle des rats normaux témoins, alors qu’une faible variation du poids a été
observée chez les rats normaux traités. Toutes ces observations restent statistiquement non

significatives.
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Figure 14: Effet de I’extrait aqueux brut (EAB) sur I’évolution du poids corporel.
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3.1.3. Effet sur la toléerance orale au glucose :

L’administration de 3g/kg du glucose a provoqué chez les rats un état
d’hyperglycémie. Les résultats de ce test sont mentionnés dans la figure 15. Une
hyperglycémie est observée chez les deux groupes de rats une heure aprés gavage de la
solution glucosée. En paralléle, une régulation de la glycémie est observée aprés le pic. Ce qui
est remarquable est I’amélioration de cette régulation chez les rats traités. En comparant la
glycémie, point par point, aucune différence significative n’est notée. Par contre, la
diminution de la glycémie des rats normaux traités du temps t1 (1h) jusqu'au temps t2 (2h) est

trés significative.
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Figure 15: Effet de I’extrait aqueux brut (EAB) sur la tolérance orale au glucose des rats

normaux.

-64 -




Résultats et interprétation

3.1.4. Glycémie en pourcentage :

Nous avons essaye de représenter la diminution de la glycémie, pendant les trois
semaines, sous forme de pourcentage par rapport a la glycémie initiale. Pour les diabétiques
traités, nous remarquons une diminution de la glycémie de 1’ordre de 51% a la troisiéme
semaine, alors que celle des diabétiques témoins est faible (13%). Sur les quatre lots
d’expérimentation, nous avons observe la mort des diabétiques témoins a la troisieme

semaine.
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Figure 16: Effet de I’extrait aqueux brut (EAB) sur la glycémie (% par rapport a la
glycémie initiale).

3.2. Evaluation des effets de FALl (fraction aqueuse 1) et FB1l (fraction
butanolique 1) :

3.2.1. Effetsur la glycémie a jeun :

Durant les deux semaines de traitement, nous avons observé une diminution de la

glycémie des deux lots de diabétiques traités, par FA1 et FB1 (figurel7). Cette variation est
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importante chez les diabétiques traités par FB1, une diminution hautement significative a la

1% semaine. Mais nous pouvons remarquer qu’a la

glycémies proches.

2éme

semaine, les deux groupes ont des

A partir de ces résultats, il semble que les deux extraits sont efficaces sur la glycémie

a jeun et que la fraction FB1 est plus efficace avec un effet montré des la premiere semaine.

Pour les rats normaux, la glycémie reste, dans les limites, normale. Une légére

diminution est observée et qui reste statistiquement non significative.
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Figure 17: Effet de FA1 et FB1 sur I’évolution de la glycémie
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3.2.2. Effet sur le poids corporel :

Nous remarquons que les diabétiques témoins présentent une diminution de la
croissance (figurel8). Par contre, cette chute de poids est corrigée chez les rats traités par FAL

et FB1. La croissance est améliorée chez les rats normaux traités par FAL.
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Figure 18: Effet de FA1 et FB1 sur I’évolution du poids corporel

3.2.3. Effet sur la tolérance orale au glucose :

Le schéma de la variation de la glycémie des rats apres une surcharge en glucose
(figure 19) montre une amélioration de la réponse au glucose des rats diabétiques traités par
FA1L,. Par contre, ceux traités par FB1 présentent une elévation importante de la glycémie
apres une heure. Cette augmentation est plus importante par rapport a celle des diabétiques

témoins. De plus, la tolérance des rats normaux est améliorée par FAL.
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A partir de ce test simple, nous pouvons conclure que la fraction FA1l pourrait agir

positivement sur la glycémie post-prandiale contrairement a FB1.
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Figure 19: Effet de FAL et FB1 sur la tolérance orale au glucose

3.3.Evaluation des effets de FA2 (fraction aqueuse 2) et FB2 (fraction
butanolique 2):

3.3.1. Effet sur la glycémie a jeun :

La figure 20 illustre 1’élévation de la glycémie des rats témoins et traités par FA2 et
FB2. Le traitement d’une semaine des rats diabétiques par 100mg/kg de la FB2 provoque une
diminution de la glycémie alors qu’une re-augmentation est observée a la 2°™ semaine. La
fraction FA2 a 75mg/kg semble étre non efficace et sans influence sur la glycémie des rats

diabetiques.
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Chez les rats normaux, I’évolution de la glycémie est normale et qu’aucune hypoglycémie n’a

été provoquée chez les normaux.
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— —O— —  Diabétiques Traités FA2 (75 mg/Kg)

Figure 20: Effet de FA2 et FB2 sur I’évolution de la glycémie

3.3.2. Effet sur le poids corporel :

Sur la figure 21 qui représente 1’évolution du poids corporel des différents lots, nous
remarquons une ameélioration de la croissance des diabétiques traités par FB2 mais une

altération de celle des normaux.

Par contre, la fraction FA2 corrige la croissance des diabétiques et n’influe pas sur celle des

normaux.
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Figure 21: Effet de FA2 et FB2 sur I’évolution du poids corporel.

3.3.3. Effet sur la tolérance orale au glucose :

La figure 22 résume la réponse des rats a une surcharge orale au glucose. La fraction
FB2 qui a amélioré la glycémie a jeun des diabétiques, aprés une semaine de traitement, n’a
pas d’effet sur la tolérance au glucose ; la glycémie reste en constante augmentation. De
méme, pour la fraction FA2, la réponse des diabétiques a la surcharge en glucose est
perturbée.

A partir de ce résultat, nous pouvons conclure que ces deux fractions aux doses testées

ne sont pas efficaces sur la glycémie post-prandiale.
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Figure 22: Effet de FA2 et FB2 sur la tolérance orale au glucose.

3.4.Evaluation des effets de FAH (fraction aqueuse heptanique) :

3.4.1. Effetsur la glycémie a jeun :

Nous représentons sur la figure 23, I’évolution de la glycémie durant les deux
semaines de traitement. Les rats diabétiques traités par FAH présentent une diminution
importante dés la premiere semaine de traitement et qui continue jusqu’a la 2°™ semaine.
Cette variation est statistiquement significative. Pour les diabétiques témoins, la glycémie est

en constante augmentation.

Pour les rats normaux, le traitement par FAH provoque une légére diminution de la

glycémie qui reste dans ses valeurs normales.
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Figure 23: Effet de FAH sur I’évolution de la glycémie

3.4.2. Effet sur le poids corporel :

Les courbes illustrées sur la figure 24, montrent une légere diminution du poids

corporel des diabétiques témoins. Elle suit la méme variation que celle des normaux témoins.

Nous pouvons clairement remarquer la stabilité de la croissance des diabétiques traités
par FAH, ce qui explique ’effet positif de cette fraction sur la croissance des animaux. La

fraction FAH n’agit pas sur I’évolution du poids des rats normaux.

Ce resultat montre que la fraction FAH n’a pas d’effet négatif sur la croissance des animaux.
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Figure 24: Effet de FAH sur I’évolution du poids corporel.

3.4.3. Effet sur la tolérance orale au glucose :

La réponse des animaux au glucose est schématisée sur la figure 25. Les diabétiques
traités par FAH tolérent mieux le glucose. En observant attentivement 1’allure de la réponse
au glucose de ce groupe, nous pouvons conclure ’effet positif de cette fraction sur la
tolérance au glucose. Une augmentation modeérée, aprés 1 heure, est rapidement corrigée a la
deuxiéme heure. En paralléle, la glycémie des diabétiques témoins est en continuelle

augmentation.
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La réponse des rats normaux est habituelle ; une légére augmentation avec une régulation a la

deuxiéme heure.
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Figure 25: Effet de FAH sur la tolérance orale au glucose.

3.5. Evaluation des effets de FA3 (fraction aqueuse 3) et FDM (fraction
dichlorométhanique):
3.5.1. Effet sur la glycémie a jeun :

Sur la figure 26, sont mentionnées les courbes d’évolution de la glycémie des six
groupes de rats. Les diabétiques traités par FDM ont une variation proche de celle des
diabétiques témoins. Cela montre que cette fraction, a la dose testée, ne corrige pas

I’hyperglycémie provoquée par la STZ.

Par contre, un effet positif et hautement significatif de FA3 est noté chez les diabétiques

traités par cette fraction. Cet effet apparait dés la premiére semaine et persiste jusqu’a la fin
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d’expérimentation. La glycémie qui en résulte est du méme ordre que celle des normaux. Elle

atteint, a la quatrieme semaine, un niveau plus bas que les normaux non traites.

Ce résultat est intéressant et refléte 1’efficacité de Z. geslini et spécialement celle de 1’extrait

aqueux brut.

Chez les normaux, qu’ils soient traités par FDM ou par FA3, la variation est normale.
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Figure 26: Effet de FA3 et FDM sur I’évolution de la glycémie

3.5.2. Effet sur le poids corporel :

La croissance des diabétiques traités par FDM telle qu’elle est montrée sur la figure
27, révéle une diminution progressive du poids corporel durant les semaines

d’expérimentation.
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En revanche, 1’évolution du poids corporel des diabétiques traités par FA3 est

constante durant les quatre semaines.

La croissance des normaux traités par FDM est similaire a celle des normaux témoins.

De méme pour les normaux traités par FA3 ou la croissance est normale.
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Figure 27: Effet de FA3 et FDM sur I’évolution du poids corporel.

3.5.3. Effet sur la tolérance orale au glucose :

Apres une surcharge de 3g/kg de glucose, nous avons suivi la glycémie des animaux.

Les résultats sont illustrés sur la figure 28.

Il est évidemment remarquable que la réponse des diabétiques traités par FDM est
perturbée. Elle suit la méme évolution que celle des diabetiques témoins. Cependant, une

tolérance positive est enregistrée chez les diabétiques traités par FA3.
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Figure 28: Effet de FA3 et FDM sur a tolérance orale au glucose.

Chez les trois lots de rats normaux, la réponse au glucose reste physiologique avec une

régulation de la glycémie a la deuxieme heure.
4. Effet de FA3 a court terme :

Le schéma de I’évolution de la glycémie pendant 3 heures, illustré sur la figure 29, montre
une diminution de la glycémie des diabétiques traités par 100mg/kg de FA3 a partir de la 1%
heure. Cet effet est observé jusqu'a la troisieme heure ou la glycémie diminue de 22% par

rapport a sa valeur initiale. Cette variation est statistiquement non significative.

Par contre, chez les normaux, on observe une légere augmentation de la glycémie suite au
gavage de 100mg/kg de FAS3.
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Figure 29: Effet de FA3 (100mg/kg) sur 1’évolution de la glycémie pendant trois heures

5. Effet de FA3 sur I’hyperglycémie provoquée par voie intrapéritonéale :

Sur la figure 30, nous avons résumé 1’évolution de I’hyperglycémie provoquée par voie
intrapéritonéale. Il est clair que FA3 n’a pas corrigé cet état d’hyperglycémie chez les rats
normaux. Ce test qui reste incomplet car il est réalisé seulement sur des rats normaux. Il

devrait, également, étre réalisé sur des rats rendus diabétiques.
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Figure 30: Effet de FA3 (100mg/kg) sur I’évolution de I’hyperglycémie provoquée par

voie intrapérotonéale

6. Comparaison des effets de FA3 avec ceux du glimipéride :

6.1. Effet sur la glycémie a jeune:

A travers la série d’essais réalisés, nous avons conclu que FA3 semble la plus efficace.

A cet effet, nous avons comparé ses effets sur le diabéte avec ceux d’un agent antidiabétique.

La figure 31 schématise I’effet de FA3 et du Glimépiride sur la glycémie a jeun. Le
glimépiride & 0,1mg/kg provoque une réduction significative de la glycémie & la 2°™ semaine.
Cependant, Ieffet de FA3 atteint un niveau de réduction significatif dés la 1°® semaine.

La glycémie des rats normaux reste dans I’intervalle des valeurs normales. Il semble de ces

résultats que la fraction FA3 & 100mg/kg est plus efficace que le glimépiride a 0,1mg/kg.
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Figure 31: Effet de FA3 et du glimépiride sur la glycémie a jeun pendant les quatre

semaines de suivi

6.2. Effet sur le poids corporel :

La croissance des rats illustrée sur la figure 32, montre une amélioration de la courbe
du poids corporel des rats normaux traités par FA3. Celle des normaux traités par glimépiride

est presque constante et sans variation notable.

L’évolution du poids des diabétiques traités par FA3 est corrigée a la 4*™ semaine ol

celle des diabétiques traités par glimépirides est perturbée.
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Figure 32: Effet de FA3 et du glimépiride sur le poids corporel pendant les quatre

semaines de suivi

6.3. Effet sur la tolérance orale au glucose :

Ici, sur la figure 33, nous pouvons observer 1’écart entre les effets de glimépiride et de
FA3. Cette derniére améliore significativement la réponse des rats a la surcharge orale de

glucose ou la glycémie revient & son niveau initial & la 2°™ heure.

La réponse des rats normaux est physiologique dont nous avons noté une rapide

correction du pic a la deuxiéme heure.
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Figure 33: Effet de FA3 et du glimépiride sur la tolérance orale au glucose

7. Evaluation du pouvoir antiradicalaire de FA3 :

Le pouvoir antioxydant d’un extrait végétal est un paramétre important pouvant avoir une
forte relation avec I’activité antidiabétique. Cette propriété est évaluée par différentes

techniques dont celle du radical DPPH qui est tres utilisée.

La figure 34 trace la variation du pourcentage de réduction de DPPH en fonction des
différentes concentrations utilisées de FA3. A partir de cette courbe, nous pouvons tirer un
seul parameétre qui est le EC50 qui est égal a 30892,87 mg/g de DPPH ; valeur calculée
graphiquement. Comparée a d’autres valeurs, celle-Ci est assez élevée. Pour 1’acide

ascorbique la valeur de ECsp est 123,94 mg/g.
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Figure 34: variation du pourcentage de réduction de DPPH en fonction de la

concentration de FA3
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Au cours des derniéres décennies, une attention particuliére a ciblé 1’utilisation des
plantes médicinales dans le traitement et le contréle du diabete sucré conformément aux
recommandations de I’OMS [Bnouham et al., 2002].

En Algérie, la recherche des plantes hypoglycémiantes a connu ces dernieres années
un essor a travers les enquétes ethnopharmacologiques et 1’évaluation scientifique de ces
plantes. Un inventaire réalisé en 2000 par Benmehdi, classe les plantes les plus utilisées par la
population tlemcenienne pour soigner le diabete sucré. Parmi elles, figure Zygophyllum
geslini, objet de ce travail [Benmehdi, 2000]. Cette plante est connue sous le nom
vernaculaire arabe « Aggaya ». Elle est utilisée pour traiter le diabete sucré et les problémes
digestifs. Dans la région d’Adrar, cette espéce est largement consommée comme condiment.
Aussi, elle est utilisée contre les affections de la peau et comme désinfectant pour le

nourrisson.

Plusieurs especes du genre Zygophyllum partagent le nom de « Aggaya » telles que Z.
album, Z. cornutum [Baba Aissa, 1999], Z. gaetulum et Z. waterlot [Jouad et al., 2001 ;
Eddouks, 2002] et Z. geslini, espéce endémique d’Algérie [Ozenda, 1977]. Les travaux
réalisés sur cette derniére sont limités & ceux de Smati et al. (2004) évaluant 1’effet

cytotoxique des racines de Z. geslini et I’identification d’un triterpénoide.

Dans un travail antérieur, réalisé dans le cadre de 1’obtention du diplébme de magistere
[Medjdoub, 2006], nous avons contribué a 1’évaluation de I’activité antidiabétique de 1’extrait
éthanolique de la partie aérienne de Z. geslini. La présente étude constitue, donc, une suite au
travail précedent et ce, par I’évaluation de ’activité antidiabétique de 1’extrait aqueux de la

partie aérienne de la méme plante.

Les résultats préliminaires nous ont permis de conclure que 1’extrait aqueux est plus
efficace que I’extrait éthanolique. De ce fait, ceci nous a poussé a 1’étude de 1’évaluation des
effets antidiabétiques de D’extrait aqueux et ses fractions extraites ainsi que la mise en

évidence des différentes familles de composés chimiques présents dans les extraits testés.
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Phytochimie de la plante :

Les tests phytochimiques réalisés sur la partie aérienne de Z. geslini montrent la
présence de saponosides, acides amines, tannins, alcaloides, glucosides cardiotonigues,
mucilages, flavonoides, coumarines, anthracénosides, huile volatile et acides gras. De plus,
nous avons estimé a plus de 63% le taux d’humidité, prés de 5% de sucres, 10% de cellulose
et environ 5% de composés phénoliques. Ces teneurs ont été confirmeées par les tests

phytochimiques qui ont montré une richesse en mucilages et tannins.

Les mucilages sont des polysaccharides hétérogénes comprenant du D-mannose dans
leur structure [Bruneton, 1999]. Les sucres solubles peuvent assurer plusieurs fonctions pour
la cellule végétale dont certaines demeurent mal connues ; ils représentent une forme de
stockage d’énergie et ils sont des protecteurs contre la déshydratation du fait de leur pouvoir
hydrophile. Aussi, ils rentrent dans la structure de certaines molécules comme les acides
nucléiques et les hétérosides [Harbone, 1998]. Dans la cellule végétale, les sucres sont les
premiéres (et les seules) molécules formées par le systeme de photosynthese et du fait, elles
sont les précurseurs de toutes les molécules existant dans la cellule [Bruneton, 1999]. Les
sucres occupent, donc, une place capitale dans la physiologie du végétal. Spécialement, les
mucilages foliaires assurent plusieurs fonctions pour le végétal ; ils interviennent dans les
réponses aux blessures, 1’interaction hote-pathogéne, le transport de 1’eau et dans la réponse
aux stress abiotiques [Ghanem et al., 2010]. Cela, pourrait expliquer la richesse de Z. geslini
en mucilages surtout qu’elle fait partie des halophytes et qu’elle est exposée aux stress
biotique et abiotique. Ici, on peut citer ’exemple des especes de Ziziphus (Z. mauritiana
Lamk. et Z. rotundifolia Lamk.) qui tolérent la sécheresse et qui sont riches en mucilages (7 a
10% par rapport au poids sec) [Clifford et al., 2002]. Les especes d’Astragalus dont la
majorité se développe dans les régions arides du monde sont, également, riches en mucilages
[Niknam et Salehi lisar, 2004]

Les composés phénoliques constituent un groupe vaste de molécules dont font partie
les tannins, les flavonoides, les coumarines, les anthraquinones, les phénols simples et les
acides phénols. Dans ce modeste travail, nous avons confirmé la richesse de Z. geslini en
tannins. Ces derniers sont, dans certaines conditions, des précurseurs de flavonoides
[Harbone, 1998].
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La composition chimique d’une plante refléte directement sa physiologie qui peut étre
le résultat d’une adaptation a un environnement. Pour discuter les teneurs en composés

détectés dans Z. geslini, il faut, avant tout, maitriser les notions de physiologie végetale.

Phytochimie de I’extrait aqueux brut :

Les tests phytochimiques réalises sur la partie aérienne montrent sa richesse en
plusieurs composés pouvant étre a 1’origine des effets antihyperglycémiants trouvés au cours
de cette étude. L’extrait aqueux, qui est I’axe de cette contribution, contient la majorité de
composés décelés dans la plante ce qui peut étre ardemment lié avec son efficacité contre le
diabéte.

Cet extrait est tres riche en saponosides, acides aminés, tannins, alcaloides, glucosides
cardiotoniques, mucilages et flavonoides.

Les principes actifs antidiabétiques extraits des plantes sont de natures différentes.
Dans le chapitre 3, nous avons cité plusieurs cas dont celui de Momordica charantia ou il
s’agit de triterpénoides (Momordicosides) et de polypeptides [Garau et al., 2003;
Leatherdale et al., 1981 ; Wang et al., 2008]. Trigonella foenum-graecum, une espece connue
par ses vertus antidiabétiques tire cette propriété a partir des alcaloides (Trigonelline) [Marles
et Farnsworth, 1994 ; Dey et al., 2002] et les acides aminés (4-hydroxyisoleucine) qu’elle en
contient [Broca et al., 1999]. Les fruits de Blighia sapida contiennent des acides aminés,
cyclopropanoides nommés hypoglycine A et B et qui sont doués d’une activité antidiabétique

remarquable [Marles et Farnsworth, 1994].

Catharantus roseus, une autre espéce anciennement connue en tant que plante
antidiabétique, connait une évaluation scientifique depuis 1920. Les principes actifs
hypoglycémiants extraits de cette espece sont des alcaloides (catharantine, leurosine,

lochnerine, tetrahydroalstonine, vindoline et vindolinine) [Marles et Farnsworth, 1994].

Aussi, les sels minéraux sont un puissant antidiabétique. Chez Atriplex halimus, le
chrome organique (Glucose Tolerance Factor: GTF) régule la glycémie en potentialisant
I'effet de I'insuline [Aharonson et al., 1969 ; Evans et Bowman, 1992]. En outre, le vanadium
qui est connu avant la découverte de l'insuline est un insulinomimétique [Thompson et Godin,

1995] utilisé pour le contrdle de la glycémie [Dey et al., 2002].
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Les saponosides qui sont classes selon la génine qui les constitue en deux types, les
stéroidiens et les triterpéniques [Bruneton, 1999], sont doués d’activité antidiabétique
[Lacaille-Dubois et Wagner, 1996]. En plus des Momordicosides isolés de Momordica
charantia, cette plante contient une famille variée de saponosides (momordicine I,
momordicine  Il,  3-hydroxycucurbita-5,24-dien-19-al-7,23-di-O-B-glucopyranoside, et
kuguaglycoside G) responsable d’effet antidiabétique [Keller et al., 2011]. Ici, nous pouvons
ajouter les especes du genre Zygophyllum qui sont, généralement, riches en saponosides.
Plusieurs travaux ont permis d’isoler et d’identifier différentes molécules de cette famille de
composés. Nous pouvons citer, les hétérosides d’acide quinovique isolés a partir de
Zygophyllum album [Hassanean et al., 1993], zygophyloside F de Z. album et Z. dumosum
[Elgamal et al., 1995] ainsi que zygophyloside D et E isolés a partir de Z. propinquum
[Ahmad et al., 1993]. Smati et al., ont isolé le 3B-(3.4- dihydroxycinnamoyl)-érythradiol a
partir de Z. geslini [Smati et al., 2004].

Le Zygophylle endémique du Maroc, Z. gaetulum, connu traditionnellement comme
antidiabétique et dont cette propriété est évaluée scientifiguement [Jaouhari et al., 1999;

Jaouhari et al., 2000] est trés riche en zygophyloside N [Aquino et al., 2001].

Les flavonoides de Pterocarpus marcipium représentés par 1’épicatechine

potentialisent 1’effet insulinosécrétagogue du glucose au niveau des cellules  pancréatiques

[Marles et Farnsworth, 1994].

L’extrait aqueux brut de Z. geslini est trés riche en mucilages et qui sont présents dans

toutes les fractions qui en découlent.

Les mucilages isolés a partir des graines du fenugrec additionnés a 1’aliment du rat
Wistar rendu diabétique, diminuent I’activité des disaccharidases intestinales [Kumar et al.,
2005]. D’autres travaux rapportent 1’effet bénéfique des mucilages sur le diabéte [Mahmoud
et al., 2008 ; Xue et al., 2007]. Cette propriété serait le résultat de la composition de ces
molécules dont il est connu, depuis plusieurs décennies, qu’elles sont de nature
polysaccharidique et contiennent des protéines. L’analyse des cendres qui en découlent
montre la présence du Calcium, Potassium, Fer, Phosphore et Magnésium [Anderson et Lowe,
1947 ; Woolfe et al., 1976]. Du point de vue composition, les travaux de Metaxatos et al.
réalisés sur des mucilages isolés a partir d’algues, montrent la structure en monosaccharides

(glucose, galactose, xylose, fucose, mannose, rhamnose, arabinose et glucosamine). Aussi, 15
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acides aminés (arginine, glutamine, acide aspartique, serine, lysine, glycine, thréonine,
alanine, tyrosine, méthionine, valine, phénylalanine, isoleucine, leucine et histidine ont été

mis en évidence [Metaxatos et al., 2003].

Egalement, les dérivés soufrés de la cystéine détectés dans le genre d’Allium (A.
sativum et A. cepa) sont a l'origine de Iefficacité antidiabétique des plantes qui en
contiennent. Ces composés sont des insulinomimétiques et agissent en compétition avec
I’insuline [Marles et Farnsworth, 1994 ; Dey et al., 2002]. Une autre hypothese concernant le
mécanisme d’action de ces molécules suppose qu’elles stimulent la sécrétion d’insuline et

agissent comme antioxydant [El-Demerdash et al., 2005].
Phytochimie des fractions de I’extrait aqueux brut Z. geslini :

Le fractionnement des extraits bruts par extraction liquide-liquide, utilisant des
solvants de polarités différentes, est recommandé afin de séparer les différents constituants.

Cette étape précede les analyses chromatographiques et spectroscopiques [Harbone, 1998].

De ce fait, ’EAB est fractionné par une série d’extractions liquide-liquide ou nous
avons utilisé, le butanol, I’heptane et le dichlorométhane. Ces solvants sont souvent employés
dans les extractions liquide-liquide vue leur non miscibilité avec 1’eau. Ces extractions sont
bio-guidés. En effet, les fractions obtenues sont soumises, en méme temps, aux tests

phytochimiques et biologiques.

En effectuant des examens phytochimiques sur les des différentes fractions, nous
constatons une variation dans la composition. Les mucilages constituent la seule famille de
composés présente dans toutes les fractions. De plus, les saponosides, les glucosides
cardiotoniques, les acides aminés et les alcaloides sont présents dans la majorité des fractions.

Néanmoins, les tannins ne sont repérés que dans les premiéres fractions.

Au début, nous avons choisi le butanol car il permet une bonne extraction des
saponosides [Bruneton, 1999] surtout que I’EAB en est trés riche. Cependant, les tests
phytochimiques montrent que ces composés se trouvent dans les deux fractions qui découlent
de ce premier fractionnement (FAL et FB1). Nous avons pu conclure qu’il s’agit de molécules
différentes ; c’est un fractionnement de la méme famille chimique et non pas par famille

chimique.
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L’exemple des saponosides peut expliquer la présence des mémes familles chimiques
dans les fractions issues de la méme extraction. Face a ces résultats, nous pouvons se référer
aux techniques modernes qui recommandent un bio-guidage des essais phytochimiques

doivent étre bio-guidés [Touitou, 2007].

Plus loin, nous avons discuté les résultats de 1’activité antidiabétiques ou il ressort que
FAH et FA3 sont les fractions les plus actives vis-a-vis le diabete. Ces deux fractions sont
riches en, mucilages, saponosides, glucosides cardiotoniques, alcaloides et acides aminés.
Plus haut, il est rapporté que ces familles chimiques peuvent avoir des effets bénéfiques sur le

diabéte sucré.

Activité antidiabétique :

La discussion du mode opératoire est souvent négligée malgré son importance
capitale. Le choix de la plante, la voie d’administration, le diabéte induit ainsi que les

parametres suivis sont des points essentiels a fixer afin d’avoir des résultats discutables.

Dans le chapitre 3, nous avons discuté les différents modeles expérimentaux du
diabéte ou la STZ est tres utilisée pour son induction [Anderson et al., 1974]. Cette toxine
détruit les cellules P pancréatiques dont le premier effet est un état d’hyperglycémie qui peut
étre, transitoire ou chronique [Junod et al., 1969]. Les autres effets de la STZ sont peu
discutés ; des études in vitro montrent son effet lipolytique sur les adipocytes isolés
[Szkudelski et Szkudelska, 2002].

Dans cette approche, nous avons fixé comme objectif 1’étude de 1’activité
antidiabétique des fractions de I’extrait aqueux brut en suivant I’évolution de la glycémie a
jeun et la réponse des animaux a une surcharge orale de glucose. Ces deux parameétres sont les
plus recherchés dans la thérapie du diabete sucré. Cette derniére est basée sur I’insuline et les
antidiabétiques oraux (ADO) qui sont représentés par les sulfamides, les biguanides, les
inhibiteurs des alpha-glucosidases et autres. Pour ces classes de médicaments, on discute
principalement les effets sur le pancréas (insulinosécrétion), sur le foie (métabolisme
glucidique) et sur les intestins (absorption des sucres). Ceci est résumé en deux mécanismes, a
jeun et post-prandial [Touitou, 2007 ; Bloomgarden, 2004 ; Malher et Alder, 1998].
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Actuellement, plusieurs stratégies thérapeutiques sont focalisées sur :

1) la réduction de la production excessive du glucose par le foie,

2) ’augmentation de la sécrétion d’insuline stimulée par le glucose,

3) I’amélioration de la sensibilité des cellules a I’insuline [Wagner, 2002].

La dose testéte de EAB est la méme que celle de I’extrait éthanolique (testé
antérieurement) afin de pouvoir comparer entre les deux extraits dont il semble que EAB est
plus efficace sur le diabéte. Pour les fractions de EAB, les doses sont choisies en fonction du

rendement d’extraction ; une dose est faible quand son rendement est fable et vice versa.
Activité antidiabétique de [’extrait aqueux brut :

L’EAB est doué d’une activité antihyperglycémiante remarquable. Chez les normaux,
il améliore la tolérance orale au glucose. De plus, il ne présente aucun risque de toxicité aigue.
Ces constatations expriment des effets positifs, a jeun et post-prandial, qui pourraient étre

expliquées par des mécanismes a différents niveaux.

D’une part, les substances de EAB semblent stimuler la sécrétion de I’insuline. Cette
hypothése est argumentée par 1’effet positif observé aprés une surcharge de glucose. Ce test
simple reflete la physiologie de la sécrétion d’insuline dont il est connu que la présence des
aliments dans la lumiére intestinale stimule les entérocytes a libérer le Glucagon like peptide-
1 (GLP-1) et le Glucose-dependent insulinotropic peptide (GIP). Ces hormones intestinales
provoquent la sécrétion de I’insuline glucose-dépendante et inhibent la sécrétion du glucagon
[Baggio et Drucker, 2004 ; Brubaker et Drucker, 2004].

Ce travail préliminaire met en évidence certaines hypothéses qui doivent, dans le futur,
étre prises en considération. L’EAB semble potentialiser ’effet insulinosécrétagogue des
GLP-1 et GIP ou il stimule directement la sécrétion d’insuline. Cet éventuel mécanisme est
proche de celui des sulfamides hypoglycémiants qui se fixent sur un récepteur spécifique au
niveau des cellules B et stimulent directement la sécrétion d’insuline [Bloomgarden, 2004 ;
Malher et Alder, 1998]. La metformine, un agent antidiabétique, diminue 1’hyperglycémie en
potentialisant I’effet insulinosécrétagogue du GLP-1 [Bloomgarden, 2004] ©.
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D’autre part, ’EAB améliore I’hyperglycémie a jeun résultante des effets toxiques de
la STZ. Cela pourrait étre le résultat d’une potentialisation des effets d’insuline ou d’un
insulino-mimétisme. La pharmacologie indexe des médicaments antidiabétiques qui agissent
en potentialisant les effets de I’insuline dont on connait principalement la classe des
biguanides représentés par la metformine [Lillmann et al., 1998]. Cette derniére permet de
normaliser un niveau trop élevé de glucose en présence d’insuline. Elle inhibe la

néoglucogenése [Bloomgarden, 2004] et la glycogénolyse [Malher et Alder, 1998].

Pour soutenir cette derniére hypothése, nous pouvons ajouter I’exemple des
thiazolidinediones, une nouvelle classe d’agents antidiabétiques. Ces principes actifs sont des
potentialisateurs d’insuline puissants. En se fixant sur le PPARs (Peroxisome proliferator-
activated receptors), ils agissent sur les adipocytes ou ils contribuent a trois effets: 1)
potentialiser I’effet de 1’insuline sur le stockage et le métabolisme des acides gras libres, 2)
induire la production des adipocytokines (Adiponectine, leptine) augmentant la sensibilité des
cellules (Muscle et foie) a I’insuline[Kurlawalla-Martinez et al., 2005], 3) diminuer la
production des facteurs induisant I’insulinorésistance tels que le TNFa (Tumor necrosis factor

alpha) et la résistine [Wagner, 2002].

A coté des thiazolidinediones, le vanadium est connu pour ses vertus antidiabétiques,

bien avant la découverte de I’insuline ; ¢’est un insulinomimétique [Dey et al., 2002].

Paneda et al. ont montré I’activité insulinomimétique d’un composé isolé a partir des
graines de Lathyrus sativum. Ce composé nommé GPI (Glycosyl-phosphatidylinositol) a des
propriétés chromatographiques et hydrolytiques similaires a celles du GIP isolé des
hépatocytes du rat [Parieda et al., 2001]. Le GPI est impliqué dans la transduction des signaux
de plusieurs hormones par la libération de molécules d’inositolphosphate glycane (IPG)

comme second messager [Bogdanowicz et Pujol, 2001].

Le L-783,281 est un insulinomimétique d’origine fongique. Il induit I’activation des
récepteurs d’insuline a activité tyrosine kinase aboutissant aux effets de 1’insuline [Roper et

al., 2002 ; Qureshi et al., 2000].
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Activité antidiabétique des fractions de ’extrait aqueux brut :

L’extrait aqueux est un mélange complexe dont le principe actif responsable de
I’activité antidiabétique peut étre soit une molécule soit une combinaison de substances. De ce
fait, nous avons procédé au fractionnement afin de cibler la fraction la plus active contenant le

moins de composes.

La fraction est dite active quand elle exerce les deux effets positifs ; la régulation de
I’hyperglycémie a jeun et 1’amélioration de la tolérance orale au glucose (voir tableau 1,

Annexe 1).

e Activité antidiabétique de FAl et FB1 :

Il ressort des résultats obtenus que FA1l améliore la tolérance orale au glucose et
diminue I’hyperglycémie a jeun alors que FB1 agit seulement sur la glycémie a jeun. Nous

pouvons, évidement, constater que FA1 est plus active que FBL.

Pour expliquer les effets bénéfiques de FAL, nous proposons le méme mécanisme

suggéré pour 1’extrait aqueux brut.

Pour FBI1, Dleffet est observé sur I’hyperglycémie a jeun qui est le résultat d’une
production hépatique de glucose par deux phénomenes importants, la néoglucogenése et la
glycogénolyse [Wright et al., 1980]. 1l est donc possible que FB1 inhibe ces deux réactions
biochimiques aboutissant a la diminution de I’hyperglycémie a jeun. FB1 est une fraction de
molécules solubles dans le butanol et peuvent fortement étre liposolubles. Cette propriété peut
conférer a ces molécules la possibilité de traverser la membrane plasmique des hépatocytes. A
I’intérieur des cellules, les molécules peuvent réagir avec les enzymes (inhibition) intervenant

dans le métabolisme glucidique (néoglucogeneése et glycogénolyse).

Un autre mécanisme est I’antagonisme du glucagon sur son récepteur conduisant a
I’inhibition des effets biologiques de cette hormone hyperglycémiante. Actuellement, les
molécules diminuant la vitesse de la libération hépatique du glucose, par des mécanismes

moléculaires variables, sont tres recherchées [Wagner, 2002].
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e Activité antidiabétique de FA2 et FB2 :

L’effet de FA2 n’est pas notable et peut étre négligé. Cependant, celui de FB2 est noté
seulement sur la glycémie a jeun. Cela montre que nous avons pu fractionner FB1 et obtenir
une fraction active ; ¢’est FB2. Celle-ci a reproduit les mémes effets que FB1. Le mécanisme

moléculaire probable est celui supposé pour FB1.
Activité antidiabétique de FAH :

FAH est une fraction issue de FA1. Elle agit positivement sur I’hyperglycémie a jeun
et sur la tolérance orale au glucose. Ces effets sont semblables a ceux de FAL. Ces résultats

peuvent avoir les mémes explications proposées pour 1’extrait aqueux brut.

Ce résultat est trés intéressant et nous a poussé a poursuivre le fractionnement de FAH
par le dichlorométhane.

e Activité antidiabétique de FA3 et FDM :

FA3 et FDM sont les fractions de FAH dont FDM n’a pas d’effets sur le diabéte
néanmoins FA3 est la fraction la plus active dans cette étude. Elle améliore la tolérance orale

au glucose et diminue, voire normaliser la glycémie a jeun.

Ces effets positifs peuvent avoir tous les éventuels mécanismes proposés
précédemment, a savoir: diminution de [I’insulinorésistance et I’insulinomimétisme,
diminution de la production hépatique du glucose ainsi que la stimulation de la sécrétion

d’insuline.

Nous pouvons proposer un autre mécanisme représenté par la prolifération des cellules
B. 11 est possible que FA3 favorise la prolifération et la régénération des cellules . En effet,
apres avoir interrompu le traitement par FA3 pendant une semaine, aucune augmentation de la

glycémie & jeun n’a été observée.

En plus des hormones intestinales, GIP et GLP-1, qui stimulent la sécrétion d’insuline,
une troisieme hormone intestinale, GLP-2 (Glucagon-like peptide 2) est responsable de la
prolifération des cellules B pancréatiques [Baggio et Drucker, 2004]. A coté de ce médiateur,

une autre hormone gastrique, gastrine, module la croissance des cellules pancréatiques.
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L’administration de la gastrine chez le rat traité par 1’alloxane induit la régénération des
cellules B pancréatiques. Cette hormone augmente la masse des cellules B [Brubaker et
Drucker, 2004]. Les molécules présentes dans FA3 peuvent exercer un effet similaire a ces

hormones prolifératives.
o Effet de FA3 sur ['évolution de la glycémie pendant 3 heures

Ce test, si simple, vient confirmer le mécanisme proposé ou I’extrait (FA3) inhibe la

production hépatique de glucose.
o Effet de FA3 sur I’hyperglycémie provoquée par voie intrapéritonéale

Quand le glucose est administré par voie orale, la stimulation de la sécrétion d’insuline
est plus importante que par voie parentérale (injectable). Le contact du glucose avec les
cellules intestinales provoque la libération des incrétines intestinales (GIP et GLP-1) qui
potentialisent I’effet insulinosécrétagogue du glucose [Baggio et Drucker, 2004 ; Wright et
al., 1980].

Pour le test de I’hyperglycémie provoquée par voie intrapéritonéale, la fraction FA3
n’a pas corrigé cet état. L’efficacité de FA3 est marquée quand le glucose est administré par
voie orale. Cela nous améne a accepter I’hypothése suggérée plus haut (paragraphe(*)) et qui
suppose que FA3 potentialise les effets des GIP et GLP-1. Par conséquent, une autre

hypothése sera moins acceptée parlant d’insulinomimétisme.
e Comparaison des effets de FA3 avec ceux du glimipéride :

Le glimépiride est un sulfamide hypoglycémiant [Derosa et Salvadeo, 2009]. Grace a
ses propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques, ce principe actif est administré en
monodose journaliére [Campbell, 1998]. 1l stimule la sécrétion d’insuline en se fixant sur un
récepteur spécifique au niveau des cellules B ; ¢’est le seul sulfamide qui peut s’internaliser a
I’intérieur de la cellule [Derosa et Salvadeo, 2009]. Les sulfamides sont, généralement, non
prescrits pour les patients souffrant de complications cardio-vasculaires alors que le
glimépiride échappe de cette classification ou il peut améliorer certaines perturbations
aggravant ces complications [Overkamp et al., 2002]. Une autre action du glimépiride est

postpancréatique ou il potentialise I’effet de 1’insuline [Hribal et al., 2001].
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Discussion

Les résultats obtenus montrent que les effets de FA3 sur I’hyperglycémie a jeun et sur
la tolérance orale au glucose sont meilleurs que ceux du glimépiride. Cela peut étre di a la
dose du glimeépiride qui semble insuffisante sachant qu’elle est comprise entre 1 et 8mg/jour

chez le patient diabétique.
En résumé :

Nous avons pu obtenir une fraction (FA3) de I’extrait aqueux brut qui est efficace sur
le diabéte induit chez le rat par la streptozotocine. Le mécanisme par lequel agissent les (la)
molécules contenues dans cette fraction reste a rechercher. Trois effets, directs ou indirects,
sont possibles : stimulation de la sécrétion d’insuline, potentialisation des effets de 1’insuline

ou régénération des cellules f.

La fraction FA3 contient plusieurs composés, mucilages, tanins, saponosides,
glucosides cardiotoniques, alcaloides et acides aminés. L’activité antidiabétique pourrait étre

attribuée a I’un ou a une combinaison de molécules.
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Conclusion générale

A la fin de ce travail, nous pouvons conclure que Zygophyllum geslini, précisément,
I’extrait aqueux brut de la partie aérienne est doué¢ d’une activité antidiabétique tres
remarquable. Cet extrait diminue I’hyperglycémie chronique provoquée par la streptozotocine
et améliore les perturbations de la tolérance orale au glucose. De plus cet extrait ne provoque

aucune mortalité, méme a fortes doses.

La mise en évidence des familles chimiques existant dans cet extrait montre une
richesse en plusieurs composés tels que, les saponosides, les mucilages, les tannins, les acides
aminés, les glucosides cardiotoniques, les alcaloides et les flavonoides. Pour cela, le
fractionnement de ce meélange qui nous a paru nécessaire nous a permis d’obtenir huit

fractions.

La phytochimie des fractions de I’extrait aqueux brut révele une composition variable.
Les mucilages constituent la seule famille de composés présente dans toutes les fractions. De
plus, les saponosides, les glucosides cardiotoniques, les acides aminés et les alcaloides sont
présents dans la majorité des fractions. Néanmoins, les tannins ne sont repérés que dans les

premieres fractions.

L’activité antidiabétique des fractions obtenues montre que la fraction aqueuse, dite
FA3, issue de I’extrait brut aprés traitement par le butanol suivi de I’heptane et le
dichlorométhane est la plus active et reproduit les mémes effets de I’extrait brut. Nous avons
proposé plusieurs mécanismes d’action dont le plus accepté est celui potentialisant les effets
des incretines intestinales GIP, GLP-1 et GLP-2. Ces derniéres stimulent la sécrétion

d’insuline et régénerent les cellules pancréatiques.

Comme perspective, nous envisageons une purification plus poussée de cette fraction
afin de cibler la ou les molécules actives vis-a-vis le diabete sucré dans le but de les classer
parmi les principes actifs antidiabétiques. Par la suite, le ou les mécanismes d’action seront

recherchés et les éventuels effets secondaires seront évalués.

A coté des effets positifs de FA3, d’autres fractions ont montré un effet non
négligeable sur le diabéte et peuvent étre testées d’une autre maniére en variant certains
parametres tels que la dose administrée aux rats. D’autre part, une purification de ces fractions

s’avererait indispensable.
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Annexes

Annexe 1 : résultats de I’extrait aqueux brut de Zygophyllum geslini

Tableau 1 : résultat résumant les effets des fractions de EAB sur la glycémie a jeun et la
tolérance orale au glucose

Effet sur
L. Tolérance orale au
Glycémie a jeun
) glucose
Fraction
FAL (300mg/kg) + n
FB1 (200mg/kg) + _
FA2 (75mg/kg) - -
FB2 (100mg/kg) + -
FAH (200mg/kg) + ¥
FH (20mg/kg) Effet négatif avec toxicité (résultat non montré)
FA3 (100mg/kg) + +
FDM (50mg/kg) - ;

+ . effet positif

- : pas d’effet
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Annexe 1 : résultats de I’extrait éthanolique brut de Zygophyllum geslini

Toxicité de I’extrait éthanolique :

Sept doses de I’extrait éthanolique ont été testées sur des lots de 4 rats. Les doses
sont:0,45;09;1;11;12;15; et 19 g/kg administrées par voie orale. D’apres les résultats

obtenus, aucune toxicité n’a été remarquée.

Evolution de la glycémie pendant les 5 semaines :
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Figure 01 : Evolution de la glycémie (A) et du poids (B) des rats normaux et

diabétiques traités et témoins durant les cinq semaines de traitement par 500 mg/kg

d’extrait éthanolique.
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Figure 02 : Test de tolérance chez des rats normaux traités 1 heure (par 1
g/kg de ’extrait éthanolique) avant gavage de 3 g/kg de glucose.
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Figure 03 : Evolution de la glycémie des rats suivis 7 heures aprés gavage (ou
non) de 1 g/kg d’extrait éthanolique.

* La signification de la différence entre les diabétiques témoins et les traités.
O La signification de la différence entre les diabétiques témoins et les traités.
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Figure 04 : structure du glimépiride

Figure 05: Photo de
Zygophyllum geslini de la région
d’Adrar
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Le diabete sucré est une maladie trés fréquente dans le monde entier. Il est traité par l’insuline et les
antidiabétiques oraux qui peuvent causer des effets secondaires graves. Pour cette raison et vu leur indisponibilité dans
certains cas, les diabétiques se soignent par les plantes médicinales.

Le présent travail a pour objectif I’évaluation de 1’activité antidiabétique de Zygophyllum geslini, une herbe
trés utilisée contre le diabéte sucré. Nous avons étudié la partie aérienne qui a été utilisée pour préparer un extrait
aqueux brut (EAB). Cet extrait subit une série de fractionnements liquide-liquide. EAB et les fractions qui en
découlent, soumises au fur et & mesure a 1’étude phytohimique, sont testés pour leur activité antidiabétique sur le rat
wistar rendu diabétique par la streptozotocine a la dose de 50mg/kg.

Les résultats montrent la présence de plusieurs familles chimiques dans EAB qui sont, les mucilages, les
tannins, les saponosides, les acides aminés, les flavonoides, les glucosides cardiotoniques et les alcaloides.

EAB a 500mg/kg réduit significativement 1’hyperglycémie a jeun et améliore la tolérance orale des rats au
glucose. Les effets des sept fractions de EAB ainsi que leur composition sont variables. Aux doses testées, trois
fractions ont montré une action positive sur I’hyperglycémie a jeun et sur la tolérance orale au glucose, deux agissent
seulement sur I’hyperglycémie a jeun alors que les deux restantes n’ont pas d’effets sur le diabéte.

Il est évidement clair que Zygophyllum geslini, précisément EAB régule certaines perturbations du diabéte.
Cette propriété est conservée dans les fractions préparées. Il sera, donc, crucial de choisir la fraction la plus active pour
poursuivre le fractionnement chimique et I’évaluation de 1’activité antidiabétique.

Mots clés : Zygophyllum geslini, Extrait aqueux, streptozotocine, fractionnent liquide-liquide, phytochimie

Diabetes mellitus is a very common disease in the world. It is treated by insulin and oral antidiabetic agents
that can cause serious side effects. For this reason and because of their unavailability in some cases, diabetes is cured
by herbs.

This work aims to evaluate the antidiabetic activity of Zygophyllum geslini, an herb widely used against
diabetes mellitus. We studied the aerial part that was used to prepare a crude aqueous extract (CAE). This extract
undergoes a series of liquid-liquid fractionation. CAE and fractions derived there from, subject to the phytohemical
study were tested for their antidiabetic activity in 50mg/kg streptozotocin induced-diabetic Wistar rats.

The results show the presence of several chemical compounds in CAE, mucilages, tanins, saponins, amino
acids, flavonoids, cardiac glycosides and alkaloids.

CAE at 500mg/kg significantly reduces fasting hyperglycemia and improves oral glucose tolerance in rats.
The effects of the seven fractions of CAE and their composition are various. At the tested doses, three fractions
showed a positive effect on fasting hyperglycemia and the oral glucose tolerance, two act only on fasting
hyperglycemia, while the remaining have no effects on diabetes.

It is obviously clear that Zygophyllum geslini precisely CAE regulates certain disturbances of diabetes. This
property is maintained in the prepared fractions. It is, therefore, crucial to choose the most active fraction for further
chemical fractionation and evaluation of the antidiabetic activity.

Keywords: Zygophyllum geslini, aqueous extract, streptozotocin, liquid-liquid fractionation, phytochemistry



