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Avant- propos

Les travaux qui ont fait I’objet de cette présente thése ont été réalisés dans
le Laboratoire Antibiotique, Antifongique: Physico-chimie, Synthese et Activité
Biologique (LAPSAB), Faculté SNV-STU, Université A. Belkaid, Tlemcen-Algérie,
en collaboration avec le Laboratoire Hormonologie Expérimentale, Université Libre
de Bruxelles (ULB) Belgique.

Notre problématique s’inscrit dans un axe de recherche pluridisciplinaire
qui concerne I’¢tude des plantes médicinales utilisées dans le traitement du diabéte
sucré. L’approche ethnopharmacologique est adoptée afin de recenser et inventorier
les plantes utilisées pour les patients diabétiques du pays. Les plantes seélectionnées
sont etudiées pour leur efficacité et leur toxicité chez le model expérimental de
diabete, induit par la streptozotocine, corrélées a une analyse phytochimique
du matériel végétal en vue de déterminer les substances actives et d’élucider

leur mécanisme d’action.
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Résumé

L’ethnopharmacologie, une discipline qui se partage entre la tradipratition et
I’expérimentation aux laboratoires, a pour but d’argumenter scientifiquement les effets thérapeutiques
des plantes médicinales utilisées en médecine traditionnelle. Parmi ces plantes Citrullus colocynthis ou
coloquinte, plante de la famille des cucurbitacées, anciennement utilisée par la population de
diabétiques, sous forme d’infusion des graines ou du fruit entier pour traiter le diabéte sucré. De ce
fait, 1’objectif de cette étude est consacré a 1’évaluation des propriétés antidiabétiques des extraits de
graines de cette plante in vivo chez des rats rendus diabétiques par la STZ et in vitro sur des Tlots
pancréatiques isolés de rat.

Différents extraits agueux et organiques ont été préparés a partir des graines de Citrullus
colocynthis: extrait brut agueux non dégraissé (EIl) et dégraissé (EIl), extrait hydrométhanolique (EM),
acétate d’éthyle (EAc) et n-butanol (En-B). L’analyse phytochimique a révélé la présence de tanins,
flavonoides et de terpénoides principalement. Selon le type d’extrait ou le solvant utilisé, les extraits
EAc et EM sont caractérisés par des teneurs relativement élevés en polyphénols et en flavonoides,
dont les taux sont de 298,88; 238,8mg eq AG/g et 219,1; 147,76mg eq Cat/g respectivement. Ces
flavonoides identifiés par CCM comme étant la quercétine et la mérycétine. Leur effet antioxydant
comme effet antiradicalaire sur le DPPH, donne les résultats suivant 1Cs, EAc=350ug/ml et ICs
EM=580ug/ml.

Chez les rats diabétiques, les extraits EI, EIl et En-B montrent un effet antihyperglycémiant
significatif a court terme (3h), et un effet antidiabétique a long terme (3 semaines). Tandis que ’effet
antidiabétique des extraits EM et EAc n’apparait qu’a partir du 14°™ jour. Cet effet & long terme est
accompagné de la correction de certains paramétres métaboliques (cholestérolémie totale,
triglycéridémie, urée, créatinine et transaminases), tissulaires (régénération des cellules pB-
pancréatiques) et autres syndromes diabétiques (polyphagie, polydipsie et chute de poids corporel)
altérations provoquées par I’installation du diabéte induit par la STZ. Par ailleurs, le traitement
préalable des rats par ’extrait EI montre un effet protecteur de ce dernier vis-a-vis des effets toxiques
de la STZ. Les extraits testés ne présentent aucun signe de toxicité apparente chez les rats traités.

L’étude in vitro de I’activité antidiabétique des extraits de graines de la coloquinte a montré,
un effet insulinotrope dose dépendant des extraits EM et EAc, et un effet inhibiteur de la sécrétion de
I’insuline dose dépendant des extraits EI et En-B. L’extrait EM s’est révélé aussi une cytoprotection
des Tlots pancréatiques vis-a-vis de la toxicité de la STZ.

En conclusion, ces résultats préliminaires nous ont permis de mettre en évidence 1’effet
antidiabétique et insulinotrope des extraits bruts non toxiques de la coloquinte, qui méritent des études
chimiques et biologiques approfondies afin de confirmer I’utilisation pharmaceutique de la coloquinte.

Mots clés: Citrullus colocynthis, graines, activités antioxydantes, antidiabétique, insulinotrope, effet
cytoprotecteur



Abstract

Ethnopharmacology, a discipline that is divided between traditional practice and
experimenting laboratories, is to argue scientifically therapeutic effects of medicinal plants used in
traditional medicine. Among these plants Citrullus colocynthis or colocynthis, plant of cucurbitaceae
family, was formerly used by diabetic, as an infusion of seeds or whole fruit. Therefore, the aim of
this study is concerns the evaluation of anti-diabetic properties of seeds extracts in vivo in STZ
diabetic rats and in vitro in isolated pancreatic rat islets.

Different organic and aqueous extracts were prepared from the seeds of Citrullus colocynthis:
aqueous crude extract-fat (El) and defatted extract (Ell), hydromethanolic extract (EM), ethyl acetate
(EAc) and n-butanol (En-B). The phytochemical analysis revealed the presence mainly of tannins,
flavonoids and terpenoids. According to the type of extract or the solvent used, EAc and EM
extracts are characterized by relatively high levels of polyphenols and flavonoids, 298.8; 238.8 mg eq
AG/g and 219.1; 147.76 mg eq Cat/g respectively. Flavonoids such as identified by TLC as merycitin
and quercetin. Their antioxidant effect on DPPH radical scavenging effect, gives the following
results EAC 1Cs = 350ug/ml and 1Cso EM=580ug/ml.

In diabetic rats, El, ElIl and In-B extracts show a significant short-term antihyperglycemic
effect (3h) and a long-term antidiabetic effect (3 weeks). While the antihyperglycemic effect of
EM and EAc extracts appears only from the 14™ day. The long term antihyperglycemic effect is
accompanied by correcting some metabolic parameters (total cholesterol, triglycerides, urea,
creatinin and transaminases), tissular (regeneration of pancreatic -cells) and other diabetic symptoms
(polyphagia, polydipsia and falling body weight) caused by instatllation of diabetes induced
by STZ. In addition, the pretreatment of rats with El extract shows a protective effect towards the
toxic effects of STZ. The extracts tested show no signs of apparent toxicity in rats.

The antidiabetic activity in vitro study of colocynthis seeds extracts showed a dose-dependent
insulinotropic effect of EM and EAc extracts and an inhibitory dose dependent effect on insulin
secretion of El and En-B extract. EM extract has proved also pancreatic cytoprotection towards
the toxicity of STZ.

In conclusion, these preliminary results allowed us to demonstrate the antidiabetic and
insulinotropic effect of non-toxic crude colocynthis extracts, which deserve extensive chemical and
biological studies in order to confirm a pharmaceutical use of colocynthis.

Keywords: Citrullus colocynthis, seeds, antioxidant, antidiabetic, insulinotropic,

cytoprotective effect
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Introduction générale

L’utilisation des plantes médicinales a des fins thérapeutiques est une forme de
médecine qui remonte aux temps les plus reculés de I'histoire de I'homme. De nos jours,
pour divers raisons d’ordre socio-économiques, socio-culturelles ou autres, les gens ont
toujours recours a la médecine traditionnelle pour se soigner et traiter des maladies aussi bien
bénignes (rhume ou colopathies fonctionnelles) que sérieuses (cancer, alzheimer).
La phytothérapie ou la thérapie par les plantes médicinales ayant des vertus thérapeutiques, en
fait partie intégrante tel que définie par 1’organisation mondiale de la santé (OMS). En effet,
d’aprés les estimations de cette derniéres plus de 80% de la population mondiale, surtout dans
les pays sous deéveloppés, ont recours aux traitements traditionnels pour satisfaire leurs
besoins en matiére de santé et de soins primaires. Dans certains pays comme la Chine, les
Corée du Nord et du Sud la médecine traditionnelle est intégrée dans la politique de santé
nationale, alors que beaucoup de pays africains tardent a standardiser et a valoriser leurs
richesses naturelles (OMS 2002; Eddouks et al. 2007).

Dans ce but, les recherches entreprises actuellement ont pour objectif la valorisation
de la médecine traditionnelle a travers la découverte de nouvelles molécules et
la formulation de médicaments accessibles et utilisables dans le traitement de maladies
chroniques essentiellement le sida, le cancer, I’hypertension artérielle et le diabéte sucré.
Ce dernier est consideré comme une des maladies non transmissibles, la plus fréquente dans
le monde et la plus traitée par la médecine populaire. 1l est considéré actuellement comme un
facteur majeur de surmortalité, réduisant 1’espérance de vie des individus qui en sont atteints
de 5a 10 ans (B6hme et al. 2006). La prévalence du diabéte a 1’échelle mondiale progresse
de fagon alarmante, selon 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) et la Fédération
internationale du Diabéte (FID), Chaque dix seconde une personne meurt du diabéte
directement ou indirectement par suite d’'une complication, ce qui est a I’origine de pres de

quatre millions de déces par an (FID 2008, Motala et al. 2010).

Le développement de nouveaux médicaments s’appuie largement soit sur la chimie de
synthése, soit sur I’inventaire des ressources naturelles de plantes medicinales, qui sont la
source la plus riche en molécules biologiquement actives utilisables en thérapeutique.
Actuellement, plusieurs enquétes ethnobotaniques sont réalisees a travers le monde, afin de
recenser les plantes les plus utilisées en médecine traditionnelle pour le traitement du diabéte
sucré. Dans la région méditerranéenne, y compris 1’Algérie, plusieurs études ont établi un

inventaire d’une centaine de plantes réputées antidiabétiques; parmi ces plantes,
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la coloquinte ou Citrullus colocynthis qui est freguemment utilisée pour le traitement de
I’hyperglycémie chez les diabétiques de type 2, sous forme d’infusion soit des graines soit
des fruits en entier de cette plante, mais sans connaitre scientifiguement son
mécanisme d’action. Selon la fréquence d’utilisation traditionnelle de la coloquinte en
phytothérapie; plusieurs études ont été réalisées pour la mise en évidence de I’effet
antidiabétique dans des extraits de différentes parties de cette plante (fruits, pulpes, graines,
feuilles et racines), chez des patients ainsi que des animaux de laboratoires
normoglycémiques et rendus diabétiques, dont les résultats publiés sont prometteurs
(Abdelhassan et al. 2000; Huseini et al. 2009; Khatibi et al. 2011; Khoshvaghti
et al. 2011).

L’objectif de ce travail de thése est consacré a 1’évaluation de I’activité antidiabétique
des extraits de graines de Citrullus colocynthis, in vivo chez des rats non diabétiques et des
rats rendus diabétiques par la streptozotocine, ainsi que I’évaluation in vitro de D’effet

insulinotrope dans les Tlots pancréatiques.

Le présent manuscrit, inclut une introduction générale et une synthese bibliographique
sur l’actualit¢ du diabéte sucré (épidémiologie, complications et traitement), les plantes
antidiabétiques et sur la coloquinte; la partie expérimentale est structurée en trois chapitres
complémentaires, dont chacun comporte sa partie matériel et méthodes, résultats et

discussion.

Le premier chapitre concerne une étude phytochimique préliminaire de certains
extraits de graines de Citrullus colocynthis: extrait brut aqueux non dégraissé (EI)
et dégraiss¢ (EII), extrait hydrométhanolique (EM), extrait acétate d’éthyle (EA) et extrait
n-butanol (EB), elle comporte ;

= Une analyse guantitative des extraits: mise en évidence des familles chimiques en uilisants
des réactifs spécifiques

= Une analyse chromatographique sur couche mince

= Dosage quantitatif de polyphénols et de flavonoides totaux

= Détermination de I’activité antiradicalaire sur le DPPH



Introduction générale

Le deuxieme chapitre est consacré a I’é¢tude de I’activité antidiabétique in vivo des
extraits de la coloquinte, chez des rats Wistar non diabétiques et des rats rendus diabétiques
par la streptozotocine (65mg/kg p.c.) suivis a court (trois heures) et a long terme (trois
semaines). L’influence du traitement par les différents extraits de la coloquinte chez les

animaux expérimentaux et témoins est évaluée en mesurant les variations et I’évolution de:

= Leurs parametres métaboliques sanguins: glycémie, cholestérol total, triglycérides, urée,
créatinine, TGO, TGP et phosphatase alcaline
= Leurs poids corporels, consommation d’eau et d'aliment

=  Leurs pancréas par analyse immunohistochimique (marquage de 1’insuline)

Cette ¢tude est précédée par 1’évaluation de la toxicité aigues des extraits de la coloquinte:

détermination de la dose létale (DLygo et DLso) et la dose de travail (dose test: dose injectée).

L’effet protecteur de la coloquinte vis-a-vis de la cytotoxicité de la streptozotocine, a été

également étudié chez les rats prétraités au préalable par les extraits aqueux.

Le troisiéme chapitre de cette étude, est consacré a 1’évaluation de I’effet des extraits
de graines de la coloquinte sur la sécrétion de I’insuline par les Tlots pancréatiques de rat

in vitro.

En fin, ce manuscrit se termine par une discussion générale des principaux résultats,

suivie par une conclusion générale et des perspectives.
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Le diabéte sucré, est une affection métabolique caractérisée par une hyperglycémie
chronique résultant, d’'une déficience de sécrétion de I’insuline, et/ou d’une anomalie de
I’action de I’insuline sur les tissus cibles. Il se définit par une glycémie au hasard supérieure a
2 g/l (11,1 mM) avec des symptomes de diabete, une glycémie a jeun supérieure ou égale a
1,26 g/l (7 mM) a deux reprises, ou une glycémie supérieure a 2 g/l (11,1 mM) 2 heures apres
une charge orale en glucose (OMS 2006; Simon D. 2008).

Par sa prévalence actuelle dans le monde et les projections faites, le diabéte sucré
constitue 1’un des axes prioritaires de santé publique. Le nombre de patients a en effet doublé
au cours des quinze derniéres années et on s'attend raisonnablement a un nouveau doublement
dans la prochaine décennie, en particulier dans les pays en voie de développement.
La prévalence du diabete a I’échelle mondiale progresse de facon alarmante, les projections
de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) ont dénombré une prévalence de 5 a 7% de la
population mondiale, soit un nombre de 220 millions de diabétiques en 2010, et environ 366
millions en 2030 (FID 2008; Fagot-Campagna et al. 2010). La prévalence du diabete en
Europe est estimée a 4% de la population totale (Wens et al. 2005). Le monde arabe est
frappé de plein fouet par ce fléau; Au Moyen-Orient 9,2% de la population en serait atteinte
(Bernheim 2008). Le continent africain n’échappe pas a la montée en puissance du diabéte
dans le monde, déja durement touché par le SIDA et le paludisme, il doit aujourd’hui faire
face a un nombre croissant de diabétiques, quelques sept millions d’Africains sont
actuellement porteurs du diabete sucré (OMS 2007; Gning et al. 2007; Motala et al. 2010).
Aux pays du Maghreb, ils ne sont pas en reste, ’OMS estime qu’au moins 4,5% de plus de
20 ans y sont atteints de diabéte de type 2, un pourcentage qui devrait monter a 6% voire 7%
des 2025 (Bernheim 2008). En Tunisie, la prévalence du diabéte est beaucoup plus faible
dans I'échantillon rural (4,4% chez les hommes et 5,7% chez les femmes) que dans
I'échantillon urbain, 9,4% chez les hommes et 11,7% chez les femmes (Bouguerra et al.
2007). Au Maroc, c’est 8 % de la population qui souffrent, soit 8,7% ont plus de 30 ans et
11,5% plus de 40 ans (Ramdani M. 2010). En Algérie, ils sont prés de deux millions
(2,8 million) de diabétiques dont un million de personnes ignorent leur maladie, avec une
prévalence de 1 a 3%, et 7,3% pour le diabéte de type 2 (OMS 2007; Ouadahi et al. 2009;
Boudiba et al. 2008). Dans la région de Tlemcen, I’é¢tude épidémiologique réalisée par
Zaoui et al. (2007), sur un échatillon de population de 7656 parsonne, a révélé une
prévalence globale du diabete de 14,2%, les hommes (20,4%) etant plus touchés que les
femmes (10,7%).
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C'est essentiellement le mode de vie, le vieillissement et l'urbanisation qui sont
responsables de cette évolution inquiétante de la prévalence du diabete. L'anarchie alimentaire
avec ses exces caloriques et une consommation débridée de sucres raffinés et de lipides,
associee a une sédentarité de plus en plus marquée font progressivement le lit de la surcharge
pondérale, puis de l'obésité. Ces dernieres menent évidemment dés lors qu'il y a un terrain
héréditaire, a l'insulinorésistance et au diabéte essentiellement le diabéte de type 2
(Buysschaert 2003). L’étiologie du diabéte sucré definie différents types, dont deux sont
majoritaires c’est le typel et le type 2. Il existe d’autres formes comme le diabéte
gestationnel, qui peut étre transitoire car il est lié a une résistance a 1’insuline pendant la
grossesse mais peut également persister apres la grossesse. Un diabéte correspondant a une
forme génétique identifiée de type Mody; ou des cas de diabéte résultant de conditions
spécifiques secondaires a la prise de corticoides, a une pancréatite, une hémochromatose ou

une mucoviscidose (Fagot-Campagna et al. 2010).

Le diabete de typel, anciennement appelé diabéte insulinodépendant (DID) ou diabete
juveénile, il représente 5 a 10% des cas et debute habituellement chez les enfants et les jeunes
adultes (avant 30 ans). Il est caractérisé par la destruction des cellules B pancréatiques suite a
une réaction auto-immune, survenant sur un terrain de susceptibilité génétique a la suite de
facteurs déclenchant, provoquée par des lymphocytes T (CD4" et CD8") qui détruisent
sélectivement les cellules B insulinosécrétrices du pancréas, d’ou 1’incapacité de la personne
atteinte a sécréter I’insuline (Chatenoud 2006; Grimaldi 2009). C’est pourquoi le diagnostic
est souvent brutal et les injections d’insuline sont vitales chez ces personnes (Chatenoud

2006).

Le diabéte de type 2, anciennement appelé diabete non insulinodépendant (DNID),
est caractéris€ par D’association, a des degrés variables, d’une insulinopénie et une
insulinorésistance. C’est la forme la plus fréquente chez I’adulte apres 50 ans, elle représente
80 a 90% de diabéte avec 300 millions de personnes atteintes dans le monde, soit une
augmentation de 7 millions chaque année (Matola et al. 2010). Ce type de diabéte résulte de
la conjonction de plusieurs genes de susceptibilité, dont I'expression depend de facteurs
environnementaux, comme la consommation excessive de graisses saturées, de sucres rapides,
la sédentarité¢ et I’obésité. Le role de I’hérédité n’est pas négligeable puisque souvent des
antécédents familiaux de diabete sucré sont retrouvés chez les ascendants (Booth 2008; Holt
et al. 2010).
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La gravité du diabéte sucré est liée essentiellement a la séveérité de ses complications.
IIs sont de deux formes aigués et chroniques. Les complications métaboliques aigués, le plus
souvent I’acidocétose et le coma hyperosmolaire, sont trés répondus chez les diabétiques de
typel. L’hypoglycémie représente la complication aigué la plus fréquente, rarement mortelle
chez le diabétique de type 1. L’hypoglycémie du diabétique de type 2 traité par
I’insulinosécrétagogue est plus rare, mais elle peut étre plus dangereuse en cas de coma
prolongé. Nombreux sont les facteurs intrinseques et extrinseéques qui influencent la glycémie
chez les diabétiques, ce qui rend difficile la prédictibilité et donc la prévention des

hypoglycémies (Radermecker 2005).

Les complications organiques chroniques, secondaires a I’hyperglycémie apparaissent
a long terme, ils entrainent des micro- et macroangiopathies (Barnett 2009).
Les microangiopathies touchent les petits vaisseaux sanguins, elles se manifestent au niveau
de ’ceil, c’est la rétinopathie. Aprés 20 ans de diabéte, 60% des diabétiques de type 2 ont une
rétinopathie dont 2% perdent la vue. Au niveau des reins et des nerfs c’est la néphropathie
et la neuropathie dont leurs fréquences est environ 20% et 50% respectivement (Raccah
2004; OMS 2006). Par opposition a la microangiopathie, la macroangiopathie diabétique
touche les grosses artéres destinées a irriguer tout particulierement le cceur, les jambes et le
cerveau. L’atteinte des artéres coronaires et des artéres cérébrales conduisent a des accidents
cardio-vasculaires (infarctus du myocarde) et cérébraux, de méme I’artérite constitue un
risque de gangréne pouvant conduire a I’amputation (Sachon et al. 2005). Les complications
dégénératives conséquentes d’une hyperglycémie chronique conduisent a un taux de mortalité
élevé. L hyperglycémie est le troisieme facteur de risque mondial responsable de 5,8% de la
mortalité totale (OMS 2006, Grimaldi A. 2009). Une personne mourant toutes les dix
secondes, dont le nombre de déces annuel lié au diabete est estimé a prés de quatre millions
soit une prévalence de 6% dans le monde (FID 2008, Matola et al. 2010). Dans la
majorité des cas la cause courante d'invalidité et de mortalité chez les personnes atteintes
de diabéte est ’accident cérébro-vasculaire et les complications rénaux (Roglic et al. 2005;
Dawson et al. 2008).

De ce fait, une prise en charge médicale demeure indispensable aux diabétiques,
dont D’objectif principal est de prévenir les complications aigués (hypoglycémie,
hyperglycémie), et éviter les macroangiopathies responsables de la mortalité cardio-

vasculaire. Le traitement du diabéte de type 1 associe habituellement un régime alimentaire
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soigneusement calculé, de I’activité physique, ainsi qu’une auto surveillance de la glycémie et
des injections d’insuline plusieurs fois par jour. Dans le cas du diabéte de type 2 sa prévention
repose en premier temps sur des mesures hygiéno-diététiques. Une fois déclaré, une
polythérapie avec des médications a point d’impact complémentaire est souvent nécessaire

pour obtenir un contréle glycémique optimal (Wens et al. 2005).

Une prise en charge des diabétiques de type 2, doit commencer par des mesures
nutritionnelles associées a un exercice physique régulier. Un régime alimentaire
méditerranéen riche en légumes, fruits, céréales, fibres et poisson (oméga-3), assure une
réduction de mortalité cardiovasculaire (Hodge et al. 2011). L’activité physique modérée ou
intense est associée a d’importantes réductions de morbidité et de mortalité, chez les hommes
et les femmes, en présence de diabete de type 1 ou de type 2 (Ronald et al. 2008).
Si les objectifs glycémiques ne sont pas atteint au bout de deux a trois mois, il faut faire appel
aux traitements pharmaceutiques actuels, représentés essenticllement par I’insuline et les

antidiabétiques oraux.

Les antidiabétiques oraux constituent le troisiéme volet du traitement du diabete non
insulino-dépendant aprés la diététique et I’activité physique. Cet arsenal thérapeutique
comprend des agents stimulant la sécrétion de I’insuline (sulfamides hypoglycémiants,
glitinides), des agents augmentant la sensibilité a ’insuline (metformine, thiazolidinediones)
et une drogue limitant 1’absorption intestinale des carbohydrates (acarbose) (Roussel et al.
2004). Les sulfamides hypoglycémiants appartiennent chimiquement a la famille des
sulfonylurées. 1ls stimulent la sécrétion de [linsuline sans influencer sa synthese.
Ces molécules se fixent sur leur récepteur spécifigue SUR, Sulfonyl Urea Receptor
(950 KDa), un octamere composé de quatre sous-unités formant la conductance potassique
proprement dite protéine Kir6.2 (codée par le géne KCNJ11l) et de quatre sous-unités
régulatrices SURI (codées par le géne ABCCS). L’interaction des sulfamides avec leurs
récepteurs au niveau de la membrane des cellules B-pancréatiques provoque la fermeture des
canaux Kartp dépendant, ce qui entraine une dépolarisation membranaire et 1’ouverture
secondaire des canaux calciques. L'afflux de calcium dans le cytoplasme des cellules 3 induit
I'exocytose des vésicules contenant I'insuline d'une maniére similaire a celle observée apres
stimulation par le glucose (Gally . 2005 ; Kanetee et al. 2009; Derfoufi et al. 2010).  Outre
les cellules B (Kir 6.2, SUR1), les canaux Katp sont exprimes dans les cellules du myocarde

et du muscle lisse artériel (Kir 6.1, SUR2). En fonction de I’affinité de liaison au récepteur
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SUR, on distingue deux groupes d’insulinosécrétagogues, le premier est [-selectif
(Tolbutamides, gliclazide), car il bloque que les canaux pancréatiques, le deuxiéme groupe est
non B-sélectif (Glibenclamide, répaglinide), aux concentrations thérapeutiques il bloque aussi
les récepteurs vasculaires et coronaires Kir6.2/SUR2. Cette action sur le myocarde peut étre
délétere et susceptible de supprimer le préconditionnement du myocarde a I’ischémie,
mécanisme physiologique efficace de protection tissulaire contre 1’ischémie. Et donc les
insulinosécrétagogues non B-selectifs a long terme peuvent augmenter le risque de mortalité

lié a I’infarctus du myocarde (Tielmans et al. 2007; Khalangot et al. 2009).

Les sulfamides hypoglycémiants administrés par voie orale, sont totalement absorbé
au niveau digestif, et fortement liés aux protéines plasmatiques, puis métabolisés dans le foie
et excrétés principalement dans les urines, leur demi-vie d'élimination varie de 2,5 a 40 heures
(Tielmans et al. 2007). L’administration prolongée (plus de trois mois) réduit 1’hémoglobine
glyquée (HbAlc) de 1 a 2%, ce qui permet de réduire significativement le risque de décés di
au diabéte a 21%, d’infarctus du myocarde a 14% et a 37% le risque de complications
microvasculaires (Thissen et al. 2005 ; Ben Abdeljelil . 2009). L'effet indésirable majeur des
sulfamides est le risque d’hypoglycémie. Les hypoglycémies peu sévéres sont fréquentes chez
le diabétique de type 2, tandis que les hypoglycémies séveéres plus rares mais elle peut étre
plus dangereuse en cas de coma prolongeé (4% de déces) (Radermecker R.P. 2005). D’autres
effets peuvent apparaitre, comme, des troubles digestifs (nausées, vomissements, diarrhées et
douleurs abdominales) et hématologiques (thrombopénie, anémie, leucopénie) ainsi qu’une
prise de poids corporel. Le taux d’échec secondaire avec ces produits s’¢leve de 5 a 10 % par

an (Thissen et al. 2005).

De nouveaux insulinosécrétagogues sont développés, les analogues du GLP-1 et les
inhibiteurs du DPP-IV. Le GLP-1 (Glucagon Like Peptide-1) et le GIP (Glucose-Dependent
Insulin Releasing Polypeptide) sont des hormones peptidiques produites par le tube digestif
ayant un effet incrétine. Ce dernier se définit par une augmentation de 1’insulinosécértion en
réponse au glucose administré par voie orale. Le GIP et GLP-1 sont sécrétés par les cellules K
du duodénum et les cellules L de I’iléon et du cdlon proximal en réponse au repas, ils
potentialisent 1’insulinosécétion induite par le glucose, 50 a 60% de I’insuline sécrétée
pendant un repas résulte de ’effet des incrétines. Le GIP et GLP-1 sont rapidement dégradés
en métabolites inactifs par I’enzyme DPP-1V (dipeptidylpeptidase-1V). Les inhibiteurs du
DPP- IV potentialisent les effets physiologiques des incrétines (Gautier et al. 2008;
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Derfoufi et al. 2010). Parmi les produits ayant une application thérapeutique, Les analogues
du GLP-1, disponibles seulement par voie injectable, et les inhibiteurs de la DPP-IV ou
gliptines (sitagliptine et vildagliptine) administrés par voie orale journaliere, peuvent réduire
le taux de HbAlc de 0,6 a 1% avec une diminution de la glycémie postprandiale, mais ils sont
souvent associée a des effets indésirables gastrointestinaux tels que nausées, vomissements et
diarrhées (Bosenberg et al. 2008, Galtier et al. 2008).

En ce qui concerne les insulinosensibilisants, seule la famille des biguanides est
responsable de cette action. Ils sont représentés sur le marché par la metformine, son
absorption se fait principalement au niveau de I’intestin gréle, ¢’est une molécule hydrophile
polaire, complétement ionisée au pH plasmatique. La demie vie de cette molécule est
comprise entre 4 et 8 heures, son élimination est majoritairement urinaire (Orban et al.
2006). L'action de la metformine est essentiellement extrapancréatique, elle n’a aucun effet
sur la sécrétion de I’insuline, mais elle nécessite sa présence pour agir. Sur le plan
moléculaire, la mitochondrie est la premiere cible de la metformine; a ce niveau elle inhibe le
complexel de la chaine respiratoire ce qui provoque une augmentation du rapport AMP/ATP,
I’augmentation de I’AMP active une protéine-kinase I’AMPK (Guigas et al. 2008, Foretz et
al. 2008). Cette voie de signalisation permet la réduction de la glycémie basale et
postprandiale en diminuant la production hépatique du glucose (9 a 30 %) par inhibition de la
néoglucogenése (lactate, pyruvate, acides aminés), elle amplifie la sensibilité a I'insuline par
augmentation de la captation et I'utilisation périphérique du glucose, notamment au niveau
musculaire, et elle retarde I'absorption intestinale du glucose (Andrew et al. 2005 ; Zitouni
Imounachen M. 2010). La metformine est capable de réduire le taux d'HbAlc
approximativement de 1% a 1,5%, elle améliore les perturbations du bilan lipidique en
diminuant le taux des triglycérides, du cholestérol total et le LDL-cholestérol ; de plus, elle
est associée a une réduction pondérale ou au moins a une stabilisation du poids corporel liée a
une diminution de I’insulinémie (Orban et al. 2006). L’acidose lactique est réputée comme
étant la complication la plus grave du traitement par la metformine avec une mortalité proche
de 50%, dont la majorité des cas d'acidose lactique se produisent chez des diabétiques atteints
d'une insuffisance hépatique, rénale, ou cardiaque. Les troubles digestifs: diarrhée, nausee,
vomissement et anorexie sont fréquents et disparaissent avec la poursuite du traitement
(Tielmans et al. 2007).



Synthése bibliographique

Une nouvelle classe thérapeutique de I’insulinorésistance est développée c’est
les thiazolidinediones TZD (rosiglitazone et pioglitazone), ces molécules ont un mode
d’action tres original qui met en avant le role crucial du tissu adipeux dans 1’homéostasie
glucidique, elles sont capables de réduire 1’insulinorésistance. Dans le muscle squelettique, les
TZD augmentent le nombre des transporteurs de glucose Glut4 et leur translocation dans la
membrane plasmique. Au niveau du tissu adipeux les TZD sont des ligands de PPARYy
(peroxisome proliferator-activated receptor-gamma), ce dernier est un facteur de transcription
qui apres avoir formé un hétérodimere avec le récepteur des rétinoides, se lie a la région
régulatrice d’un certain nombre de geénes et controdle la transcription ainsi que 1’expression des
genes impliqués dans la différenciation adipocytaire. Les nouveaux adipocytes sous-cutané
sont de petite taille et sont plus sensibles a I’insuline d’ou la réduction de la concentration
d’acides gras circulants. L’effet secondaire majoritaire des thiazolidinediones est limité a une
toxicité hépatique (Andrew et al. 2005, Kane et al. 2005 ; Gaborit et al. 2008).

La troisieme classe des antidiabétiques oraux est limitée aux inhibiteurs des
a-glucosidases intestinales. Ces pseudotétrasaccharides d'origine bactérienne, qui forment
des analogues structuraux des oligosaccharides alimentaires, inhibent de facon compétitive et
réversible les a-glucosidases de la bordure en brosse de I'intestin gréle (maltase, isomaltase et
sacharase). Ces inhibiteurs jouant le r6le de faux substrat retardent I'hydrolyse enzymatique
de poly-, oligo- et disaccharides en monosaccharides absorbables (glucose, fructose) dans
I'iléon, et ils réduisent I'nyperglycémie postprandiale. lls sont représentés par I'acarbose et le
miglitol, dont I'acarbose n'est pas absorbé par le tractus digestif a la différence du miglitol
(Tielmans et al. 2007 ; Derfoufi et al. 2010). L’efficacité hypoglycémiante de 1’acarbose est
moindre que celle des classes précédentes, elle ne provoque ni une hypoglycémie ni une prise
pondérale. Pour toutes ces raisons elle est recommandée soit dans un diabéte débutant et en
monothérapie, notamment chez la personne agée, soit dans un diabéte plus sévére en
association avec les sulfonylurées et la metformine voire I’insuline. Les effets secondaires de
cette classe thérapeutique sont surtout de nature digestive, flatulence, ballonnement et
diarrhées (Thissen et al. 2005).

Le diabete sucré est une maladie chronique, invalidante et colteuse pour la population
des diabetiques. Dans la région du Moyen-Orient et I’Afrique du Nord les colts directs du
traitement des maladies liées au diabete représentent 2,5 % a 15 % des budgets annuels de

sante, alors que les principaux colts indirects du diabete sont limités aux pertes de
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productivite résultant des incapacités de travail et souffrances liées aux complications de cette
maladie (MENA 2010). L’échec des traitements pharmaceutiques conventionnels, la forte
incidence des effets indésirables qui leur sont associés (particulierement le risque
d’hypoglycémie) et I’insuffisance des infrastructures sanitaires dans les pays en voie de
développement, font qu’une large tranche de la population des diabétiques (environ 50%)
dépend essentiellement de la médecine naturelle, complémentaire ou paralléle pour se soigner
(Gordon et al. 2002; Lawrance et al. 2009). Devant ces conditions et outre les
antidiabétiques oraux, la médecine traditionnelle ou la phytothérapie, constitue pour les
diabétiques de type 2 une autre voie thérapeutique, en utilisant une variété de plantes
médicinales a moindre co(t et facilement accessibles pour traiter leur maladie (Saravana et
al. 2011; Dibong et al. 2011).

Parmi les 250 000 espéces végétales sur terre, 80 000 présentent des propriétés
médicinales, 15% sont étudiées pour leurs constitutions phytochimiques et seulement 6% pour
leurs activités biologiques dont une fraction de ce pourcentage est consacrée au diabete sucré
(Fabricant et al. 2001; Prabhakar et al. 2008). Les différentes enquétes ethnobotaniques
réalisées a travers le monde, ont montré plus de 800 plantes sont utilisées en médecine
traditionnelle pour le traitement du diabéte sucré et sec complications, dont 410 especes
environ ont prouvé expérimentalement leur effet antidiabétique, alors que le mécanisme
d’action a été déterminé pour 109 plantes seulement (Prabhakar et al. 2008; Amala . 2006).
Certaines sont a I’origine de la mise au point de médicaments antidiabétiques, comme le
biguanide (metformine), 1’origine de cette molécule revient a la guanidine (galégine) isolé de
Galega officinalis (fabacées), plante médicinale utilisée en médecine traditionnelle
européenne, durant la période médiévale pour le traitement du diabéte sucré (Grover et al.
2002; Andrade-Cetto et al. 2005). D’autres plantes sont intensivement étudiées afin de
mettre en valeur leur effet thérapeutique. Ces €tudes s’intéressent souvent a tester chez les
animaux de laboratoire 1’effet des extraits de plantes (bruts ou purifiés) sur la glycémie, dans
les conditions normales pour chercher un effet hypoglycémiant, sur un état d’hyperglycémie
temporaire (HGPO) ou permanente (induite par agents diabétogénes: la streptozotocine ou
alloxane) afin de mettre en évidence I’effet antihyperglycémiant de la plante, ou bien sur la
glycémie postprandiale en vérifiant 1’effet inhibiteur sur certaines enzymes (ao-amylase et o-

glucosidase) impliquées dans 1’absorption intestinale des glucides (Goetz 2007).
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Les propriétés antidiabétiques des plantes peuvent s’exercer suivant différents modes
d’action; soit par effet directe sur le pancréas en augmentant la taille et le nombre des ilots de
Langerhans, et sur les cellules B pancréatiques en stimulant la sécrétion de I’insuline, la
régénération cellulaire, ou une cytoprotection de ces cellules (Amala . 2006 ; Wadkar et al.
2008); soit par effet extrapancréatique en stimulant la captation du glucose et son
métabolisme dans les cellules cibles a I’insuline, en inhibant la glycogénolyse hépatique ou
I’a-glucosidase et 1’a-amylase intestinales contribuant ainsi a rétablir 1’homéostasie

glucidique (Jarald et al. 2008 ; Jung et al. 2006).

Prabhakar et al. (2008) ont résumé le mécanisme d’action de plusieurs plantes
antidiabétiques et leurs sites d’action. Certaines peuvent agir sur les enzymes clés de la
glycolyse et du cycle de Krebs, a titre d’exemple Aegle marmelose (rutacées) et Trigonella
foenumgraecum (léguminosees), elles stimulent le glucokinase responsable de la
phosphorylation du glucose en glucose-6-phosphate. Mucuna pruriens (fabacées) et
Panax quinquefolius (araliacées) activent la phosphofructokinase responsable de la
phosphorylation du fructose-6-phosphate en fructose-1,6-biphosphate. Certaines enzymes
du cycle de Krebs comme le malate déshydrogénase et le succinate déshydrogénase sont
inhibées par certaines plantes telles que: Catharanthus roseus (apocynacées) et Aegle
marmelose (Rutacées) (Prabhakar et al. 2008). Dans le cas de la néoglucogenése, les
enzymes clés sont influencés par Ocimum sanctum (lamiacées), Eclipta alba (asteracées) et
Momordica charantia (cucurbitacées), qui inhibent la phosphoenolpyruvate carboxykinase,
fructose-1,6-biphosphatase et glucose-6-phosphatase (Prabhakar et al. 2008 ; Amala .
2006). La conversion du lactate en pyruvate au cours de la glycolyse anaérobique est inhibée
par Allium sativum (alliacées), Tinospora cordifolia (ménispermacées) et Aconitum
carmichaeli (renonculacées) en inhibant la LDH. L’extrait aqueux des graines de Trigonella
foenumgraecum (léguminosées), augmente in vitro la translocation des Glut4 dans les
adipocytes 3T3-L1 et la captation du glucose suite a une phosphorylation des tyrosines au
niveau du récepteur de I’insuline, de I’IRS1 et de la sous-unité p85 de la protéine PI3-K
(Vijayakumar et al. 2005). La polymérisation du glucose en glycogéne, est une réaction
multi-étapes controlée principalement par le glycogéne synthase au niveau hépatique,
cette enzyme est affectée par certaines plantes antidiabétiques comme, Momordica charantia
(cucurbitacees), Curcuma longa (zingibéracees) et Piper betle (bipéracées). Alors que la
dépolymérisation de glycogene en glucose est influencee par Aegle marmelose (rutacées) et
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Ocimum sanctum (Lamiacées) qui inhibent le glycogéne phosphorylase (Prabhakar et al.
2008).

La sécrétion de I’insuline est sous la dépendance d’une production accrue d’ATP et
une diminution du rapport ADP/ATP dans les cellules B conduisant, a la fermeture des
canaux K" ATP-dépendants (Katp), la dépolarisation membranaire et I’ouverture de canaux
Ca®* voltage dépendant, I'influx de Ca?* intracellulaire stimule la libération de insuline
(Ferré 2005). Certaines plantes antidiabétiques peuvent agir au niveau du pancréas, soit
directement sur les canaux Ca** dans les cellules B c’est le cas de Pterocarpus marsupium
(fabacées) et Panax quinquefolius (araliacées) (Prabhakar et al. 2008 ; Amala S. 2006);
soit sur I’amplification de la syntheése d’insuline et I’empéchement sa dégradation en inhibant
I’insulinase et c’est les cas de Achyranthes aspera (amarantacées) et Camellia sinensis
(théacées) (Prabhakar et al. 2008).

Un autre point d’action des plantes antidiabétiques se résume a I’inhibition ou
ralentissement de 1’absorption intestinale de glucose et autres monosaccharides suite a
I’inhibition de I’hydrolyse enzymatique des glucides alimentaires par les a-glucosidases, ce
qui entraine en conséquence une réduction de la glycémie post-prandiale. Parmi un certain
nombre de plantes étudiées, I’extrait de feuilles de Tamarindus indica (Iéguminosées) et
Acacia pennata (mimosacées) assurent in vitro une inhibition de 1’a-glucosidase supérieure a
90%. De méme Cassia auriculata (léguminosées), Taraxacum officinale (composées) ainsi
que le mélange d’acide ursolique et I’acide oléanolique (2:1) présentent des concentrations
inhibitrices (ICsp) sur cette enzyme de 23 pg/ml, 38 pg/ml et 2 pg/ml respectivement (Goetz
2007; Hasenah et al. 2006; Wongsa et al. 2012). Certains polyphénols comme le cyanidine-
3-sambubioside et I’acide 5-caféylquinique isolés du fruit de Viburnum dilatatum (adoxacées)
sont de puissant inhibiteurs d’a-glucosidase (ICsp 3, 19 et 0.77 mM), de saccahrase (3,26 et
0,11 mM), maltase (3,85 et 1,83 mM), isomaltase (5,61 et 8,23 mM) et a-amylase (0,96 et
83,44 mM) (lwai et al. 2006). De méme, I'épigallocatéchine gallate a 246 pg/ml inhibe

in vitro a 50 % I’activité de I’a-glucosidase (Li et al. 2007).

Les principaux phytoconstituants actifs isolés des plantes antidiabétiques, sont
généralement des meétabolites secondaires, representés essentiellement par des alcaloides,
flavonoides, coumarines, glycosides, polysaccharides, stéroides, terpénoides, comme ils

peuvent étre des acides aminés ou des éléments minéraux (Grover et al. 2002; Upendra et
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al. 2010 ; Vikrant et al. 2011). Ces molécules conférent aux plantes leurs propriétés
thérapeutiques. Les recherches consacrées aux plantes médicinales ont parmi d’élucider le

mécanisme d’action de certains principes actifs a effet insulinotrope ou insulinomimétique.

Certains polyphénols comme, 1’épigallocatéchine gallate isolé du thé vert, la
kaemopférol, la quercétine, la myricétine et 1’acide gallique présentent un effet
insulinomimétique en stimulant in vitro la captation du glucose dans le muscle soléus et les
adipocytes 3T3-L1 suite a une activation de IP3 kinase (Jorge et al. 2004; Kumar et al.
2009; Vishnu Prasad et al. 2010). Le ganoderane B isolé de Ganoderma lucidum
(ganodermatacées) et 1’aconitane A isolé de Aconitum carmichaeli (renonculacées)
augmentent I’affinité des adipocytes a I’insuline (Amala S. 2006). Tandis que, la quercétine
et la myricétine sont de puissants inhibiteurs de la protéine tyrosine kinase impliquée dans le
processus post-interaction insuline-récepteur (Prabhakar et al. 2008). D’autres flavonoides,
comme la quercétine et la vitéxine, isolées de I’extrait éthanolique d’Argyrolobium roseus
(fabacées), présentent in vitro un effet insulinosécrétagogue dose-dépendant (Prabhakar et
al. 2008 ; Zabeer et al. 2008). De méme la quercétine potentialise la sécrétion de 1’insuline
gluco-dépendante et protége la viabilité ainsi que le fonctionnement des cellules 3 soumises a
un stress oxydant (Youl et al. 2010a). C’est le cas également de 1’épicatéchine et
I’épigallocatéchine-3-gallate qui protegent in vitro les cellules B-pancréatiques contre 1’effet
cytotoxique des IL-1p et de la streptozotocine (Amala . 2006 ; Yun et al. 2006). Selon
Johnston et al. (2005) et Kwon et al. (2007), les polyphénols ont un effet régulateur sur
I’absorption intestinale des glucides, car la myricétine affecte le transport intestinal du

glucose et du fructose en inhibant les transporteurs Glut2 et Glut5 respectivement.

Récemment, il a été démontré que le 1,4-dideoxy-1,4-imino-D-arabinitol, un alcaloide
isolé de Angylocalyx pynaertii (léguminosées), inhibe significativement le glycogéne
phosphorylase in vivo et in vitro (Jung et al. 2006). La berbérine stimule in vitro une
sécrétion de I’insuline dose dépendante avec une augmentation de la captation de glucose
dans les cellules en culture, les adipocytes 3T3-L1 et les myotubes L6 suite a une
phosphorylation des MAPK (Amala . 2006; Jun et al. 2008; Lee et al. 2006). De méme, la
técomine isolé de Tecoma stans (bignoniacées) stimule in vitro la captation de glucose par les
adipocytes (Jung et al. 2006). Les alcaloides peuvent agir sur 1’absorption intestinale des

glucides c’es le cas du casuarine 6-O-a-glucoside isolé des feuilles de Syzygium malaccense
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(myrtacées) qui inhibe I’a-glucosidase intestinale avec une ICsy de 5,7 pg/ml (Jung et al.
2006).

La momordicoside et ses dérivés aglycones sont des cucurbitacines glycosides isolés
de momordica charantia, stimulent in vitro la translocation des Glut4 dans les cellules en
culture, les myotubes L6 et les adipocytes 3T3-L1, cet effet est associé a une activation des
MAPK impliquées dans la captation du glucose et I’oxydation des acides gras (Tan et al.
2008). Un diterpenoide isolé des euphorbiacées, le phorbol ester, présente un effet
insulinomimétique explique par une stimulation du transport de glucose, une lipolyse et une
captation des acides aminés au niveau des cellules cibles (Prabhakar et al. 2008).
In vivo, la christinine-A, une saponine triterpénique, isolée des feuilles de Zizyphus spina
christi (Rhamnacées) diminue significativement la glycémie et 1’activité des phosphorylases
et glucose-6-phosphatase hépatiques (Amala S. 2006). Deux autres tritérpénoides isolé
d’Aesculus assamica (Sapindacées), assamicine | et Il stimulent in vitro la captation du
glucose et inhibent la libération des acides gras dans les adipocytes 3T3-L1 traitées par
I’épinéphrine (Sakurai et al. 2002). De méme, 1’acide oléanolique, un dérivé de terpénoides
isolés de nombreuses plantes, et la charantine, une saponine stéroidienne isolée de Momordica
charantia (cucurbitacées), stimulent in vitro la sécrétion de I’insuline (Prabhakar et al.
2008; Teodoro et al. 2008; Abo et al. 2008). Le ginsenoside une saponine stéroidienne, isolé
de Panax ginseng (Araliacées) est caractérisée par I’inhibition de I’absorption intestinale du
glucose, activation de glucose-6-phosphatase avec une amélioration de 1’insulinosensibilité
(Attele et al. 2002).

Au cours de ces dernieres années 1’utilisation des plantes, bien ancrée dans les meeurs,
a suscité un grand intérét pour des études ethnobotaniques et ethnopharmacologiques, qui ont
révélé une attention particuliére a la phytothérapie. Environ 30 a 60% des diabétiques dans
le monde utilisent la médecine traditionnelle (Goguen J. 2005; Baby et al. 2011).
Au Canada et au Royaume-Uni, 17% de la population atteinte du diabete ont recours aux
plantes médicinales (Dunning 2002). En Afrique, la phytothérapie est encore plus fréquente;
en Guinée, environ 33 % utilisent les plantes antidiabétiques pour des raisons multiples,
parfois associées a la croyance en I’efficacité des plantes (74%), une meilleure accessibilité a
ce type de traitement (70%) et le faible colt des plantes (48%) (Baldé et al. 2006). 80% des
Nigériens diabétiques utilisent les plantes, dont 42% se traitent par les Iégumineuses et 64%

par les astéracees (Abo et al. 2008; Upendra et al. 2010).
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Dans les régions méditerranéennes, connues par leur richesse en plantes médicinales
(environ 985 espéces totale dont 406 présentent un usage médicinale), il est difficile d'estimer
a quelle fréquence les personnes atteintes du diabete font appel a la phytothérapie (Gonzalez-
Tejero et al. 2008). Au Maghreb, peu de donnés informatifs sont disponibles a I’exception du
Maroc, ou plusieurs études ethnobotaniques réalisées dans différentes régions du royaume,
ont révélé un pourcentage d’utilisation qui varie entre 67% et 80% (Jouad et al. 2001;
Eddouks et al. 2007; Taharaoui et al. 2007). L’utilisation des plantes est caractéristique
d’une tranche d’4ge de 30 a 60 ans, dont les hommes (37%) utilisent moins les plantes que
les femmes (63%), et la majorité de la population étudiée appartient au milieu urbain (84%)
avec un niveau socio-économique moyen (72%) (Jouad et al. 2001; Bouxid 2012). En
Algérie trés peu d’enquétes ethnobotaniques sont publiées pour le recensement de plantes
antidiabétiques. A Tlemcen, une étude réalisée sur 634 diabétiques, a révélé que 62% environ
font appel ala médecine traditionnelle contre 38% qui se traitent par les antidiabétiques
(Allali et al. 2008). Dans cette région les femmes qui habitent dans les régions urbaines

(62%) sont les plus concernées (Azzi et al. 2012).

Selon la bibliographie, en Afrique la population des diabétiques utilise pratiquement
la méme gamme des plantes médicinales, estimée en nombre de 45 a 54 plantes au Maroc, 31
au Niger et environ 60 au nord-ouest algérien (Jouad et al. 2001; Taharaoui et al. 2007;
Allali et al. 2008; Azzi et al. 2012). Dans la pharmacopée traditionnelle africaine, les plantes
les plus utilisées pour le traitement du diabete sucré, regroupées en certaines familles
botaniques notamment les lamiacées, liliacées, léguminosées, cucurbitacées, apocynacées, et
les moracées, sont représentées  essentiellement par Trigonella foenum greacum
(Iéguminosées), Momordica charantia (cucurbitacées), Citrullus colocynthis (cucurbitacées),
Ficus bengalensis (moracées), Berberis vulgaris (berbéridacées), Globularia alypum
(globulariacées), Allium sativum (liliacées), Allium cepa (liliacées), Olea europaea
(oléacées), Nerium oleander (apocynacées) et Ajuga iva (lamiacées) (Bnouham et al. 2006;
Taharaoui et al. 2007; Allali et al. 2008; Aboa et al. 2008; Vikrant et al. 2011).

Parmi les plantes citées ci-dessus, la famille des cucurbitacées est la plus importante
pour leurs fruit et graines comestibles. Appartenant a des genres comme Cucurbita (le
potiron, les courges, la courgette), Cucumis (le melon, le cantaloup, le comcombre, le
cornichon), Citrullus (la pastéque), Benincasa (la pastéeque de Chine), et Sechium (la chayote).

Les fruits séchés de Lagenaria (la calebasse) sont utilisés comme des poteries et les fruits secs
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de Luffa constituent I’éponge végétale (Judd et al. 2002). Cette famille regroupe environ 120
genres et 900 especes distribuées dans les régions tropicales et subtropicales de I’Afrique,
I’Asie, 1’Australie et 1’Amérique (Crase. 2011). ces especes sont parmi les plantes
médicinales les plus utilisees dans le traitement du diabéte sucré dans ces régions (Taharaoui
et al. 2007; Allali et al. 2008; Asyaz et al. 2010), dont les plus réputées sont Bryonia alba,
Citrullus colocynthis, Coccinia indica, Cucumis sativus, Cucumis trigonus, Cucumis
metuliferus, Momordica charantia, Momordica cymbalaria, Momordica foetida, Momordica
balsamina, Momordica dioica, Tricosanthes dioica, Luffa acutangula, Luffa tuberosa
(Balaraman et al. 2010; Dhiman et al. 2012). La fréquence d’utilisation de ces plantes varie
d’une région a une autre en fonction de leur distribution géographique et leur disponibilité.
Selon certaines enquétes ethnobotaniques Momordica charantia et Citrullus colocynthis sont
fréqguemment utilisées en médecine populaire en Asie (Singh et al. 2007; Chaturvedi 2005;
Handa et al. 2006; Baby et al. 2011). Tandis que Citrullus colocynthis est la employée dans
les régions désertiques et subdésertiques de I'Egypte, du Soudan (Amala 2006; Aboa et al.
2008), de I'lran (Mosaddegha et al. 2012), de I’ Algérie (Didi et al. 2003; Allali et al. 2008;
Azzi et al. 2012), de la Tunisie (Hammouda et al. 2005) et du Maroc (Jouad et al. 2001;
Bnouham et al. 2006).

Citrullus colocynthis est connue sous plusieurs noms vernaculaires; handal, tatoor et
hadaj en arabe, taberka et tadjellet en langue berbére, coloquinte et chicotin en francais,
colocynth et bitter cucumber en anglais (Hammouda et al. 2005). C’est une plante vivace
herbacée a tige grimpante et entierement hérissée de poiles raides, de 0,5 a 1,5 m de longueur,
originaire des parties les plus tempérées de I'Asie et de I'Afrique. Elle se trouve en Arabie
Saoudite, en Syrie, en Egypte et dans la région méditerranéenne, ainsi que dans les étendues
arides et sablonneuses du nord-ouest, du centre et du sud de I'Inde (Chopra et al. 1960;
Hammouda et al. 2005). Ses feuilles alternes, arrondies en cceur a leur base, de couleur verte
vif, sont nettement échancrées en 3 ou 7 lobes de 5a 10 cm de long. Les fleurs sont bisexuées,
solitaires, de couleur jaune péle, pédonculées, auxiliaires a 5 lobes. La coloquinte est a 1’origine
de fruits globulaires lisses intensivement ameres de 8 a 10 cm de diametre, ressemblant a de
petites pastéeques (de la grosseur d’une orange) appelés les péponides ou gourdes, recouverts
d’une écorce dure et assez mince colorée de vert foncé ou de jaune selon la maturité, renfermant
une pulpe blanche et spongieuse dans laquelle se trouvent de nombreuses graines, brunes, lisses,

ovales, de 4 a 6 mm de long. La plante fleurie entre Avril-Mai et elle peut produire en été
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environ 40 a 60 fruits chaque année, dont chacun peut contenir 200 a 300 graines (Boullard
2001; Ozenda P. 2004; Hammouda et al. 2005; Chehma A. 2006).

Selon la littérature, les graines de coloquinte renferment environ 17 a 21% de lipides
totaux, dont 80 a 85% sont des acides gras insaturés essentiellement I’acide linoléique (73%)
et I’acide oléique (44%), avec la présence de 1’acide myristique (0,1%), palmitique (10%) et
stéarique (6%) (Abu-Nasr et al. 1953; Akoh et al. 1992; Schafferman et al. 1998;
Gurudeeban et al. 2010). Les graines contiennent également les fibres brutes (52%), I’eau
(3%), les cendres (3%), les carbohydrates (8%), I’acide ascorbique (30,12mg), certains
éléments minéraux Na, Mg, Fe (78,34 ; 33,35 ; 3,88 ppm respectivement) et des protéines
totales (24% a 35%), dont le taux des acides amineés essentiels est de 52%, représenté
essentiellement par phénylalanine (41%), leucine (76%), méthionine (2%), lysine (36%),
isoleucine (32%), valine (37%), thréonine (23%), histidine (23%) et arginine (66%),
également I’acide aspartique et ’acide glutamique se présentent a plus de 90%. Un acide
aminé non conventionnel déterminé dans les graines a 7% c’est le R-pyrazol-1-yl-alanine, il
est spécifique aux cucurbitacées (Sawaya et al. 1986; Nmila et al. 2002; Giwa et al. 2010;
Sultan et al. 2010; Ogundele et al. 2012).

Plusieurs études phytochimiques et de chimie analytique réalisées sur différents
extraits de différentes parties de la coloquinte: fruits, feuilles et racines, ont contribué a
I’identification de certains composants chimiques de cette espéce. Les travaux de Darwish et
al. (1974) ont réveélé la présence de trois alcaloides C1oH15NO3 CooH32NO et C16H24NO; dans
la plante entiere: graines, pulpe, feuilles et racines. Parailleur, I’analyse du spectre SM et
RMN H! d’extrait d’éther de pétrole du fruit de la coloquinte, a révélé la présence de stérols
dans cette plante, le n-octacosanol (n-C,gHsgO) et 1,26-hexacosan-diol (n-CzsHs40,) (Hatam
et al. 1990). Sultan et al. (2010) ont déterminé dans de la plante entiére (100 g) les taux de:
1,39 mg de flavonoides, 0,52 mg de saponosides, 1,64 mg d’alcaloides et 1,64 mg de
composés phénoliques. L’extrait méthanolique du fruit de la coloquinte est riche en
cucurbitacine 1, E, L, J et T, ainsi que des cucurbitacines glucosides 2-O-B-D-
glucopyranosyle-16a-20R-dihydroxy-cucurbita-1,5,23E,25(26)tetraen3,11,22trione; le 2-O-3-
D-glucopyranosyle-cucurbitacine B et le 2,25-di-O-p-D-glucopyranosyle cucurbitacine L
(Sonja et al. 2000; Nayab et al. 2006; Seger et al. 2005). Trois nouveaux cucurbitacines

glycosides ont été récemment identifies dans 1’extrait acétate d’éthyle du fruit de la
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coloquinte, il s’agit de colocynthine A (CgsHs1011), B (C37H55012) et C (C3sHs1041) (Nayab
et al. 2010).

Concernant les flavonoides, les travaux de Mahesh et al. (2008) ont revéle la
présence de quercétine dans 1’extrait acétate d’éthyle de la coloquinte (fruit, tige, feuille et
racine). De méme, Maatooq et al. (1997) et Delazar et al. (2006) ont isolé trois flavonoides
glucosides a partir de 1’extrait hydrométhanolique (70%) du fruit de la coloquinte; isovitexin,
iso-orientin et iso-orientin3'-méthyléther, pareillement la partie aérienne (feuille et tige)
contient ~ trois  autres  flavonoides dérivés  du C-p-hydroxybenzyl: 8-C-p-
hydroxybenzoylisovitexine,  6-C-phydroxybenzoylvitexine et  8-C-p-hydroxybenzoyl
isovitexine 4'-O-glucoside. Récemment autres nouveaux flavonoides glycosides ont éteé
identifiés a partir du fruit il s’agit de p-sitostérol, acid p-hydroxybenzoique, 6-C-p-
méthylbenzoylvitexine, dihydrocucurbitacine E, dihydro-epi-iso-cucurbitacine D et
dihydroisocucurbitacine B-25-acétate (Miao et al. 2012). Le fruit de la coloquinte renferme
deux nouveaux cucurbitacine-glycosides triterpéniques c’est le colocynthosides A et B
(Yoshikawa et al. 2007). Les glycosides se trouvent en grande quantité dans la coloquinte, au
niveau de la pulpe (0,22%), graines (0,18%), tiges (0,17%) feuilles (0,15%), dont le
colocynthin (Csg Hss O3), le glycoside majoritaire responsable de 1’amertume et des

propriétés médicinales de la pulpe (Natiq et al. 1989; Darwish et al. 74).

La coloquinte un purgatif drastique, largement utilisee en médecine traditionnelle pour
le traitement de nombreuses maladies, présente plusieurs activités thérapeutiques et
thérapeutiques: diurétique, anti-inflammatoire, antihistaminique, anti-acétylcholine, anti-
épileptique, anthelmintique, antibactérienne, acaricide, nématicide, herbicide et insecticide
(Talole et al. 2011; Hammouda et al. 2005; Muniasamy et al. 2010). Elle est recommandée
dans le traitement d’autres maladies comme [’asthme, ’aménorrhée, la jaunisse, le
rhumatisme, la migraine, la leucémie et le cancer touchant certains organes: vessie, sein,
colon, foie et la rate (Duke et al. 2002). Elle est également utilisée contre le diabéte,
I’hypertension artérielle, la goutte, les hémorroides, les désordres biliaires, urinaires, et contre
les piqlres de scorpions (Duke et al. 2002; Hammouda et al. 2005; Boullard 2001).
Certaines de ces activités biologiques ont été expérimentalement prouvées par de nombreuses

études scientifiques.
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Les travaux de Torkey et al. (2009), ont démontré un effet insecticide de I’extrait
éthanolique du fruit de la coloquinte testé contre Aphis craccivora (LCso 11003 ppm); de plus,
I’extrait aqueux protége les feuilles des ouvrages contre 1’attaque des insectes et des souris
(Boyaghchi 2008). Merzouk et al. (2009; 2010), ont évalué dans I’extrait aqueux de cette
plante (Fruit et graines) un effet antibactérien contre Escherichia coli et Pseudomonas
aeruginosa (CMI 0,2mg/ml), et un effet antifongique contre Candida albicans
(CMI 0,Img/ml). Tandis que Gacem et al. (2013) ont révélé un effet antifongique des
extraits aqueux et méthanolique de graines contre 4 souches d’aspergillus : Aspergillus
flavus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus fumigatus et Aspergillus niger. De méme,
I’extrait éthanolique de cette plante présente un effet inhibiteur sur Bacilus pumilus,
Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis (Memon et al. 2003; Najafi et al. 2010; khatibi
et al. 2011). Les huiles essentielles des graines sont efficaces contre Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis (CMI 0,125mg/ml) et Aspergillus niger (CMI 1mg/ml) (Doss et al. 2011).

Les cucurbitacines glucosides E et B, isolés des feuilles de la coloquinte ont présenté
in vitro (20uM) un effet inhibiteur sur la prolifération de lignées cellulaires du cancer du sein
(ER" MCF-7 et ER° MDA-MB-231) en bloquant les cellules en phase Gy/M. A 1’échelle

moléculaire cet effet est limitée & une inhibition de la protéine p34“P¢?

par phosphorylation
sur les résidus Thr 14 et Tyr 15 d’ou la réduction du taux du complexe p34°°“?/cycline B1,
protéine clé régulatrice de la phase G, du cycle cellulaire. Ces cucurbitacines sont
responsables de la désorganisation des microfilaments d’actine impliqués dans le changement
de la forme cellulaire allongée a la forme arrondie au cours de la phase M (Jian et al. 2005;
Tannin-Spitz et al. 2007a). Généralement les cucurbitacines, qui sont des triterpénes
tétracycliques isolées principalement des cucurbitacées, sont réputées par leur propriété
anti-inflammatoire, analgésique et cytotoxique in vitro et in vivo (Merzouk et al. 2011;

Merzouk et al. 2010b; Ayyad et al. 2012).

Certaines cucurbitacines, tels que cucurbitacine I, Q et B induisent 1’apoptose de
certaines lignées de cellules cancéreuses en inhibant la phosphorylation de la STAT3 et
I’expression des protéines p53 et p21 (Jayaprakasam et al. 2003; Escandell et al. 2008).
De méme P’extrait hydro-alcoolique (50mg/kg) de la pulpe de la coloquinte diminue
significativement le taux de cytokines pro-inflammatoires TNF-o, IL-6 et IL-10 associés
a ’obésité chez la souris male BALB/c (Sanadgol et al. 2011). La fraction aqueuse de

polysaccharides du fruit et I’extrait de protéine de graine de la coloquinte, présentent in vitro
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une activite immunostimulante dose-dépendante sur les cellules de rate de souris et de lapin
(ICs0= 60 pg/ml) respectivement (Bendjeddou et al. 2003; Daoudi et al. 2012).

En dermatologie, les inhibiteurs de la tyrosinase devraient étre cliniqguement utiles
pour le traitement de certaines maladies telles que le mélasma, les taches de vieillesse et les
Iésions actiniques associées a une hyperpigmentation mélanique. De ce fait, in vitro la
cucurbitacine E (isolée du fruit), présente une forte inhibition de I'oxydation de la L-DOPA en
dopaquinone par la tyrosinase (ICso = 1,99uM), cette enzyme est impliquée dans la synthese
de la mélanine suite & une hydroxylation de la tyrosine qui se transforme en DOPA
(dihydroxyphénylalanine), dopaquinone puis en mélanine (Fadimatou et al. 2010). L’extrait
éthanolique et éther de pétrole du fruit de la coloquinte, appliqués par voie topique sur la peau
dénudée des rats albinos (2% a base de pommade), stimulent la poussée des cheveux chez ces
animaux en activant a plus de 70% les follicules pileux contre 67% obtenu par le contrble
(minoxidil 2%) (Roy et al. 2007; Dhanotia et al. 2011). D’autres études en pharmacologie
ont certifié que le fruit de la coloquinte (extrait hydroéthanolique 100 mg/ml) présente in vitro
sur des tranches (slices) de foie de rat un effet hépatoprotecteur contre la toxicité de CCly
en inhibant la peroxydation des lipides et la production des substances réactives de I'oxygéne
(ROS) dans les microsomes hépatiques (Barth et al. 2002), de méme 1’administration orale
de I’extrait éthanolique du fruit (200mg/kg) chez les rats albinos révéle un effet cytoprotecteur
du foie contre la toxicité du paracétamol (Dar et al. 2012). Selon la méthode de ligature du
pylore, I’extrait méthanolique du fruit de la coloquinte (200 et 400mg/kg) présente un effet
antiulcéreux chez le rat Wistar toute en diminuant & 71% le volume gastrique (Gill et al.
2011; Reddy et al. 2012).

D’autres recherches scientifiques réalisées sur la coloquinte sont consacrées a la mise
en valeur de I’activité antidiabétique et antioxydante du fruit et des graines de cette plante.
Les travaux de Wasfi (1994) ont révélé que I’administration intrapéritonéale de 1’extrait
chloroformique (5 ml/Kg) et I’extrait méthanolique (500mg/Kg) du fruit, ne provoque aucun
changement significatif de la glycémie chez les rats normaux et les rats-streptozotocine
suivies 4 heures aprés injection de I’extrait. Par contre, I’administration orale de I’extrait
aqueux de I’écorce du fruit (300 mg/kg) diminue significativement I’hyperglycémie a court
terme (3 heures et 6 heures) chez les lapins rendus diabétiques par 1’alloxane (Abdel Hassan
et al. 2000). Chez les rats non diabétiques 1’administration quotidienne de 1’extrait aqueux du

fruit (50 et 100 mg/kg) pendant 28 jours ne présente aucun changement significatif de
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guelques parametres biochimiques TGO, TGP, LDH, Urée et créatinine ce qui élimine la
toxicité de cet extrait (Atole et al. 2009).

Dallak et al. (2009b) et Al-khateeb et al. (2009) ont révélé que I’administration orale
de Dextrait éthanolique (300 mg/kg) de la pulpe, est responsable de la réduction de
I’hyperglycémie et 1’augmentation de 1’insulinémie a court terme (5 heures de suivi) chez les
rats rendus diabétiques par I’alloxane et les rats diabétiques soumis au Test de Tolérance
Intra-Veineuse au glucose (IPGTT). De plus, cet extrait a la méme dose et a long terme (30
jours de traitement) assure une diminution significative du taux de 1’hémoglobine glyquée et
une régulation de certaines enzymes de la glycolyse et la néoglucogenése, en provoquant une
diminution concomitante de glucose-6-phosphatase et fructose-1,6-bisphosphatase, associée a
une augmentation du taux de 1’insuline stockée dans les cellules [-pancréatiques, avec une

faible stéatose hépatique (Dallak et al. 2009a; Khalil et al. 2010).

L’administration orale de 1’extrait aqueux des graines diminue significativement le
taux plasmatique de certains ions et parametres biochimiques perturbés par ’injection
intrapéritonéale de la streptozotocine chez les rats Wistar, comme LDH, TGO, TGP, K, Na et
P (Al Ghaithi et al., 2004). L’injection intrapréritonéale de 1’extrait aqueux des graines chez
les rats streptozotocine (1,25 g/kg) provoque une faible diminution de I’hyperglycémie a court
terme (4 heures) et une diminution significative a long terme (47 jours de traitement)
(Benmehdi et al., 2008). De méme, l'extrait aqueux des racines de Citrullus colocynthis
(2g/kg) provoque une réduction significative de 1’hyperglycémie (-58,70%) par rapport a
I’extrait chloroformique (-34,72%) et éthanolique (-36,60%) chez les rats diabétiques
(alloxane) (Agarwal et al., 2012).

Delazar et al. (2006) ont démontré que 200 mg/kg p.c.de I’extrait méthanolique du
fruit diminue significativement [I’hyperglycémie chez les rats rendus diabétiques par
I’alloxane et suivis pendant 6 heures. Une autre étude clinique, soutenue par ’université de
Téhéran faculté des sciences médicales, portée sur 50 patients diabétiques de type 2 répartie
en deux groupes dont un recoit 3 fois par jour 100 mg/kg p.c.de la poudre du fruit sous forme
de capsule, et le groupe témoin recoit un placébo pendant deux mois de suivi. Cette étude a
révélé une diminution significative de 1’hyperglycémie, de 1’hémoglobine glyquée et de
triglycéridémie sans noter aucune affection gastro-intestinale dans les deux groupes (Huseini

et al. 2009). Les lapins néo-zélandais, soumis a un régime alimentaire riche en cholestérol et



Synthése bibliographique

la poudre d’extrait hydrométhanolique (30/70 v/v) de graine et de pulpe de la coloquinte, aux
concentrations 100 et 200 mg/kg p.c.révelent une diminution du taux de quelques parametres
lipidiques (Triglycérides, cholestérol, HDL-cholestérol et LDL- cholestérol) (Zamani et al.
2007). De méme, la prise orale de la poudre du fruit (L00mg/kg) trois fois par jour pendant six
semaines (sous forme de capsules), diminue significativement chez des patients
hyperlipédimiants (non diabétiques) le taux du cholestérol et des triglycérides (Rahbar et al.
2010). Egalement I’administration orale d’un mélange d’extraits aqueux de graines
(300 mg/kg) de trois plantes: Citrullus colocynthis, Acacia modesta, Polygonum fagopyrum,
assure un effet hypoglycémiant significatif chez les lapins diabétiques accompagné d’une
augmentation de I’insulinémie et une protection des cellules B-pancréatiques contre 1’effet

cytotoxique de 1’alloxane (Zaman 2011).

L’effet antidiabétique a été également déterminé pour certains familles chimiques isolé
de la coloquinte, les travaux de Abdel Hassan et al. (2000) ont révélé que I’administration
orale, chez des lapins diabétiques (alloxane), des extraits de glycoside (50mg/kg),
alcaloides (50mg/kg) et de saponosides (50mg/kg) isolés de 1’épicarpe, sont capables de
réduire significativement ’hyperglycémie a court terme au bout de 2 et 3 heures apres
administration de chaque extrait, dont I’extrait de saponosides semble le plus intéressant.
De la méme maniére 1’extrait brut de saponosides des graines de la coloquinte injecté par voie
intrapéritonéale chez des rats-streptozotocine (20mg/kg) diminue significativement
I’hyperglycémie au bout de 48 heures, cette diminution est maintenue durant plus de

4 semaines de suivi (Benmehdi et al. 2011).

Concernant le stress oxydatif, les travaux de Jeyanthi et al. (2011) ont certifié que
I’extrait aqueux des graines de la coloquinte (300 mg/kg) chez les rats diabétiques présente un
effet antidiabétique en diminuant I’hyperglycémie, 1’hémoglobine glyquée, et un effet
antioxydant limité a une augmentation significative du taux des enzymes antioxydantes
plasmatiques et hépatiques (SOD, CAT, GSH, GPX, LPO). Pareillement, les travaux de
Dallak et al. (2010) ont démontré que la prise orale de 1’extrait aqueux de pulpe (300 mg/kg)
pendant 30 jours, assure un effet antioxydant intéressant qui se résume a une augmentation du
taux de SOD, de la catalase et une diminution des TBARS érythrocytaires. L’extrait
hydroéthanolique (70%) de pulpe, administré quotidiennement par voie orale (50mg/kg)
pendant 50 jours de traitement, présente un effet antioxydant intéressant et effet protecteur sur

la fonction rénale, justifié respectivement par une augmentation significative du taux
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plasmatique de SOD, GSH, GPx, et une amélioration du fonctionnement du glomérule qui
constitue le site d’une néphropathie du diabétique (Abd EI-Baky et al. 2011).
Selon Jayaraman et al. (2009), I’extrait éther de pétrole du fruit administré par voie orale
chez les rats diabétiques pendant 14 jours, provoque un effet antihyperglycémiant et
antioxydant dose-dépendant (300 et 500mg/kg) en diminuant I’hyperglycémie et le taux de

TBARS (substances réagissant avec 1’acide thiobarbiturique).

D’autres études in vitro ont bien révélé 1’activité antiradicalaire de la coloquinte.
L’extrait méthanolique du fruit aux concentrations de 1 & 2,5 mg/ml assure une réduction de
88% du DPPH (Kumar et al. 2008; Taghreed et al. 2010; Menghani et al. 2012).
De méme, 10 mg/ml de I’extrait éthanolique de feuilles, réduit in vitro 82% du DPPH et
augmente a 97% lactivit¢ de la SOD sur la réduction des radicaux libres
(Thirunavukkarasu et al. 2010). Tandis que I’extrait n-butanol du fruit (0,1 mg/ml)
assure une faible réduction du DPPH environ 40% (Al-Busafi et al. 2007). Asghar et al.
(2011) ont démontré que les extraits méthanolique et acétate d’éthyle de 1’épicarpe de la
coloquinte présentent in vitro une activité antiradicalaire sur le DPPH avec une ICsy de
505 pg/ml et 215 pg/ml respectivement. Certains flavonoides isolés du fruit présentent
un pouvoir antiradicalaire intéressant estimé par une I1Cso de 70 pg/ml, 0,5 pg et 3 pg/ml pour
I’isoscoparin, isovitexin et isoorientin 3-O-méthyle éther respectivement (Delazar et
al. 2006).

La coloquinte demeure fréquement utilisée en médecine populaire pour de nombreuses
indications thérapeutiques, malgreé sa toxicité. Dehghani et al. (2003; 2008) ont démontré que
I’administration orale de 1’extrait hydroéthanolique du fruit est responsable d’une infertilité
irréversible en diminuant, d’'une maniére dose dépendante (30, 60 et 120mg/kg), le taux de
fertilité ainsi que le nombre des embryons chez la souris (BALB/c). L’administration
intrapritonéale de D’extrait alcoolique de graines a différentes doses: 50, 100, 200 et
400mg/kg p.c.p.c., provoque une toxicité hépatique dose dépendante, en particulier les doses
200 et 400mg/kg p.c.p.c., limitée & une fibrose et une nécrose hépatique (Dehghani et al.
2006; Khatibi 2012). De plus, la prise orale du décocté de fruit de la coloquinte provoque
une diarrhée, une hypotension, une hypoglycémie avec une augmentation du taux des
transaminases sériques (Rezvani et al. 2011; Barri et al. 1983). Tandis que, la
consommation chronique d’un régime alimentaire a base de graines de la coloquinte (25%,

50% et 75% p/p) chez les rats pendant 90 jours, ne montrent aucune lésion tissulaire au
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niveau du foie, le pancréas et les testicules; par contre, le rein et I’intestin sont fortement
tpuchés (Ambi et al. 2007). L’étude comparative de la toxicité de graines et de pulpe de la
coloquinte réalisée par Shafaei et al. (2012) chez des lapins, recevant oralement 1’extrait
hydrométhanolique pendant 4 semaines a différentes doses 100 et 200mg/kg, a indiqué une
forte toxicité de la pulpe sur le foie, le rein et ’intestin par rapport aux graines qui sont plus
efficaces et non toxique, cette toxicité est liée a la richesse de la pulpe en cucurbitacines.
De méme, la toxicité la plus franche dans les extraits des fruits et des
graines immatures (Rahimi et al. 2012). Une autre forme de toxicité accidentelle de
la coloquinte est la toxicité cutanée observeée lors de 1’usage externe (topique) d’une décoction
du fruit dans I’eau chaude, un mode d’utilisation traditionnel utilisé par la population des
diabétiques qui consiste a tromper les pieds dans cette préparartion; ce qui abouti a une

carbonisation du pied de 1’utilisateur et son amputation (Fejjal et al. 2011).
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Chanitre I: Etude phvtochimiaue de la coloauinte Introduction

La phytochimie est indispensable dans I’analyse et 1’identification des composés
naturelles issues des plantes, et susceptibles d’étre exploités dans de nombreux domaines:
pharmaceutique (antioxydants, antitumoraux, antibiotiques), alimentaire (colorants, arémes),
agroalimentaire (pesticides, insecticides) et cosmétique. Ces composés connus sous le nom de
métabolites secondaires sont classés en trois groupes majeurs: les alcaloides, les composés
phénoliques et les terpénoides, qui différent par leurs structure, voie de biosynthese,

propriétés physico-chimiques et leurs réle dans la plante.

L’isolement et la caractérisation de ces métabolites nécessite d’abord la préparation
des extraits bruts a partir du matériel végeétal (feuilles, tiges, racines, fruits) en utilisant des
solvants et des méthodes d’extractions sélectifs. Ces deux derniers jouent un role important
dans la sélection et la solubilisation de molécules a extraire. Cette solubilisation peut étre
effectuée par différentes méthodes: infusion, décoction, maceration ou une hydrodistillation
en choisissant le solvant (polarité, miscibilité): aqueux, alcoolique ou hydro-alcoolique. De
méme, La séparation et le fractionnement chromatographique sont essentiels pour la
purification de ces extraits et leurs composants, tandis que les tests phytochimiques restent
préliminaires et nécessitent une analyse chimique qualitative (LC-SM, RMN) qui détermine
la structure chimique des phytoconstituants.

Selon la bibliographie, la majorité des études phytochimiques réalisées sur
Citrullus colocynthis sont consacrés au fruit entier ainsi que les feuilles, les tiges et les
racines. En ce qui nous concerne, nous nous sommes intéressés aux graines de fruit sec et
mature. Pour ce faire, nous avons procédé a une étude phytochimique des extraits de graines
de cette plante. Certains extraits aqueux et organiques, préparés a partir des graines: un extrait
brut aqueux non dégraissé (El) et dégraissé (Ell), extrait hydrométhanolique (EM), extrait
acétate d’éthyle (EAC) et un extrait n-butanol (En-B). Ces extraits ont fait 1’objet de quelques
tests phytochimiques classiques, un dosage de polyphénols et flavonoides totaux, des analyses
de chromatographie sur couche mince et sur colonne. Nous avons également testé ’activité

antioxydante des extraits préparés en mesurant leur pouvoir antiradicalaire sur le DPPH.

Cette premiére partie de notre travail, étude phytochimique, est répartie en: matériel et
méthodes, regroupant le matériel et les techniques utilisés suivie par, interprétation et

discussion des résultats.
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Matériel et Méthodes
1. Matériel végétal

Apreés identification botanique de la plante, détermination de la famille, du genre et de
I’espéce au niveau du département de biologie comme étant Citrullus colocynthis. Le matériel
vegetal utilisé dans ce travail est les graines de la coloquinte (Figure 2c). Le fruit est récolté
a maturité en automne (entre le mois de Septembre et Novembre), dans une région qui s’étend
entre Mechria et Ain sefra, Wilaya de Nadma-Algérie (Figure 1). Au laboratoire les fruits

sont séchés a I’ombre et a température ambiante, puis les graines sont récupérées et stockées

soigneusement jusqu’au jour de I’utilisation (Figure 2 a, b, c).

(©)

oy

Figure 2 : Fruit et graines de Citrullus colocynthis. (a): différentes formes du fruit; (b): fruit
et graines ; (c): graines.
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2. Preéparation des extraits

Les graines de la coloquinte ont été utilisées pour la préparation des extraits aqueux et
organiques (Figure 3). La préparation de certains extraits nécessite un dégraissage du matériel

veégétal, afin d’éliminer, lipides, cires, pigments est autres substances lipophiles.
2.1. Dégraissage du matériel végétal

Les graines séchées (100g) et finement broyées (a 1’aide d’un moulin), sont placees
dans un sohxlet et dégraissées par I’hexane (150 ml) pendant trois heures. Aprés dégraissage,
I’échantillon est séché a 1’étuve (37°C) pendant 24 heures, puis stocké a 1’abri de la lumiére et

a température ambiante jusqu’au jour de I’utilisation.
2.2. Préparation de I’extrait brut aqueux non dégraissé (EI)

La préparation de cet extrait a été réalisée comme suit:
e 125 g des graines entiéres sont mises a infuser dans 225 ml d’eau distillée a 50°C pendant
une heure;
e L’ensemble est porté a une extraction a chaud sous reflux pendant 15min ;
o Apres refroidissement, les graines sont récupérées par filtration, I’extrait est en suite
centrifugé;
e Le surnageant récupére (solution limpide de couleur marron) est mis a évaporer a sec ;

e Le produit récupéré représente 1’extrait aqueux non dégraissé El.

2.3. Préparation de I'extrait brut agueux dégraissé (EIl)

Les graines entieres (non broyées) récupérées de la premiere extraction (préparation de

I’extrait EI) sont réutilisées pour preparer l'extrait brut aqueux dégraisse (EII).

e Les graines récuperées a I’issue de la premicre extraction sont mis & sécher a I'étuve a
37°C pendant 24h; puis sont finement broyées, et soumises a un dégraissage par I'nexane
(120ml) dans le sohxlet pendant 3 heures;

e Les graines dégraissées (125g) sont mises en infusion pendant 1 heure a 50°C ;

e [’ensemble est porté a une extraction a chaud sous reflux pendant 15min ;

o Apres refroidissement, la solution est filtrée puis centrifugée ;

e Le surnageant récupére (solution limpide de couleur jaune) est évapore a sec ;

e Le produit récupéré représente I’extrait aqueux dégraisse El|I.
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2.4. Préparation de I'extrait eau-méthanol (EM)

La préparation de 1’extrait eau-méthanol est réalisee comme suit :

e Extraction trois fois sous reflux et a chaud pendant 3 heures, de 50 g de graines broyées et
dégraissées dans 100 ml du mélange eau/méthanol (30/70);

e Centrifugation de la solution (15 min a 3000 tr/min) et filtration du surnageant;

e Récupération du filtrat et évaporation a sec;

e Récupération du produit dans les parois du ballon d’évaporation, c¢’est I’extrait EM.

2.5. Préparation de I’extrait acétate d’éthyle (EAC)

La préparation de cet extrait est réalisee comme suit :

e Extraction trois fois sous reflux et a chaud pendant 3 heures, de 50 g de graines broyeées et
dégraissées dans 100 ml du mélange eau/méthanol (V/V; 30/70) ;

¢ Centrifugation de la préparation (15 min a 3000 tr/min) et filtration de surnageant;

e Concentration du filtrat et récupération de la phase aqueuse ;

e Extraction liquide-liquide de la phase aqueuse par ;

e Hexane (v/v) pour éliminer le maximum de graisses restantes ;

e Acétate d’éthyle (v/v), extraction 3 fois, et évaporation a sec de la phase organique acétate
d’éthyle

e Récupération, sur les parois du ballon d’évaporation, de 1’extrait EAc
2.6. Préparation de I’extrait n-butanol (En-B)

La préparation de cet extrait est réalisée comme suit:

e Extraction trois fois sous reflux et a chaud pendant 3 heures de 50 g de graines broyées et
dégraissées dans 100 ml du mélange eau/méthanol (v/v; 30/70) ;

e Centrifugation de la solution (15 min a 3000 tr/min) et filtration de surnageant;

e Concentration de la solution et récupération de la phase aqueuse ;

e Extraction liquide-liquide de la phase aqueuse par ;

e Hexane (v/v) pour éliminer le maximum de graisses restantes ;

e Acétate d’éthyle (v/v), extraction 3 fois ;

e n-butanol (v/v), extraction 3 fois, et évaporation a sec de la phase organique n-butanol ;

e Récupération, sur les parois du ballon d’évaporation, de I’extrait En-B.
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Matériel végétal (graines de la coloquinte)

Graines broyées
et dégraissées

Extraction a chaud
dans eau-méthanol
(30/70) pendant 3 h
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Matériel et méthodes
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Evaporation a sec
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Extrait aqueux
dégraissé (EI)

Figure 3: Schéma explicatif de la préparation des extraits a partir des graines de

Citrullus colocynthis

3. Screening phytochimique des extraits de graines de Citrullus colocynthis

Les extraits bruts aqueux (El, Ell), extrait eau-méthanol (EM), acétate d’éthyle (EAc) et

n-butanol (n-B), ont fait ’objet de quelques tests phytochimiques qualitatifs, a fin de mettre en

évidence la présence ou I’absence de certaines familles chimiques principalement: tanins,

flavonoides, quinones, saponosides, terpénoides et alcaloides.
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Les tanins

A 2 ml de chaque extrait, on ajoute 2 & 3 gouttes de la solution de FeCls a 1%. Apreés
quelques minutes d’incubation, un test positif est révélé par ’apparition d’une coloration verte

(tanins catéchiques) ou bleue noiratre (tanins galliques).
Les flavonoides

Traiter 5 ml de chaque extrait avec 5ml d’HCI concentré. Ajouter quelques copeaux de
tournures de magnésium. L’apparition d’une coloration rose-orangée (flavones) ou rose-

violacée (flavanones) ou rouge (flavonols).

Les terpénoides (Réaction de Libermann-Burchard)

A 5ml de chaque extrait, on ajoute 5ml d’anhydre acétique et 20 gouttes d’H,SO4
concentré. Les structures stéroidiennes donnent avec cette réaction une coloration violacée

virant au vert.

Les coumarines

Solubiliser quelques milligrammes de chaque extrait dans 2ml d’eau chaude. La solution
obtenue est divisée en deux parties égales dont la premiere représente un témoin, la deuxieme est
traitée avec 0,5ml de NH,OH a 10%. L’examen est réalisé sous la lumiére ultraviolette et I’apparition

d’une fluorescence intense révele la présence de coumarines.

Les alcaloides

Deux réactifs sont utilisés, le réactif de Mayer et le réactif de Wagner. A 0,2ml de chaque
extrait, on ajoute 5ml d’HCI a 1 %, qui sont incubés au bain de marie pendant 10min, puis on
divise la solution obtenue en deux parties. On ajoute dans un tube le réactif de Mayer et dans
I’autre le réactif de Wagner. L’apparition d’un précipité blanc ou brun révele la présence des

alcaloides.
Les quinones libres

A 1ml de chaque extrait, on ajoute quelques gouttes de NaOH a 1%. L’apparition d’une

coloration jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones libres.
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Les anthraquinones

A 10ml des extraits on ajoute 5ml de NH4;OH a 10%, puis on agite. L’apparition de

couleur violette indique un test positif.
4. Dosage de polyphénols et flavonoides totaux

Pour ce dosage chacun des extraits est solubilisé dans du méthanol a une concentration de
Img/ml.

4.1. Dosage de polyphénols

Principe

La méthode utilisée est celle utilisant le réactif de Folin Ciocalteu. Ce dernier est
constitué d’un  mélange d’acide phosphotungstique  (H3PWi1204) et d’acide
phosphomolybdique (H3PMo01204). 11 est réduit lors de I’oxydation des phénols, en un mélange
d’oxydes bleu de tungsténe (WgOy3) et de molybdéne (MogO,3). La coloration bleue produite
dont I’absorption maximum est comprise entre 725 et 760 nm, est proportionnelle a la quantité

de polyphénols présente dans les extraits végétaux (Bonnaillie et al. 2012).

Mode opératoire (tableau n°1)

Selon le protocol expérimental de Miliauskas et al. (2004) et Ardestani et al. (2007b), on
procéde comme suite

» 0,1 ml d’échantillon (extrait) sont mélangés avec 2 ml d’une solution de carbonate de
sodium & 2% ;

Agitation des tubes ;

1° incubation pendant 5 minutes & température ambiante ;

Ajouter 100ul du réactif Folin Ciocalteu a 0,2N;

2™ incubation pendant 30 minutes a température ambiante et a 1’abri de la lumicére ;

YV V V VYV V

La lecture de I’absorbance se fait a 750 nm contre le blanc.

Une gamme étalon est réalisée dans les mémes conditions opératoires en utilisant I’acide
gallique comme contrdle positif & différentes concentrations croissantes (50, 100, 200, 300,
400, 500 et 600pg/ml).


file:///C:/Users/benariba/AppData/Desktop/coloquinte/articles%20POUR%20THESE/calcule%20polyphénol.pdf
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Tableau n°1l: Mode opératoire du dosage de polyphénols dans les extraits de graines de
Citrullus colocynthis

Concentration de lacide

gallique (ug/ml)
Volume de l’acide gallique (ml) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

0 50 100 200 300 400 500 600

Aqueux EI 0,1
Aqueux El1l

Eau-méthanol (EM) 0,1
Acétate d’éthyle (EAc) 0.1

Les extraits (ml)

n-butanol (En-B)
NaCO; (ml) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
1°® Incubation pendant 5 min & température ambiante
Folin Ciocalteu (ul) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
2°™ Incubation pendant 30 min a température ambiante et a I’obscurité

Mesure de DO au spectrophotométre a 750 nm

La concentration des polyphénols totaux présents dans nos échantillons, exprimée en

Mg équivalant d’acide gallique/ mg d’extrait (ug EQ AG/mg d’extrait) est calculée selon la
formule suivante;

{ [Polyphénols] = a.f/C }

a : concentration des polyphénols (ug/ml) déterminée a partir de la courbe étalon.
f : facteur de dilution.

C : concentration initial de 1’extrait (1mg/ml).

.2. Dosage de flavonoides totaux
Principe

La détermination du taux de flavonoides totaux est estimée par la méthode
colorimétrique au trichlorure d’aluminium (AICl3) et la soude (NaOH). Dans la solution
méthanolique, le NaOH ionise tous les hydroxyles phénoliques du squelette flavonique.
Le trichlorure d’aluminium, utilisé comme agent chromogene, forme un complexe avec les
ortho-hydroxyles des positions 3 et 5 et la fonction carbonyle des noyaux aromatiques A et
B, le complexe formé de couleur jaune absorbe dans le visible a 510 nm (Mekkiou 2005;
Chang et al. 2002).
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Mode opératoire (tableau n°2)

Le dosage de flavonoides a été réalisé selon le protocol de Miliauskas et al. (2004) et Kumar et al.

(2008)

500 pl de chaque extrait ou de catéchine, sont mélangés avec 2 ml d’eau distillée ;
Ajouter 150 pl d’une solution de nitrite de sodium (NaNO,) a 15 %.

1% incubation 6 minutes & température ambiante ;

Ajouter 150 pl de chlorure d’aluminium (AICl3 6H,0) a 10 % ;

2™ incubation 6 minutes & température ambiante ;
Ajouter 2 ml d’hydroxyde de sodium (NaOH) a4 % ;

Le volume totale est complété a 5 ml avec I’eau distillée ;

Agiter et incuber pendant 15 minutes a température ambiante;

VvV V. V V V V VYV V VY

La lecture de 1’absorbance se fait a 510 nm contre le blanc.

Une gamme étalon est réalisée dans les mémes conditions opératoires en utilisant la
catéchine comme contrdle positif a différentes concentrations croissantes (50, 100, 200, 300,
400, 500, 60pg/ml).
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Tableau n°2: Mode opératoire du dosage de flavonoides totaux dans les extraits de graines de
Citrullus colocynthis

Concentration de la
Catéchine (ug/ml) 0 50 100 200 300 400 500 600

Volume de la Catéchine(ml) 05 05 05 05 05 05 05 05
Aqueux EI 0,5
Aqueux ElI 0,5
Eau-méthanol (EM) 0,5
Acétate d’éthyle (EAc)

Les extraits (ml)

0,5
n-butanol (En-B)

Eau distillé (ml) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
NaNO, (ml) 0,15 o015 0,15 0,5 0,15 0,15 015 0,5 015 0,15 0,15 0,15
1°® Incubation pendant 6 min & température ambiante
AICl; (ml) 0,15 o015 0,15 0,5 0,15 0,15 015 0,5 015 0,15 0,15 0,15
2°™ Incubation pendant 6 min d’incubation a température ambiante
NaOH (ml) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Compléter le volume a 5 ml et incubation pendant 15 min

Mesure de DO au spectrophotometre & 510 nm

La concentration des flavonoides présents dans les échantillons exprimée en pg équivalent

de catéchine/ mg d’extrait (ug Eq cat/mg d’extrait) est calculée selon la formule suivante;

( [Flavondides] — a.f/ C }

a : concentration des flavonoides (ug / ml) déterminée a partir de courbe étalon.
f : facteur de dilution.

b : concentration initial de chaque extrait (Img/ml).
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5. Fractionnement des extraits de graines de Citrullus colocynthis par chromatographie
sur couche mince (CCM)

Les tests phytochimiques des extraits bruts, aqueux El et EIl, EM, EAc et En-B sont complétés par
des analyses de chromatographie sur couche mince, ceci afin de procéder a un fractionnement de nos

extraits, qui sont des extraits bruts de composition complexe.

Environ 5ul de chaque extrait (100 mg/ml) sont déposés sur plaques de gel de silice
fluorescentes (0,2cm d’épaisseur, 60 F254, Fluka) plusieurs solvants d’élution ont été utilisés a

différentes proportions;

Méthanol: eau (60: 40,70: 30, 80: 20, 90: 10)

Chloroforme: MeOH: H,0 (40: 60: 0.1)

Acétate d’éthyle: Chloroforme: MeOH (80: 23; 5: 20; 90: 5: 5),
Acétate d’éthyle: MeOH: H,O (100: 13.5: 10)

Certaines molécules standards sont utilisées: acide gallique (AG), catéchine (Cat),
quercétine (QU) et myricétine (Myr) préparés dans du méthanol a 0,1%. Aprés migration et
séchage de la plaque, la révélation des taches a été effectuée sous lumiére visible et UV (254
et 366nm). L’interprétation qualitative des plaques de chromatographie s’effectue par la
détermination des facteurs de rétention Ry,

6. Fractionnement des extraits de graines de Citrullus colocynthis par chromatographie
sur colonne

Les extraits bruts acétate d’éthyle et n-butanol ainsi que 1’extrait eau-méthanol, apres

séparation par chromatographie sur couche mince, ont révélé la présence d’une seule tache

majoritaire dans les trois extraits. Ces extraits ont été fractionnés par une chromatographie sur

colonne (gel de silice G60, Fluka) en utilisant le systéme d’élution: Méthanol/eau (80/20) avec

révélation des plagues sous lampe UV a A= 254 et 336 nm.

Apres élution une seule tache a été récupéré c’est la fraction A (FA). Cette fraction a été
analysée par quelques tests phytochimiques (tannin, alcaloides, flavonoides et terpénoides) elle
a fait aussi 1’objet de quelques tests in vitro sur la sécrétion de 1’insuline (recherche de 1’effet

insulinotrope).
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7.  Evaluation de IPactivité antiradicalaire des extraits de graines de Citrullus
colocynthis (Piégeage du radical libre DPPH)

Principe

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, I’activité antioxydante
par piégeage de radicaux libres. Le test au DPPH (2,2 DiPhenyle-1-Picryl-Hydrazyle) est
considéré comme une méthode simple, rapide et facile & mettre en ceuvre. Il repose sur la
réduction du radicale azoté stable le DPPH® (forme radicalaire de couleur violette) par un
antioxydant (A-OH), qui céde son hydrogéne a ce radical pour donner DPPHH (forme non
radicalaire de couleur jaune) (Figure 4). La mesure de I’activité antiradicalaire se fait en
mesurant la diminution de la coloration violette (caractéristique au DPPH®), mesurable par
spectrophotometrie & 515-518nm et qui peut s’exprimer par le pourcentage de réduction du
DPPH (Popovici et al. 2009).

Q\ﬁ'/@ + Antioxydant-OH — O\N + Antioxydant-O*
Ne NH
ON \é/'ﬂoz ON_A_NO,

DPPH (violet) DPPHH (jaune)

Figure 4: Réaction de réduction du PDDH par un antioxydant (Kouamé et al. 2009)

Mode opératoire

Le test du DPPH a été effectué selon le protocole de Kumar et al. (2008), réalisé

comme suit (Tableau n°3);

» Préparation de la solution du DPPH a une concentration de 0,033 mg/ml dans du méthanol,

> Préparation de la soloution des extrait a différentes concentrations (0,5; 1; 1,5; 2mg/ml),
dans du méthanol

> Préparation dans le méthanol, la gamme de [1’acide ascorbique (Standard) a différentes
concentrations (1; 2; 3; 4; 6; 8 pg/ml)

» Préparation du blanc pour chaque concentration (a2 5ml du méthanol on ajoute 1ml de
d’extrait ou du standard)

» Préparation du contréle (a 1ml du méthanol on ajoute 5 ml de la solution du DPPH)
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Tableau n°3: Mode opératoire de détermination de 1’activité antiradicalaire des extraits de
graines de Citrullus colocynthis sur le DPPH.

Concentration de Uacide
ascorbigue (pg/ml)

Acide ascorbique (ml) 1 1 1 1 1 1
Aqueux EI 1
Aqueux El1l 1

Eau-méthanol (EM) 1

Acétate d’éthyle 1

(EAC)

n-butanol (En-B) 1
Contrdle MeOH (ml) 1

Volume de DPPH (ml) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

Les extraits (ml)
0,5;1;1,5; 2)
mg/ml

a différentes [C]

Incubation pendant 30 min a température ambiante et a I’obscurité

Mesure des DO au spectrophotométre a 517 nm

En tenant compte de la moyenne des DO de trois mesures obtenues pour chaque
concentration de chaque extrait, les résultats sont exprimés en pourcentage de réduction du
DPPH (% DPPH) selon la formule suivante (Sharififar et al. 2007);

Do contr — Do éch
% DPPH = Do contr x 100

% DPPH: Pourcentage de réduction du DPPH.
DO contr: Densité optique du DPPH (tube contr6le).
DO éch: Densité optique de 1’échantillon (extrait+DPPH).

L’évaluation de D’activité antiradicalaire est principalement liée a deux parametres,
la détermination de la réduction du DPPH (% DPPH) et la détermination de la quantité
d’antioxydant nécessaire pour réduire (ou inhiber) 50% de DPPH® exprimé en ICsy ce
paramétre est déterminé sur les graphes tracés pourcentages d’inhibition en fonction des
différentes concentrations des extraits testés (Sharififar et al. 2007).
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Résultats et interprétation

1. Caracteéristiques des extraits de graines de Citrullus colocynthis

Le dégraissage de la poudre des graines de Citrullus colocynthis par I’hexane pendant

3 heures a permis 1’extraction d’environ 21% de lipides, sous forme d’huile.

Apres évaporation a sec du solvant d'extraction, les différents extraits sont récupérés

sous forme solide, le tableau n°4 résume quelques caractéristiques de ces extraits.

Tableau n°4: Caractéristiques des extraits de graines de Citrullus colocynthis.

Extraits Aspect physique Couleur Rendement % Solubilité
Aqueux (EI) Poudre Marron-vert 0,9 Eau
Agqueux (EII) Poudre jaune 0,2 Eau

) Pate Méthanol/eau
Eau-méthanol (EM) hygroscopique Rouge-orange 4,2 (70/30)

. )y Méthanol /eau
Acétate d’éthyle (EAc) Poudre orange 1,1 (70/30)
n-butanol (E n-B) Poudre marron 1,2 Eau

. Pate Méthanol /eau
Fraction A (FA) hygroscopigue marron - (70/30)

D’apreés les résultats consignés dans le tableau ci-dessus, la plupart des extraits sont
récupérés sous forme de poudre, d’autres sous forme de pate. Le rendement d’extraction est
variable selon le mode et le solvant d’extraction utilisé. L’extrait eau-méthanol (EM) des
graines dégraissées et broyees, donne un rendement de 4,2% de la matiére seche, suivi par les
extraits n-butanol (En-B) et acétate d’éthyle (EAc) qui présentent environ le méme
rendement 1,1%, et I’extrait brut aqueux non dégraissé (El) 0,9%. Tandis que, I’extrait brut

aqueux de graines broyées et dégraisséees (Ell) est récupéré en faible quantité 0,2%.

2. Screening phytochimique

L’apparition d’une coloration, précipitation ou encore d’une floculation par
I’intermédiaire de certains réactifs spécifiques affirment la présence de certaines familles de
composés chimiques. Les résultats du screening phytochimique réalisé sur les extraits sont

représentés dans le tableau n°5



Chapitre I: Etude phytochimique de la coloquinte Résultats et interprétation

Tableau n°5: Screening phytochimique des extraits de graines de Citrullus colocynthis

Aqueux  Aqueux Eau- A,c’etate n-butanol  Fraction A
méthanol d’éthyle
(EI) (E1N) (EM) (EAQ) (E n-B) (FA)

Tannins +++ = +++ ++ + +++
Flavonoides + - +++ +++ - 4+
Terpénoides

h ++ - + - ++ -
(Lieberman-Burschart)
Alcaloides - - - — - —
Sucres réducteurs - = = - — _
Anthraquinones - - - - - -
Quinones libres = - - - _ _
Coumarines - + - ++ +4 _

(++): Test positif; (+): Test faiblement positif; (-): Test négatif.

Le screening phytochimique réalisé dans les différents extraits de graines de Citrullus
colocynthis, a révélé une forte présence de tanins catéchiques et de flavonoides dans les
extraits EM et EAc. Ces composes sont faiblement présents dans les extraits aqueux EI, Ell et
En-B. Par contre les terpénoides sont fortement présents dans les extraits El et En-B. On note
également une absence d’alcaloides, de quinones libres, des anthraquinones et de sucres
réducteurs dans touts les extraits. Tandis que les coumarines présentent une réaction positive

pour les extraits EIl, EM et EAC.
3. Taux de polyphénols et flavonoides totaux

Le dosage de polyphénols et flavonoides totaux a été effectué par la méthode
colorimétrique au réactif de Folin-Ciocalteu et chlorure d’aluminium (AICl3) respectivement.
Les résultats obtenus, représentés dans les tableaux n°6, déterminés a partir de courbes
étalons (Figure 5 et 6), sont exprimés en mg équivalent acide gallique par mg d’extrait
(mg eq AG/mg extrait) pour les polyphénols, et en mg équivalente catéchine par mg d’extrait
(mg eq Cat/mg extrait) pour les flavonoides. En tenant compte du rendement de chaque
extrait, les résultats sont également exprimés en mg eq AG/100 g de matiére vagétale (MV) et
mg eq Cat/100 gM.
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DO 1,4 - y =0,051x
R?=0,9733
1,2 1
1 1 *
0,8 A
0,6 -
0,4 - *
*
0,2 -
¢ Acide gallique
0 . . . .  (ug/ml)
0 5 10 15 20 25

Figure 5: Courbe étalon de I’acide gallique (A=750nm).

5o v =0,0201x
1,2 + R*=0,9825
1 - *
0,8 -
*
0,6 -
*
0,4 -
*
0,2 ¢
o .
Catéchine
0 T T T T 1 ('J.g/ml)
0 10 20 30 40 50

Figure 6: Courbe étalon de la catéchine (A=510nm)

Les taux relatifs de polyphénols et flavonoides totaux dans les extraits de graines de la

coloquinte, El, Ell, EM, EAc et En-B sont représentés dans le tableau n°6.
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Tableau n°6: Taux de polyphénols et de flavonoides totaux dans les extraits de graines de
Citrullus colocynthis

Polyphénols mg polyphénols/ Flavonoides mg flavonoides/
(mg eq AG/ 100g de (mg eq Cat/ 100g de
g extrait) matiere végétale g extrait) matiére végétale

Aqueux (EI) 166,39 150 91,02 82
Aqueux (EII) 61,62 12,32 24,49 5
Eau-méthanol (EM) 238,8 1002 147,76 620
Acétate d’éthyle (EAc) 298,88 328,77 219,18 241
n-butanol (En-B) 154,06 185 78,37 94

Dans le tableau n°6, on remarque que les différents extraits renferment des
concentrations variables de polyphénols et de flavonoides, exprimées en mg équivalant acide
gallique (mg eq AG) /mg d’extrait et /100 g de maticre végétale pour les polyphénols; et en
mg équivalant catéchine (mg eq cat)/mg d’extrait et /100g de matiere végétale pour les

flavonoides totaux.

D’apres ces résultats, les extraits EAc et EM contiennent par rapport aux autres
extraits, les teneures les plus élevées en polyphénols, 298,88 et 238,8 mg eq AG/mg d’extrait,
ainsi qu’en flavonoides totaux 219,18 et 147,76 mg eq Cat/mg extrait respectivement.
Ces teneurs rapportées a 100 g de matiére végétale (MV), sont de 1’ordre de 1002 mg eq
AG/100 g de MV de polyphénols et 620 mg eq Cat/100 g de MV de flavonoides pour I’extrait
EM contre 328,77 mg eq AG/100g de MV de polyphénols et 241 mg eq Cat/100 g de MV de
flavonoides dans I’extrait EAc. Tandis que les extraits EI et En-B présentent des taux moins
importants, 150 mg et 185 mg eq AG/100g de MV de polyphénols, 82 mg et 94 mg eq
Cat/100 g de MV de flavonoides respectivement. Seule 1’extrait EIl renferme des taux trés
faible de ces composes, il contient environ 12,32 mg eq AG/100 g de MV de polyphénols et 5
mg eq Cat/100 g de MV.

4. Fractionnement des extraits de graines de Citrullus colocynthis par chromatographie
sur couche mince (CCM)

Dans le but de révéler les constituants susceptibles étre présent dans les extraits El,

EM, EAc et En-B, une CCM plusieurs systéemes de migration ont été utilisés (Tableau n°7).
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Tableau n°7: Rf des analyses de chromatographie sur couche mince des différents extraits de
graines de la coloquinte.

Extraits (Ry) Témoins (Ry)
Systeme (V/V)
El EM EAc En-B Cat Myr AG QU
Eau/Méthanol (20/80) - 09 0,9 0,9 0,85 0,88 0,82 0,82
0,82 0,82 0,82 0,77
Chloroforme/MeOH /H,0O (40/60/0,1) 6 e a 9 0,92 0,88 0,82 0,88
0,27
0,25 ’
0,25 0,29 0.31 0.30
0,38 0,38
Acétated’éthyle/Chloroforme/ 0,30 030 0,47 0,47
cétated’é yle oroiorme, 0.37 0.37 ’ ’ 0.82 0,87
MeOH (90/5/5) ' ’ 058 067 O 087 058
0,42 0,45
085 058 0,68 0,77
’ 087 0,78 0,85
’ 0,87

Cat : Catéchine (Jaune a 254 nm)
Myr: Myricétine (Jaune & 254 nm)
AG: Acide gallique (couleur bleu-vert foncée a 254 nm)
QU: Quercétine (Jaune a 254 nm)

Le systeme eau-méthanol (20/80) aprés révélation de la plaque sous UV (254 nm),
nous a permis de détecter trois bandes au méme R; (0,9) dans les extraits EM, EAc, En-B
et aucune tache dans EI. Tandis que le systeme Chloroforme/MeOH /H,O (40/60/0,1)
a permis de séparer deux taches pour chacun des extraits, dont une tache dans El, EM et EAc
ayant le méme Rf (0,82), correspondant a I’acide gallique utilisé comme témoin. La myricétine
et la quercétine (autres témoins) avec ce systeme ont un Rf identique de 0,88, une seule tache
au méme Rf se présente seulement dans I’extrait AE. Le Rf de la catéchine est de 0,92,

il correspond a deux produits qui apparaissent dans 1’extrait EI et EM.

Un autre ¢éluant acétate d’éthyle/chloroforme/ méthanol (90/5/5) a permis 1’obtention
de cing taches au niveau de I’extrait EI et six tiches au niveau de En-B, dont aucune tache
ne correspond a aucun témoin. Sept tdches au niveau de I’extrait EM, ou une bande
correspond a ’acide gallique au Rf 0,58, et une deuxiéme tache présente le méme Rf que la
myricétine et la quercétine 0,87. De méme, I’extrait EAc présente huit taches, dont deux

correspondent a 1’acide gallique (0.58), myricétine (0,87) et quercétine (0,88) respectivement.

Suivant ces resultats préliminaires on constate que 1’éluant acétate

d’éthyle/chloroforme/ méthanol (90/5/5) a permis une meilleur séparation des extraits de
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graines de la coloquinte, principalement 1’extrait EM et EAc, peuvent contenir I’acide gallique,
le composant majeur de la classe des polyphénols, ainsi que la myricétine et la quercétine qui

font partie des flavonols, une sous classe trés répandue de flavonoides.

5. Fractionnement des extraits de graines de Citrullus colocynthis par chromatographie
sur colonne

Au cours des analyses de CCM, le systeme eau-méthanol (20/80) a séparé une seule
bande au méme R: (0,9) dans les extraits EM, EAc et En-B, et qui ne correspond a aucun
témoin. Pour cela nous avons récolté ces taches et effectuer un fractionnement par
chromatographie sur colonne en utilisant le systeme eau/méthanol (20/80). Apres
élution et plusieurs analyses par CCM nous avons récupérés une seule tache ayant un Rf de 0,9.
Les fractions présentant cette tache sont récoltées et évaporées a sec pour récupérer la fraction

A (FA) sous forme de pate hygroscopique de couleur marron.

6. Activité antiradicalaire des extraits de graines de Citrullus colocynthis (Piégeage du
radical libre DPPH)
En ce qui concerne 1’évaluation ’activité¢ antiradicalaire des extraits de la coloquinte
EAc, EM et EI, sur le piégeage du radical libre le DPPH, les résultats obtenus sont représentés

dans le tableau n° 6.

Aprés 30 min d'incubation, nous avons remarqué que ces trois extraits présentent
un effet dose-dépendant, c'est-a-dire que le pourcentage de réduction du DPPH
augmente avec 1’augmentation de la concentration de chaque extrait. A la forte concentration
2000 pg/ml, le pourcentage de réduction du DPPH est de ’ordre de 88,8%, 74,5% et 66,2%
dans le cas de l’extrait EAc, EM et EI respectivement, alors que 1’acide ascorbique

(contréle) a une concentration de 80 pg/ml assure une réduction de 92,6%.

La détermination de la quantit¢ d’antioxydant nécessaire pour réduire
(ou inhiber) 50% du DPPH® exprimé en ICsy, est indispensable pour [’évaluation
de T’activit¢é antioxydante. Ce parameétre est déterminé graphiquement sur les graphes
tracés pourcentages d’inhibition en fonction des différentes concentrations des extraits
testés. Les résultats d’ICsg, représentés dans le tableau n°8, indiquent des valeurs
élevées 580, 500 et 350 pg/ml pour les extraits EM, EI et EAc respectivement, alors que 1’acide

ascorbique assure une réduction de 50% du DPPH a faible concentration 1,1 pg/ml.
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Tableau n°8: Détermination d’ICso du pourcentage de réduction du DPPH par les extraits El,
EM et AE de graines de Citrullus colocynthis

Concentrations ug/ml (% d’inhibition DPPH) (L:gc;?ﬂ)
A. ascorbique 1 (49,0%) 2 (82,0%) 4 (89,5%) 6 (91,5%) 8 (92,6%) 1,1
El _ 500 (50,0%) 1000 (62,0%) 1500 (64,5%) 2000 (66,2%) 500
EM _ 500 (46,5%) 1000 (60,5%) 1500 (67,6%) 2000 (74,5%) 580
EAC 300 (39,4%) 500 (67,4%) 1000 (82,0%) 1500 (86,2%) 2000 (88,8%) 350
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Citrullus colocynthis est une plante de la région méditerranéenne, largement
utilisée dans la pharmacopée traditionnelle pour le traitement de plusieurs pathologies
et en particulier le diabete sucré. Dans cette premiére partie, 1’objectif de notre étude est
axé sur I’¢tude phytochimique de certains extraits de graines de Citrullus colocynthis,
notamment un extrait aqueux non dégraissé (El) et dégraissé (EIl), extrait eau-méthanol
(EM), acétate d’éthyle (EAc) et n-butanol (En-B). Les tests qualitatifs de caractérisation
chimique, permettent de mettre en évidence la présence ou I’absence de certaines familles

chimiques dans les différents extraits préparés.

Le dégraissage des graines de Citrullus colocynthis broyées par 1’hexane,
permis I’extraction de 21% de lipides, ce taux relativement éleve indique la richesse
des graines oléagineuses de cette plante en lipides. Abu-Nasr et al. (1953) ont déterminé
environ 18% de lipide dans les graines de la méme plante récoltée en Algérie. Schafferman
et al. (1998) ont déterminé 17 a 19% de lipides dans les graines de la coloquinte provenant de
la région de Neguev; dans la région d’Arabi Saoudite. Nehdi et al. (2013) ont révélé
également 23,16% de lipides dans les graines. Cette huile est riche en acides gras insaturés 80
a 85%, essentiellement acide oléique et linoléique, 13 % et 70 % respectivement. Ces acides
gras jouent un réle important dans la nutrition humaine (Abu-Nasr et al. 1953, Nehdi et al.
2013). Expérimentalement il a été observé chez les rats diabétiques (streptozotocine) soumis
a un régime alimentaire supplémenté en huile de coloquinte assure une amélioration de
I’insulinorésistance et une augmentation de la masse des cellules B-pancréatiques (Sebbagh et
al. 2009).

Parallelement a I’estimation du taux de lipides dans les graines de la coloquinte,
nous avons procédé a des extractions chimiques de différents extraits. Aprés évaporation
a sec la majorité des extraits sont récupérés sous forme de poudre avec des
rendements variables, a 1’exception de I’extrait EM récupéré sous forme de pate
hygroscopique et en quantité importante, 4,2% de la matiére végétale. L’extrait brut aqueux
El et Ell sont récupérés en faible quantité 0,9 et 0,2 % respectivement. Gacem et al. (2013)
ont déterminé environ le méme rendement pour 1’extrait méthanolique de graines de la
coloquinte (4,89%) tandis que leur rendement pour I’extrait aqueux est trés élevé par rapport a
notre rendement (2,72%). L’étude de Hussain et al. (2013a) a déterminé un rendement élevé

dans I’extrait éthanolique de racines (14%) et de feuilles (17%) par rapport aux fruits (7%).
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Les tests phytochimiques effectués sur les extraits El, EIl, EM, EAc et En-B
ont révélé une forte présence de tanins catéchiques et de flavonoides dans les extraits EM,
EAc et a un degré moindre dans EI. Ces composés sont faiblement concentrés dans 1’extrait
En-B, alors que les terpénoides sont fortement présents dans I’extrait EI et n-B, faiblement
présent dans I’extrait EM mais complétement absent dans EIl et EAc. En revanche, on
assiste a une absence des alcaloides, quinones libres, anthraquinones et les sucres

réducteurs dans tous les extraits.

Les résultats des tests phytochimiques sont préliminaires et qualitatifs, ils
peuvent nous renseigner sur les phytoconstituants majoritaires présents dans les graines
de la coloquinte. Nos résultats sont en accord avec ceux de Kaveri et al. (1986), qui ont
déterminé au niveau des graines la présence de saponosides triterpéniques, des alcaloides et
des tanins avec absence de flavonoides. L’extrait éthanolique (80%) du fruit de
Citrullus colocynthis, est dépourvu d’alcaloides, anthraquinones et coumarines, mais il
contient les flavonoides, saponosides triterpéniques sans contenir les tannins (Koko et al.
2009). Les extraits éthanoliques (80%) et aqueux de feuilles et du fruit de la coloquinte
contiennent également des alcaloides, flavonoides, glycosides ainsi que les saponosides
(Najafi et al. 2010). De méme, Gacem et al. (2013) ont noté dans les extraits aqueux et
organiques de graines les alcaloides, flavonoides et les stérols. Cette Iégere différence entre
nos résultats et la bibliographie est probablement liée a 1’écologie de la plante car le climat et
le sol jouent un réle primordial dans la composition chimique, ainsi que la répartition des
phytoconstituants dans les différents organes de la plante (feuilles, fruits, racines et graines),

essentiellement les saponosides, tannins, flavonoides et alcaloides.

Sultan et al. (2010) ont déterminé dans 100g de la plante entiére: 1,39mg de
flavonoides, 0,52mg de saponosides, 1,64mg d’alcaloides et 1,64mg de composés
phénoliques, avec la présence d’acide ascorbique (30,12mg). Létude de Gill et al. (2011) a
montré également la présence des alcaloides, stérols, terpénoides, flavonoides ainsi que les
coumarines et les glycosides dans I’extrait méthanolique et hydrométhanolique (95%) des
graines de Citrullus colocynthis. D’autres etudes phytochimiques réalisées sur différents
extraits de differents organes de la coloquinte (fruit, feuilles, racines), ont révélé la richesse de
la coloquinte en cucurbitacines I, E, L, J et T (Lavie et al. 1964; Chandra et al. 1988; Sonja
et al. 2000, Nayab et al. 2006), en alcaloides (Darwish et al. 1973), stérols (Hatam et al.
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1990), ainsi qu’en flavonoides (Maatooq et al. 1997; Delazar et al. 2006; Mahesh et al.
2008).

Parmi ces meétabolites secondaires, les composés phenoliqgues ou les
polyphénols, représentés majoritairement par les tannins et les flavonoides, suscitent un grand
intérét scientifique actuellement, car ils sont considérés comme de puissants antioxydants,
anti-inflammatoires, antibactériens, antiviraux et anticancéreux (Coskun et al. 2005; Oliver
Chen et al. 2008). De ce fait, il nous a semblé intéressant de determiner dans nos extraits (EI,
Ell, EM, EAc et En-B) le taux de polyphénols et de flavonoides totaux. Les résultats obtenus
ont montré une forte concentration de polyphénols et de flavonoides dans I’extrait EAc et
EM 298,88; 238,8mg eq AG/g et 219,1; 147,76mg eq Cat/g respectivement. Les extraits El et
En-B contiennent approximativement les mémes taux: 166 et 154mg eq AG/mg
d’extrait de polyphénols et 91 et 78mg eq Cat/g de flavonoides respectivement.
L’extrait EIl (préparé a partir des graines broyées et dégraissées) montre des teneurs moins
faibles que I’extrait EI (61mg et 24mg/mg d’extrait). De ce fait, on suggére que les composés
phénoliques et autres sont localisés dans les téguments externes de la graine que dans
I’albumen, d’ou leur extraction est meilleure a partir des graines entieres non broyées.
De plus un meilleur rendement d’extraction est obtenu avec les solvants et les mélanges de
solvants: eau, méthanol, acétate d’éthyle ou eau-méthanol, qui sont les plus utilisés pour
I’extraction en particulier de polyphénols et de flavonoides (Bruneton 1999). Les flavonoides
moins polaires (isoflavones, flavanones et flavonols) sont récupérés généralement dans le
chloroforme, dichlorométhane, éther diéthylique, et acétate d’éthyle, alors que les aglycones
les plus polaire et les flavonoides glycosides sont récupérés dans les alcools ou
le mélange eau-alcools (méthanol, éthanol) (Andrew et al. 2006).

L’étude de Kumar et al. (2008) effectuée sur I’extrait méthanolique du
fruit de Citrullus colocynthis récolté dans la région d’ Haryana en Inde, a déterminé
une teneur de polyphénols et de flavonoides totaux de 740mg eq AG/100g de MV et 130mg
eq cat/100g de MV respectivement. De méme, Les travaux de Hussain et al. (2013a) ont
révélé dans D’extrait éthanolique de feuilles, de racines et du fruit des teneurs élevées de
polyphénols 1860, 635, 307mg eq AG/100g MVS et de flavonoides 1390, 252, 51mg eq
cat/100g MVS respectivement.



Chapitre I: Etude phytochimique de la coloquinte Discussion

Ces résultats sont comparables a ceux de notre extrait EAc et faiblement inférieur a
ceux de I’extrait EM; qui sont de 1’ordre de 328mg eq AG /100g MV et 241mg eq cat /1009
de MV pour I’extrait EAc, et 1002mg eq AG/100g MV et 620mg eq cat/100g de MV pour
I’extrait EM respectivement. De ce fait, on constate que le mélange eau-méthanol assure une
meilleure extraction de polyphénols et de flavonoides a partir des graines de la coloquinte. De
plus, au cours de la procédure d’extraction, la qualité d’un extrait peut étre influencée par
plusieurs parameétres, a savoir la partie de la plante utilisée, la polarité du solvant, ainsi que le

temps, la température et le mode d’extraction (Tiwari et al. 2011).

Dans le but de connaitre les phytoconstituants présents dans les extraits de plantes,
plusieurs techniques d’analyses chimiques sont utilisées dont la plus courante est 1’analyse
chromatographique. Pour cela nous avons effectué quelques analyses de CCM dans les
extraits: EI, EM, EAc et En-B. Plusieurs systemes de solvants ont été utilisés, certains comme
le systeme eau-méthanol (20/80) a permis de séparer dans les extraits EM, EAc et En-B une
seule bande au méme Rf (0,9). Tandis que le systeme Acétate d’éthyle/Chloroforme/MeOH
(90/5/5) a bien revelé la présence dans les extraits EM et EAc de I’acide gallique (Rf 0,58) le
composant majeur de la classe des polyphénols; de la myricétine (Rf 0,87) et de la quercétine
(Rf 0,88) qui font partie des flavonols, une sous classe trés répandue de flavonoides.

La catéchine (flavanol) est seulement présente dans les extraits El et EM. Ce résultats se
compleéte par les tests phytochimiques et le dosage de polyphénols et flavonoides totaux, qui
ont montré une forte présence des tannins et de flavonoides dans les extraits EM et EAc par

rapport aux autres extraits.

Les travaux de Mahesh et al. 2008, ont révélé la présence de quercétine (Rf 0,82)
dans la fraction acétate d’éthyle et éther diéthylique récupérés a partir de 1’extrait eau-
méthanol (80%) de différents organes de la plante (fruit, tige, feuilles et racines). Hussain et
al. (2013a) ont confirmé la richesse de ’extrait éthanolique des feuilles et des racines par
rapport aux fruits de la cologuinte en: myricétine (racines: 25,81mg/100g MVS; feuilles:
381,7mg/100g MVS; fruit: 2,97mg/100g MVS), quercétine (racines: 7,0omg/100g MVS;
feuilles: 579,9mg/100g MVS; fruit: 1,33mg/100g MVS), catéchine (racines: 65,31mg/100g
MVS; feuilles: 95,45mg/100g MVS; fruit: 16,45mg/100g MVS), kaemopférol (racines:
6,79mg/100g MVS; feuilles: 5,95mg/100g MVS; fruit: 2,37 mg/100g MVS) et en acide
gallique (racines: 11,05mg/100g MVS; feuilles: 3,71mg/100g MVS; fruit: 2,71 mg/100g
MVS).
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Les antioxydants font actuellement 1’objet de nombreuses études car, en plus d’un
intérét certain dans la conservation des denrées alimentaires, ils pourraient s’averer utiles dans
le traitement des maladies dans lesquels le stress oxydant est incriminé, le diabéte sucré entre
autre (Kouamé et al. 2009). Au cours de cette étude nous nous somme intéressés a
I’évaluation du potentiel antioxydant des extraits de la coloquinte, par la mesure de leur
capacité de piégeage du radical libre le DPPH. D’aprés nos résultats nous avons pu
remarquer que ces trois extraits (El, EM et EAc) montrent un effet dose-dépendant, c'est-a-
dire que le pourcentage de réduction du DPPH augmente avec 1’augmentation de la
concentration de chacun des extraits. A la concentration 2 mg/ml le pourcentage de
réduction du DPPH est de I'ordre de 88.8%, 74,5% et 66.2% pour EAc, EM et EI
respectivement, alors que 1’acide ascorbique (contrdle) a une concentration de 80ug/ml assure
une réduction de 92,6%. Ces résultats sont en accord avec ceux des études, in vitro, qui ont
bien révélé une activité antiradicalaire intéressante de la coloquinte. L’extrait méthanolique
du fruit aux concentrations 1 et 2,5 mg/ml assure une réduction de 88% du DPPH contre
89,5% pour I’acide ascorbique a 50 pg/ml (Kumar et al. 2008; Taghreed et al. 2010;
Menghani et al. 2012). De méme, Asghar et al. (2011) ont montré que les extraits
méthanolique et acétate d’éthyle de 1’épicarpe du fruit présentent in vitro une activité
antiradicalaire sur le DPPH avec une ICsp de 505pg/ml et 215ug/ml respectivement. Tandis
que I’extrait butanolique du fruit a 0,Amg/ml réduit environ 40% du DPPH (Al-Busafi et al.
2007). 10mg/ml de I’extrait éthanolique de feuilles, réduit in vitro 82% du DPPH et
augmente a 97% I’activité de la SOD (Thirunavukkarasu et al. 2010). D’autres études
réalisées in vivo chez des rats diabétiques ont montré un effet significatif des extraits de la
coloquinte sur le stress oxydatif qui se résume a une augmentation significative du taux des
enzymes antioxydantes sériques et hépatiques (SOD, CAT, GSH, GPX, LPO) avec une
diminution des TBARS érythrocytaires (Jayaraman et al. 2009; Dallak et al. 2010; Abd
El-Baky et al. 2011; Jeyanthi et al. 2011).

La capacité antioxydante d'un composé est d'autant plus élevée que son ICsq est petite.
L’étude de Delazar et al. (2006) a déterminé 1Csy de I’activité antiradicalaire de certains
flavonoides isolés de 1’extrait méthanolique du fruit de la coloquinte; isosaponarin, isovitexin
et isoorientin 3’-O-méthyl éther, ces produits présentent des valeurs de 1’ordre de 7,13x107%;
5,62x10™ et 3,47x10°mg/ml respectivement, contre 2,78x10°mg/ml de quercétine (contrdle)
(Mahesh et al. 2008). De méme Hussaine et al. (2013a) ont évalué I’activité antiradicalaire
sur le DPPH de I’extrait éthanolique (10mg/ml) des feuilles (67,2%), des racines (56,8%) et
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du fruit (58,1%) avec des valeurs d’ICso de 5,97; 6,42 et 7,14ug/ml respectivement, ainsi
I’activité des produits pures de polyphénols : quercétine (83,7% ; 1Csp=2,95ug/ml), myricétine
(78,4% ; 1Cs50=3,27pug/ml), catéchine (77,5% ; 1Cs0=3,25ug/ml) et I’acide férulique (69,7% ;
1C50=6,12pg/ml). Les valeurs d’1Cso déterminées pour nos extraits AE, EM et El, 350, 580 et
500ug/ml respectivement sont relativement et nettement plus élevées que 1’lCso de 1’acide
ascorbique (1,1pg/ml). Contrairement a 1’acide ascorbique, qui présente un effet antioxydant a
faible concentration (80ug/ml), nos extraits (AE, EM et EI) agissent a forte concentration
(2000pg/ml), ceci est lié principalement a leur composition chimique complexe renfermant
plusieurs composés qui peuvent par leur effet synergique ou additif, assurer un effet global
apparent. De ce fait, on constate que 1’effet antiradicalaire noté dans les extraits EAc et EM
est lié a leur richesse en polyphénols, essentiellement en flavonoides et particulierement
la quercétine et la myricétine, ce qui est confirmé également per les travaux de Hussaine et
al. (2013a).

Il existe une relation étroite entre les polyphénols et I’activité antioxydante. L’activité
des flavonoides dépend généralement de leur structure chimique et la distribution des
groupements hydroxyles (Popovici et al. 2009). L’effet «scavanger» des radicaux libres est
essentiellement lié a la configuration des groupements 3',4'-orthodihydroxy sur le cycle B et
le groupement 4-carbonyle sur le cycle C. le groupement 3-OH et/ou 5-OH sur le cycle C est
tres intéressant pour 1’effet antioxydant. L’absence de la structure O-dihydroxy sur le cycle
B donne une structure catéchol sur le cycle A qui peut largement compenser I’activité
antioxydante des flavonoides. De plus, les flavonols: la quercétine, la myricétine et le
kaemopférol, qui présentent un groupement hydroxyle en C3 sur le cycle C, sont qualifiés
comm étant puissant «scavanger» des radicaux libres (Wojdylo et al. 2007; Pyo et al. 2004).

Les terpénoides peuvent jouer un rdle important dans D’activité antioxydante, les
travaux de Tannin-Spitz et al. (2007b) ont révélé que les cucurbitacines glucoside B et C
isolés de Citrullus colocynthis présentent un effet antiradicalaire in vitro, basé sur leur
capacité dose-dépendante a stabiliser le radical cationique ABTS" de coloration bleu-verte en
le transformant en ABTS incolore par piégeage de proton. Ces cucurbitacines a 0,16 mM
réduisent 55% du radicale cationique avec une ICsp de 145uM contre 15 et 26uM pour ’acide
ascorbique et le trolox respectivement. De méme ces molécules inhibent significativement la

production du radical hydroxyle OH® a 62 et 90% aux concentrations 0,5 et ImM.
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En fin, dans cette premiére partie d’étude, nous avons procédé a la préparation de
quelques extraits a partir des graines de Citrullus colocynthis, dans les quels on a pu
déterminer certains phytoconstituants ainsi que la teneur en polyphénols et en flavonoides
totaux dans chaque extrait, relativement élevé dans les extraits EM et EAc. L’analyse
chromatographique sur couche mince nous a réveélé la présence de flavonols : la quercétine et
la myricétine. Les extraits EM et EAc leur effet antioxydant, testé in vitro sur le piégeage du
radical libre le DPPH 74,5% et 88,8% respectivement, est attribué principalement a la
présence de flavonols cités ci-dessus.
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Au cours des 50 derniéres années, les recherches consacrées a la découverte de
nouvelles molécules biologiquement actives d’origine végétale ou animale; ont subi
d'énormes progrés dans les techniques chimiques et biologiques de I'analyse (Phillipson
David. 2007).

Le monde végétal est un des domaines les plus exploités par la pharmacognosie,
ou I’importance des plantes médicinales réside dans leur potentiel thérapeutique. Les progres
scientifiques et industriels ont évalué de nombreux principes actifs en produisant de
nouvelles molécules plus efficaces et plus constantes mais moins toxiques. Cette évaluation
repose principalement sur des études pharmacologiques et toxicologiques qui visent la
détermination des propriétés biologiques de ces molécules ainsi que leur mode d’action. Le
succes de ces études, dépend essentiellement des résultats de 1’étude ethnopharmacologique
qui conduisent au choix d’un systeme adéquat d’évaluation biologique. Les tests réalisés
devront étre simples, rapides et fiables. De ce fait, les tests in vivo et in vitro,
avantageusement complémentaires, demeurent indispensables pour mieux comprendre le

mécanisme d’action des principes de plantes.

Les techniques in vivo sont particulierement adaptées pour la mise en évidence
d’un effet global. Dans le cas de 1’évaluation des plantes antidiabétiques, et apres le choix de
la méthode d’administration, les tests sont généralement effectués chez des rats non
diabétiques et des rats diabétiques; ou le diabete peut étre induit soit par des techniques
chimiques, génétiques, chirurgicales ou alimentaires. Préférentiellement le model
expérimental du diabéte sucré, le plus utilisé dans ce domaine est chimique. Il est induit par
I’alloxane ou la streptozotocine, qui exercent leur effet diabétogéne en administration
intrapéritonéale, intraveineuse, ou sous cutanée. Les animaux utilisés pour ce genre d’études
sont souvent expérimentées a courts et a long terme, tout en suivant les variations de certains
paramétres clés du diabéte biochimiques (glycémie, insulinémie, triglycéridémie) ou
enzymatiques (glucose 6-phosphatase, phosphoénol-pyruvate carboxykinase, glycogéne

synthase), tissulaires (histologie, immunohistochimie) et toxiques (transaminases, LDH)

Cette partie d’étude (chapitre 1) a pour but de chercher I’effet antidiabétique des
extraits de graines de la coloquinte chez des rats normaux et rendu diabétiques par la
streptozotocine. Ces animaux qui recoivent les extraits de graines de la coloquinte par voie
I.P. sont suivis a court et a long terme, trois heures et trois semaines respectivement. Chez les

quels nous avons testé I’effet de la coloquinte sur les variations de la glycémie, de quelques
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parametres biochimiques (Triglycérides, cholestérol total, urée, créatinine, transaminases)
ainsi que sur I’histologie du pancréas, la prise d’eau et d’aliment, la biométrie des organes et

le poids corporel.

Nous avons également testé 1’effet protecteur des extraits aqueux (administrés par voie
I. P.) vis-a-vis de la toxicité de la streptozotocine sur I’homéostasie de la glycémie. Ainsi que
I’évaluation de I’effet de la coadministration des extraits aqueux-glucose sur I’hyperglycémie
provoquée par voie orale, effectuée chez des rats normaux glycémiques et des rats rendus

diabétiques par le streptozotocine.

La procédure de I’expérimentation animale de ce chapitre est bien détaillée dans la
partie: matériel et méthodes. Les résultats obtenus sont bien interprétés et discutés dans

résultats et discussion respectivement.
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Matériel et méthodes

1. Animaux

Cette etude est portée sur 293 rats, méles et femelles, de souche « Wistar », agés de
2 a 3 mois ayant un poids de 180 a 290 g. Ces animaux, ¢élevés au sein de I’animalerie du
département de Biologie, sont nourris avec un aliment du commerce: EL ALF (14% humidite,
49,5% glucides, 18,5% protéines bruts, 3,5% lipides, 5,7% cendres, cellulose 3% et 1%

complexe minéralo-vitaminique)

2. Induction du diabete expérimental chez les rats

Le diabete expérimental est induit par une seule injection I.P. de la streptozotocine
(Sigma Aldrich, CgHisN3O;) chez des rats a jeun a une dose de 65mg/kg.p.c.
(Preston Alan, 1985). La streptozotocine est fraichement préparée dans un tampon citrate,
pH=4,5 (0,1M). Les rats injectés recoivent pendant 24 heures une solution de saccharose

(10%) afin d’éviter le risque d’hypoglycémie.

72 heurs apres, les rats présentant les symptémes du diabéte (polyphagie, polydipsie et
polyurie) et une glycémie a jeun superieure a 1,8g/l, sont considérés diabétiques et sont

sélectionnés pour I’expérimentation.

3. Procédure expérimentale

Dans le but de rechercher I’effet antidiabétique des extraits préparés a partir des graines
de la coloquinte (chapitre 1), extraits aqueux EI, EIl, EM, EAc et En-B. Notre
expérimentation animale s’est déroulée sur des rats non diabétiques et des rats diabétiques

dans le but de;

e Déterminer la dose létale moyenne (DLsp) de chacun des extraits.

e Evaluer I’effet des extraits sur les variations de la glycémie chez des rats non
diabétiques et diabétiques, suivis a court (0, 30, 60, 120 et 180min) et a long terme
(7°™ 14°™ et 21°™ jour).

e Evaluer I’effet antihyperglycémiant chez les rats traités par les différents extraits
pendant 21 jours, soumis au TTOG (Test de Tolérance Orale au Glucose)

e Evaluer I’effet protecteur des extraits aqueux EI et EII vis-a-vis de la toxicité de la

streptozotocine chez les rats prétraités pendant 21 jours.
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e Evaluer I’effet de la coadministration orale de I’extrait EI-glucose sur I’hyperglycémie
des rats diabétiques soumis au TTOG.
e [Evaluer I’effet de I'usage externe des extraits aqueux EI et EII sur la glycémie chez

des rats diabétiques et non diabétiques.

3.1. Détermination de la DLs des extraits de la coloquinte

La détermination de la DLsy permet d’évaluer la toxicité de la coloquinte. Les différents extraits ont
été testés chez des rats femelles (a jeun), qui recoivent par voie intrapéritonéale différentes
concentrations de chaque extrait. Répartis en lot de 4 animaux chacun. Chaque lot de rattes recoit une
dose croissante d’extrait (administrée par voie LP.). 24 heures apres, les animaux sont suivis par

observation de leur comportement. Le nombre de rats mort dans chaque lot est noté.

L’extrait aqueux EI a été testé pour sa toxicité sur 24 rats femelles ayant un poids
189.29 £ 5.4 g maintenues a jeun pendant 16 h. des doses croissantes de cet extrait (200, 300,
500, 600, 800, 1000 mg/k) ont été testées sur 6 lots de rats.

L’extrait aqueux EIll a été testé sur 16 rats femelles ayant un poids 186,19 * 3,49, les
doses 250, 350, 500, 900, et 1000 mg/k ont été administrées par voie I.P. chez 5 lots de rats.

L’extrait EM a été testé sur 28 rats femelles ayant un poids 176,85 + 2,49 aux doses
200, 300, 400, 450, 500, 800 et 900 mg/kg p.c. sur 7 groupes de rats.

L’extrait EAc a été testé pour sa toxicité sur 32 rats femelles ayant un poids
174,69+6,8g maintenues a un jeun. Différentes doses d’extrait EAC (100, 200, 250, 300, 350,
400, 600, 800 mg/kg) sont administré par voie I.P. chez 7 lots de rats.

L’extrait En-B est testé aux doses 150, 180, 200, 400, 500, 800, 950mg/kg p.c. sur 7
lots de rats ayant un poids de 166,35 + 3,4g.
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3.2. Evaluation de I’effet antidiabétique des extraits de graines de Citrullus colocynthis
chez les rats diabétiques et non diabétiques
Dans le but de rechercher I’effet antidiabétique, des extraits préparés a partir des
graines de la coloquinte, nous avons utilisé des rats males Wistar, non diabétiques et

diabétiques. Chez ces animaux deux types d’étude sont effectuées;

e Une ¢étude a court terme: réalisée dans le but de déterminer 1’effet antihyperglycémiant
éventuel de chaque extrait en mesurant la glycémie des rats a 0, 30, 60, 120 et 180min.
e Une étude a long terme: a pour but de déterminer I’effet antidiabétique de chaque
extrait, aprés 21 jours de traitement, en mesurant la glycémie et d’autres parameétres
sanguins le premier jour de I’expérience et au 7°™, 14°™ et 21°™ jour chez les rats

diabétiques et non diabétiques.

3.2.1. Evaluation de Deffet antidiabétique des extraits de graines de Citrullus

colocynthis: Etude a court terme

Afin d’évaluer ’effet des extraits de graines de Citrullus colocynthis sur les variations
de la glycémie a court terme, nous avons utilisé 72 rats males, normaux et diabétiques
répartis en 13 lots (tableau n°9). Les animaux de chaque lot sont injectés (I.P.) par I’un des
extraits suivants: extrait aqueux EI (90 mg/kg), EIl (90 mg/kg), EM (100 mg/kg), EAc (10
mg/kg) et En-B (70 mg/kg). Les rats témoins recoivent le sérum physiologique (NaCl 0,9%) a
5 ml/kg. Le glibenclamide a 10mg/kg p.c.a été utilisé comme un témoin contréle chez les rats

diabétiques.

Les prélevements sanguins, sont effectués a partir du sinus rétro orbital de 1’ceil, chez
les rats maintenus a jeun, a 1’aide d’une pipette Pasteur a tOmin (représente la glycémie
basale). D’autres mesures de la glycémie sont effectuées a partir de I’extrémité caudale durant
les trois premiéres heures qui suivent I’injection des extraits a partir de ’extrémité caudale en

utilisant un glucomeétre accku-check active (Roche).
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Tableau n°9: Répartition par lots des rats diabétiques et non diabétiques (expérimentaux et
témoins) utilisés pour 1’évaluation de ’effet des extraits de graines de
Citrullus colocynthis a court et a long terme.

Lot Solution injecté I. P. Dose injectée Nombre de
(mg/kg) rats
Diabétiques
Témoins Sérum physiologique 5 ml/kg 7
Contréle positif Glibenclamide 10 10
El 90 5
Ell 90 5
Expérimentaux EM 100 5
EAc 10 5
En-B 70 5
Non diabétiques
Témoins Sérum physiologique 45 (5 ml/kg) 5
El 90 5
Ell 90 5
Expérimentaux EM 100 5
EAC 10 5
En-B 70 5

3.2.2. Evaluation de Deffet antidiabétique des extraits de graines de Citrullus
colocynthis: Etude a long terme

Les mémes groupes de rats témoins et expérimentaux, diabétiques et non diabétiques
utilisés lors de I’expérience précédente (2 court terme), sont suivis a long terme pour une
période de trois semaines, ceci afin d’évaluer I’effet antidiabétique de chaque extrait (tableau
n°9).

Au cours de cette période les lots de rats sont traités par chacun des extraits suivants:
extrait aqueux EI (90mg/kg), EIl (90mg/kg), EM (100mg/kg), EAc (10 mg/kg) et En-B
(70mg/kg). lls sont injectés quotidiennement par I.P. Les rats témoins recoivent le sérum
physiologique (NaCl 0.9%) a 5ml/kg, le groupe de rats témoins contrdle recgoivent le
glibenclamide a 10mg/kg. En effet les animaux sont suivis régulierement par 1’observation de
leur comportement, 1’évolution du poids corporel, la consommation d’eau et de nourriture, la

biométrie des organes (au moment du sacrifice).

Des prélévements sanguins sont effectués a partir du sinus rétro orbital de I’ceil a
t0, 7°™ 14°™ et 21°™ jours chez les rats maintenus & jeun pendant 10 a 12 heures. Le sang
recueilli dans des tubes secs, est centrifugé a 3000 tours/min pendant 15 min a 4°C. Le

sérum récupére est stocké dans des tubes Eppendorff a -20°C; a fin d’effectuer un dosage de
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quelques parametres biochimiques: cholestérol total, triglycerides, urée, créatinine, TGO,

TGP et phosphatase alcaline.

3.2.3. Evaluation de D’effet des extraits de graines de Citrullus colocynthis sur

I’hyperglycémie des rats diabétiques et non diabétiques soumis au TTOG

Un TTOG a été réalisé au 21°™ jour chez les mémes groupes de rats témoins et
expérimentaux, diabétiques et non diabétiques, ayant recus une I.P. quotidienne pendant 21
jours des différents extraits de graines de la coloquinte (extrait aqueux EI 90 mg/kg, EIl 90
mg/kg, EM 100mg/kg, EAc 10 mg/kg p.c.et En-B 70 mg/kg). Les rats témoins et témoins
contréle recoivent le sérum physiologique et le glibenclamide (10mg/kg) respectivement.
Le but de cette expérience est de vérifier ’influence du traitement par les extraits de graines

de la coloquinte pendant 21 jours sur la tolérance au glucose de ces animaux.

Pour ce faire, la glycémie des rats maintenus a jeun 10 a 12h, est mesurée directement
a partir de D’extrémité caudale en utilisant le glucométre Accku Check active a tOmin
(glycémie basale). A 30 min, aprés mesure de la glycémie touts les rats sont gaves par une
solution du glucose (2 g/kg) a I’aide d’une sonde gastrique. Les autres mesures de la glycémie
sont effectué¢es a 60, 120 et 180 min, sur le sang total de I’extrémité caudale en utilisant un

glucometre accku-check active (Roche).

3.2.4. Evaluation de I’effet des extraits de graines de Citrullus colocynthis sur I’évolution
du poids corporel, la consommation d’eau et d’aliment chez les rats diabétiques
et non diabétiques
Au cours de notre étude a long terme (21jours), nous avons suivi I’évolution du poids

corporel ainsi que la consommation d’eau et de nourriture chez les rats diabétiques et non

diabétiques traités par les différents extraits de graines de la coloquinte (EI 90 mg/kg, EIl 90

mg/kg, EAc 10 mg/kg, EM 100mg/kg p.c.et En-B 70mg/kg), ainsi que chez les rats témoins

(NaCl 0.9%) et témoins controle (glibenclamide 10mg/kg p.c).

Le poids corporel des animaux est relevé chaque semaine, 1’évolution du poids
corporel exprimée en variation (gain ou perte) durant la période expérimentale est exprimée
en g/semaine. Les résultats de la prise d’eau et d’aliment mesurés quotidiennement sont

exprimés en ml/jour et g/jour respectivement.
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3.2.5. Evaluation de l’effet des extraits de graines de Citrullus colocynthis sur la
biométrie des organes

A la fin de I’expérimentation, au 22°™ jour, les rats témoins et expérimentaux,
diabétiques et non diabétiques maintenus a jeun environ 12 heures, sont anesthésiés par le
chloral hydraté (8% wi/v) puis sacrifiés. Certains organes sont prélevés et pesés pour un
examen morphologique et biométrique comme le foie, le rein, les testicules, le muscle soleus,
la graisse épididymaire et le pancréas; ce dernier est rapidement fixé dans le formol (10%)

pour son étude immunohistochimique.

3.2.6. Evaluation de D’effet des extraits de graines de Citrullus colocynthis sur le

pancréas: analyse immunohistochimique

Cette partie de travail a été réalisée dans le Laboratoire Hormonologie Expérimentale,
Université Libre de Bruxelles. Dans cette étude nous avons procédé a un examen histologique
du pancréas de rats diabétiques ayant subi un traitement par les différents extraits de graines
de la coloquinte. Nous avons utilis¢ la technique standard d’immunohistochimie ABC-DAB
(Hsu et al. 1981), en utilisant le kit Avidine-biotine (Vector Laboratories, USA). Cette
technique  consiste a localier in situ I’insuline synthétisée et sécrétée par les cellules-p
pancréatiques, a I’aide d’anticorps anti-insuline. Le complexe formé est indirectement révélé
par la peroxydasse qui développe la diaminobenzidine comme chromogéne de couleur brune.
L’intensité du signal obtenu aprés marquage dépend du nombre de molécules colorées

visibles.

Aprés un traitement de 21 jours des rats diabétiques par les extraits de la coloquinte et
les témoins par le sérum physiologiques ou par le glibenclamide. Les rats sont sacrifiés et les
organes sont rapidement fixés pendant 24 h dans le formol (10%) a température ambiante. Le
marquage de l’insuline a été réalisé sur des coupes de pancréas, préparées suivant la
procédure de fixation, de déshydratation et d’imprégnation des organes dans la paraffine pour

I’histologie classique.

Déshydratation: Apres rincage dans du tampon PBS, la déshydratation des organes se fait par

une succession de bains d’éthanol de concentrations croissantes: 70°, 90° et 100°.

Imprégnation et inclusion: I’imprégnation des échantillons se fait par des bains successifs de
toluene, de xylene, et enfin 'imprégnation dans la paraffine (56°) pour conserver les

organes et laisser se refroidir a température ambiante.
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Préparation des coupes histologiques: les blocs de paraffine contenant les échantillons de
pancréas, ont ét¢ coupés a I’aide d’un microtome en fines sections de 4 a Sum

d’épaisseur, déposées sur des lames histologiques

Déparaffinage des lames: Les lames préparées subissent un déparaffinage dans ;
- Le bain de toluéne qui solubilise la paraffine
- Les bains de concentrations décroissantes d’éthanol; 100°, 90° et 70°, pour ¢éliminer les

traces de toluéne et réhydrater les échantillons.

Coloration des lames: Aprés déparaffinage, les lames sont plongées dans des bains d’éosine

suivie d’hématoxyline successivement pendant Smin.

Incubation dans les solutions d’anticorps:

- Apres coloration, les sites antigéniques des coupes sont démasqués par un bain de

trypsine a 0,5 mg/ml pendant 20 minutes.

- Afin de neutraliser I'activité peroxydase endogene les lames sont incubées pendant 20

minutes dans une solution PBS-H,0, (3%).

- Les techniques d’immunohistochimie nécessitent un démasquage des anticorps
tissulaires spécifiques, de ce fait, les lames sont incubées pendant 20 min a 37°C en
présence de bloking serum, le sérum normal de chevre (Normal goat serum PBS 5%,
Vectors Lab, USA).

- Marquage de I’insuline est réalisé¢ par incubation des lames 24h a 4°C en présence
d’anticorps primaire anti-insuline de rat (Santa cruz, Biotechnology, USA) dilué au
1/500

- Aprés deux lavages dans le PBS pendant 5 min, ’anticorps secondaire anti-insuline
biotinylé (Goat antirabbit biotinyl) dilué au 1/300 (Vectors Lab, USA), est appliqué
sur les lames puis incubées 30 min a température ambiante.

- Aprés deux lavages dans le PBS pendant 5 min, le complexe ABC (Avidine- biotine-
Traceur Complexe, Vectors Lab, USA) est ajouté aux lames durant 30min a
température ambiante. Le complexe ABC est un réseau formé de plusieurs molécules

de peroxydase liée a la biotine pontée par de lI'avidine.
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Révélation de lactivité péroxydasique et montage des lames:

- Apres deux lavages avec du PBS pendant 5 min, la révélation de I’insuline est réalisée
par une incubation des lames pendant 3 min dans une solution contenant le substrat de
la péroxydase, c’est le chromogéne DAP (3,3'-diaminobenzidine; Vector Labs), sa
forme oxydée donne un produit brun en microscopie optique (le noyau positif est
coloré en brun).

- Les lames sont ensuite contre colorées a I’hématoxyline de Harris puis lavées a I’eau
courante. Elles subissent une déshydratation dans des bains a concentrations
croissantes d’alcool puis dans du xyléne.

- Les lames sont montées avec un milieu permanent et les coupes sont observées au
microscope photonique (Leica microsystemes, Suisse). Les images sont enregistrées

avec une caméra intégrée (Carl Zeiss).

3.3. Evaluation de ’effet protecteur des extraits aqueux de graines de Citrullus
colocynthis vis-a-vis de la toxicité de la de streptozotocine
Dans cette étude nous nous sommes intéressés a I’aspect préventif des extraits aqueux
El et ElIl a la dose 90mg/kg p.c. vis-a-vis de la toxicité de la streptozotocine (STZ).
Pour réaliser ce travail nous avons utiliseé 28 rats femelles répartis en quatre lots (tableau
n°10).

Deux lots de rats expérimentaux, subissent quotidiennement pendant trois semaines un
prétraitement (I.P.) par I’extrait brut aqueux EI (90mg/kg p.c.) ou I’extrait EII (90mg/kg p.c.),
les rats témoins recoivent le sérum physiologique (NaCl 0.9%). Aprés cette période de
traitement les rats maintenus a jeun, pendant 10 a 12 heures, recoivent une injection I.P. de la

streptozotocine a 65mg/kg p.c.

Un deuxiéme lot de rats expérimental, a été également prétraité par une seule
injection L.P. de I’extrait brut aqueux EI (90mg/kg) 24 heures avant I’injection de la
streptozotocine (65 mg/kg). Cette expérience a été effectuée dans le but de vérifier si 1’effet

de D’extrait EI est immédiat ou a long terme.

Chez ces animaux, la glycémie a été mesurée dans le sang total a partir de 1’extrémité

caudale en utilisant un glucométre Accku-check active, le premier jour de I’expérimentation,

le 2°™ et le 7°™ jour aprés I’injection de la streptozotocine.
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Tableau n°10: Répartition des lots de rats pour I’évaluation de I’effet protecteur de
I’extrait aqueux (EI) de Citrullus colocynthis vis-a-vis de la toxicité de la
streptozotocine

Dose nombre Induction Mesuredela  Mesure de la

Lot Prétraitement (1.P.) injectée  derats du diabéte glycémie glycémie
o Sérum
Témoins physiologique 5 ml/kg 10
El, L.P.
quotidiennement 90 mg/kg 10
endant 21 jours - — _
Expérimentaux d J t=10 =2 =7
Une seule 1.P. de EI I.P.STZ apres I.P de apres |.P.de
o 90 mg/kg 3 65 mg/kg STZ STZ

(24h avant I.P. STZ)

Ell, I.P.
quotidiennement 90 mg/kg 5
pendant 21 jours

3.4. Evaluation de I’effet antihyperglycémiant des extraits bruts aqueux de graines de
Citrullus colocynthis en usage externe
Selon les enquétes ethnobotaniques, le mode d’utilisation traditionnelle de la
coloquinte par la population des diabétiques est typiquement en usage externe. Dans le but de
reproduire ce mode d’utilisation, on a essayé de tester chez des rats non diabétiques et des rats
rendus diabétiques, 1’effet des extraits bruts aqueux EI et EII sur les variations de la glycémie
pendant trois heures de suivi. Pour cela, nous avons utilisé des rats femelles diabétiques et

non diabétiques répartis en 6 groupes (tableau n°11).

Apres 10 a 12 heures de jelne, les groupes de rats expérimentaux sont placés dans des
cages en plexiglace, contenant environ 250 ml de solutions fraichement préparées de 1’extrait
EI (500 g/1) ou I’extrait EII (500 g/l), alors que les rats témoins sont placés dans des cages
contenant le méme volume de sérum physiologique (NaCl 0,9%). Chez tous les rats, témoins
et expérimentaux, la glycémie a ét¢ mesurée, a partir de ’extrémité caudale, a tOmin

(glycémie basale) puis a 30, 60, 120 et 180 min en utilisant un glucometre accku-check active.
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Tableau n°11: Répartition des lots de rats pour 1’évaluation de 1’effet de 1’'usage externe de
des extraits aqueux de Citrullus colocynthis

Lot Extrait Volume dans la cage Nombre de rats
Diabétiques
Témoins Sérum physiologique 5
- El 250 ml 5
Expérimentaux
Ell 5
Non diabétiques
Témoins Sérum physiologique
. El 250 ml
Expérimentaux
Ell 4

3.5. Evaluation de D’effet antihyperglycémiant de la coadministration de glucose et
I’extrait aqueux de graines de Citrullus colocynthis

Le but principal de cette étude est d’examiner I’influence de [’extrait EI sur

I’hyperglycémie post prandiale (absorption intestinale du glucose) qui ont résulte de

I’administration orale d’un mélange glucose (2g/kg)-extrait EI (90mg/kg) 1’absorption

intestinal de glucose.

Pour cette expérience, nous avons utilisé des rats femelles répartis en 5 groupes
(tableau n°13). Les rats expérimentaux maintenus a jeun pendant 10 a 12 heures, a 0 min
aprés mesure la glycémie basale recoivent par un gavage le mélange (v/v) d’une solution de
glucose (2g/kg) et la solution de ’extrait EI (90mg/kg). D’autres mesures sont effectuées a
30, 60, 120 et 180min a partir de I’extrémité caudale a 1’aide d’un glucomeétre accku-check
active. Chez les rats témoins, I’extrait est remplacé par du sérum physiologique (témoins) ou

le glibenclamide 5mg/kg (témoins contrdle).

Tableau n°12: Répartition des lots de rats pour 1’évaluation de 1’effet antihyperglycémiant
de la coadministration de glucose et I’extrait EI de graines de Citrullus

colocynthis
Lot Extrait+ glucose 2g/kg (v/v) Dose Nombre de rats
Diabétiques
Témoins Sérum physiologique 5 ml/kg 5
Témoins controle Glibenclamide 5 mg/kg 10
Expérimentaux Aqueux EI 90mg/kg 5
Non diabétiques
Témoins Sérum physiologique 90mg/kg 4
Expérimentaux Aqueux EI 90mg/kg 5
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3.6. Dosage des parametres biochimiques sanguins

Chez les rats diabétiques et non diabétiques le sang récupéré dans des tubes secs et
centrifugé a 3000 tr/min pendant 15min a 4 °C. Le sérum récupéré a fait I’objet de certains
dosages sériques: Cholestérol total, triglycérides, urée, créatinine, phosphatase alcaline, TGO
et TGP, a I’exception du glucose dosé sur du sang total. Le principe de chacun des méthodes

est donné ci-apres.
3.6.1. Dosage de glucose (mesure de la glycémie sur le sang total)

La mesure de la glycémie a été realisée par électrochimie en utilisant un glucométre a
bandelettes réactives (Accu-Check active, Roche). Sur la zone réactive de chaque bandelette
on dépose une goutte de sang total qui se met en contact direct avec le glucose oxydase
(GOD), Cette derniere par double réaction assure 1’oxydation du glucose en gluconolactone et
la réduction du ferricyanure en ferrocyanure. Grace au courant induit par le chrono
amperemetre du glucometre, le ferrocyanure est ré-oxydé et libére des électrons qui sont
ensuite captés par 1’¢lectrode de mesure. La mesure de la glycémie est ainsi directement
proportionnelle au courant mesuré. Le courant électrique produit au cours de cette réaction
électrochimique est transmis dans le moniteur ou il est traduit en lecture a 1’écran exprimé en
mg/dl. Les résultats obtenus de la glycémie correspondent aux valeurs dans le plasma selon la

fédération International de Chimie Clinique (Dufaitre-Patouraux et al. 2003).
3.6.2. Dosage du cholestérol total

Le dosage du cholestérol total a été réalisé par une méthode enzymatique colorimétrique
(Kit SPINREACT) basée sur la méthode de Fasce (1982). L’intensité de la coloration
développée au cours de la réaction, citée ci-dessous, est proportionnelle a la concentration en
cholestérol exprimé en g/l. L’absorbance est mesurée au spectrophotomeétre a 505nm contre le

blanc.

Cholestérol-ester + H,0 —CNOl EStérase - opojaciérol + acide gras

Chol. Oxydase

Cholestérol + O, » Cholesten-4-en-one + H,0,

2 H,0, + Phénol + 4 aminoantipyrines POD Quinoneimine + 4 H,0O
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3.6.3. Dosage des triglycérides

Le dosage des triglycérides a été réalisé par une méthode enzymatique
colorimétrique (Kit SPINREACT) basée sur la méthode de Fossati et Prencipe (1982).
L’intensit¢ de la coloration développée au cours de la réaction est proportionnelle a la
concentration en triglycérides exprimée en g/l. L’absorbance est mesurée au

spectrophotometre a 505nm contre le blanc.

Triglycérides __LtpPL Glyceérol + Acides gras

Glycérol +ATP CK » Glycéol-3-phosphate +ADP
Glycérol-3-phosphate + O, GPO___, Dihydroxyacétone -Phosphate+H,0,
2H,0, + 4-aminoantipiyrine POD | Quinonimine + 4H,0

3.6.4. Dosage de ’urée

Le dosage de I’'urée a été réalisé par une méthode enzymatique colorimétrique a
I’'uréase (Kit SPINREACT) selon la méthode de Berthelot. L’intensit¢ de la coloration
développée au cours de la réaction est proportionnelle a la concentration en urée exprimé en

mg/dl. L absorbance est mesurée au spectrophotométre a 580 nm contre le blanc.

Urée +H,0 Uréase | (NH,")2+CO,

Nitroprusside

NH,4" + sallycilate + NaCIO Indophénole

3.6.5. Dosage de la créatinine

Le dosage de la créatinine sériqgue a été réalisé par une méthode chimique
colorimétrique et cinétique en milieu alcalin selon la méthode de Jaffé. L’absorbance du
picrate de créatinine est mesurée au spectrophotométre a 492 nm contre le blanc. Les résultats

sont exprimés en mg/dl.

e . . NaOH . . . e
Créatinine + acide picrique ————  picrate de sodium + picrate de créatinine
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3.6.6. Dosage de la phosphatase alcaline

Le dosage de la phosphatase alcaline a été réalise par un test enzymatique
colorimétrique (Kit SPINREACT). L’absorbance est mesurée au spectrophotometre a 405nm

contre le blanc. Les résultats sont exprimés en Ul/I.

p-Nitrophenylphosphatase + H,O Phosphatase alcaline » p-Nitrophenol + phosphate

3.6.7. Dosage de la TGO (Transaminase Glutamate Oxaloacétique)

Le dosage de la TGO a été réalisé par une méthode enzymatique colorimétrique
(Kit SPINREACT). L’absorbance est mesurée au spectrophotomeétre a 340 nm contre le blanc

et Les résultats sont exprimes en Ul/I.

TGO
a- acide cétoglutarate + L-acide aspartique —  acide glutamique + acide oxaloacétique

MDH »Malate + NAD"

acide oxaloacétique + NADH + H*

3.6.8. Dosage de TGP (Transaminase Glutamate Pyruvate)

Le dosage de la TGP a été réalise par une méthode enzymatique colorimétrique
(Kit SPINREACT). L’absorbance est mesurée au spectrophotometre a 405nm contre le blanc

blanc. Les résultats sont exprimés en Ul/I.

TGP
o- cétoglutarate +L- Alanine » L-acide glutamatamique + acide pyruvique

LDH
Acide pyruvique + NADH + H* » acide lactique + NAD"
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3.7. Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes accompagnées de leur indice de

dispersion qui est I’erreur standard a la moyenne : m #ES
Moyenne (m) X = % ¥ xi

Ecart type (6) oy =VVy

L’erreur standard de la moyenne (ES) ES = %
La signification statistique des différences observées entre les valeurs moyennes
obtenues pour chaque lot d’animaux a été évaluée par test de Student « t ». Pour comparer

deux échantillons indépendants, on applique le test de Student & un degré de liberté qui

dépend de la taille de I’échantillon, ddl =n; + n, — 2
mi—my

2 i + L
o [nl nz]

te=

La différence entre deux moyennes est :
Peu significative(*): P < 0,05
Significative (**): P <0,01
Tres significative (***): P < 0,001

Hautement significative (****): P <0,0001
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Résultats et interprétaion

1. Détermination de la dose Iétale moyenne DL, des extraits de graines de
Citrullus colocynthis

L’administration intrapréritonéale des différents extraits de la colcoquinte (El, EIl,
EM, EAc et En-B) a des doses croissantes, entraine la mort d’un certain nombre de rat par lot
au bout de 24h, dépendant de la dose recu.
Comme indiqué dans les tableaux suivants, la valeur des doses létales (DLsg et DLjgo)
de chacun des extraits est comme suit:
La DLsg de I’extrait EI est de 500 mg/kg p.c., et 800 mg/kg comme DL (tableau n°13)
La DLsg de I’extrait EII est de 900 mg/kg p.c., et 2000 mg/kg comme DL g (tableau n°14)
La DLso de I’extrait EM est de 450 mg/kg p.c., et 500 mg/kg comme DL (tableau n°15)
La DLsg de I’extrait EAc est de 350 mg/kg p.c., et 400 mg/kg comme DL (tableau n°16)

La DLsg de I’extrait EI est de 800 mg/kg p.c., et 950 mg/kg comme DL (tableau n°17)

Tableau n°13 : Doses létales de I’extrait aqueux EI de graines de Citrullus colocynthis

lot 1 2 3 4 5 6
El mg/Kg 200 300 500 600 800 1000
Nombre de rat total 04 04 04 04 04 04
Nombre de rats morts 0 0 02 03 04 04
(Taux de mortalité) (0%) (0%) (50%) (75%) (100%) (100%)

Tableau n°14 : Doses létales de I’extrait aqueux EIl de graines de Citrullus colocynthis

lot 1 2 3 4 5
Ell mg/Kg 250 350 500 900 1000
Nombre de rat total 04 04 04 04 04
Nombre de rats morts 0 01 01 02 04
(Taux de mortalité) (0%) (25%) (25%) (50%) (100%)
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Tableau n°15 : Doses létales de I’extrait EM de graines de Citrullus colocynthis

1 2 3 4 5 6 7
EM mg/Kg 200 300 400 450 500 800 900
Nombre de rat total 04 04 04 04 04 04 04
Taux de mortalité L L v 1z o o o
(0%) (0%) (0%) (50%)  (100%) (100%) (100%)

Tableau n°16: Doses létales de ’extrait acétate d’éthyle (EAc) de graines de Citrullus

1 2 3 4 5 6 7 8
EAc mg/Kg 100 200 250 300 350 400 600 800
Nombre de rat 04 04 04 04 04 04 04 04
Taux de mortalité 0 0 0 0 02 04 04 04
(0%) (0%) (0%) (0%) (50%) (100%) (100%) (100%)

colocynthis

Tableau n°17: DLsg de I’extrait n-butanol (En-B) de graines de Citrullus colocynthis

1 2 3 4 5 6 7
En-B mg/Kg 150 180 200 400 500 800 950
Nombre de rat 04 04 04 04 04 04 04

0 0 0 0 0 02 04

Al e el O%)  (0%) (0%) (0%) (0%) (50%) (50%)

2. Effet antidiabétique des extraits de graines de Citrullus colocynthis chez les rats
diabétiques et non diabétiques

L’évaluation de I’effet antidiabétique des extraits de graines de la coloquinte a été
réalisée chez des rats non diabétiques recevant les extraits, aqueux EI 90 mg/kg p.c., EIl 90
mg/kg, EM 100 mg/kg, Acétate d’éthyle 10 mg/kg p.c.et n-butanol 70 mg/kg. Les rats
témoins et contréles recoivent le sérum physiologique et le glibenclamide (10mg/kg p.c.) au

lieu de ’extrait.
Les animaux ainsi traités sont suivis a :

e Court terme afin d’évaluer I’effet des extraits sur la glycémie durant les trois

premiéres heures apres injection de chaque extrait (effet immédiat)
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e Long terme (trois semaines) afin d’évaluer un effet globale des extraits de la
coloquinte sur les perturpations métaboliques induits par le diabéte, par le
dosage de paramétres biochimiques sanguins: glycémie, triglycérides,
cholestérol total, urée, créatinine et certains parametres de toxicité hépatique
TGO, TGP et PA ; avec la mesure du poids corporel, prise d’eau et d’aliment

ainsi que la biométrie des organes.

2.1. Effet a court terme des extraits de graines de Citrullus colocynthis chez les rats
diabétiques et non diabétiques

Les résultats obtenus chez les rats témoins et expérimentaux, non diabétiques et

diabétiques sont représentés dans les figure 7, 8 et 9 et dans les figures 10, 11 et 12

respectivement.

Dans la figure 7 (A, B, C, D, E) on remarque que les rats traités par les extraits EI (90
mg/kg), EIl (90 mg/kg) et EAc (100 mg/kg), EM (100 mg/kg) et En-B (70 mg/kQg)
n’entrainent aucune variation significative de la glycémie chez les rats non diabétiques. Et
donc ils n’ont pas d’effet hypoglycémiant. Par contre, I’effet de ces mémes extraits chez les
rats diabétiques, représenté dans la figure8 (A, B, C, D, E, F, G), entrainent une réduction de
I’hyperglycémie comparativement aux rats diabétiques témoins, le méme effet est observé

chez les rats contréles (glibenclamide 10mg/kg p.c.).

Les rats traités par les extraits El et Ell ont subi une diminution significative de la
glycémie (p <0,001). 30min apres son administration 1.P. I’extrait EM (100mg/kg) diminue
I’hyperglycémie des rats diabétiques, par contre a 60, 120 et 180min on note une
augmentation progressive de I’hyperglycémie. De méme, I’extrait EAc (10mg/kg) ne
provoque aucune variation significative de I’hyperglycémie a court terme. Tandis que I’extrait
n-butanol (70mg/kg) diminue significativement (p<0,001) [I’hyperglycémie chez les
expérimentaux par rapport aux rats témoins. Les rats diabétiques traités par le glibenclamide
(10mg/kg) présentent une diminution progressive de I’hyperglycémie qui devienne
significative a 60min (p<0,01), 120min (p<0,001) et 180min (p<0,001).

Suivant ces résultats on constate que les extraits El, EIl et En-B présentent des effets
antihyperglycémiants significatifs a court terme chez les rats diabétiques, tandis que les
extraits EM et EAc ne présentent aucun effet remarquable. Chez les rats non diabétiques

aucun effet hypoglycémiant n’a été observé pour ces extraits.
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2.2. Effet a long terme des extraits de graines de Citrullus colocynthis sur la glycémie
chez les rats diabétiques et non diabétiques

Les résultats relatifs a I’effet de 1’administration I.P. quotidienne des différents extraits

de graines de la coloquinte sur la glycémie a long terme chez les rats diabétiques et non

diabétiques sont représentés dans les figures 9 et 10 respectivement.

Chez les rats non diabétiques (figure 9 A, B, C, D, E, F), on remarque que les
différents extraits (EI 90 mg/kg, EIl 90 mg/kg, EM 100 mg/kg, EAc 10 mg/kg p.c.et En-B 70

mg/kg) ne provoque aucun changement significative de la glycémie chez les différents

éme

groupes de rat par rapport aux rats témoins (p>0,05) durant toute 1’expérimentation (7°,
14°™ et 21°™ jour).

Chez les rats diabétiques figure 10 (A, B, C, D, E, F, G) I’injection L.P. de I’extrait EI

provoque une diminution progressive et significative de la glycémie au 7°™ et au 14°™

(p<0,01), qui passe de 3.45 & 2,40q/l, elle devient trés significative au 21°™ (p<0,001).

jour

L’extrait EIl (90 mg/kg) par contre, ne provogque aucun changement significatif de
I’hyperglycémie durant les trois semaines de suivi. Concernant les extraits EM, EAc et En-B,
ils provoquent une diminution significative de I’hyperglycémie (p<0.001) au 14°™ et au
21°™ jour. L’administration du glibenclamide (10mg/kg) provoque une diminution
significative (p<0,05) seulement au 14°™ jour du traitement par rapport aux rats témoins

(sérum physiologique).

A la lumiére de ces résultats, on remarque que, 1’effet des différents extraits de graines
de la coloquinte administrés chez les rats diabétiques pendant trois semaines, devient
significatif & partir du 14°™ jour a I’exception de I’extrait EIl qui ne présente aucune
diminution durant toute la période de I’expérimentation. Ce qui illustre bien que les extraits de

la coloquinte possédent un effet antihyperglycémiant a long terme.
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Figure 7: Variations a court terme de la glycémie chez les rats non diabétiques traités par les extraits
de graines de Citrullus colocynthis

MTMOO®®>

: Variations de la glycémie chez les rats non diabétiques traités par ’extrait EI 90mg/kg p.c.
: Variations de la glycémie chez les rats non diabétiques traités par ’extrait EII 90mg/kg p.c.
: Variations de la glycémie chez les rats non diabétiques traités par ’extrait Eau-méthanol (EM) 100mg/kg
: Variations de la glycémie chez les rats non diabétiques traités par ’extrait acétate d’éthyle (EAc) 10mg/kg
: Variations de la glycémie chez les rats non diabétiques traités par 1’extrait n-butanol (En-B) 70mg/kg
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: Variations de la glycémie chez les différents groupes de rats non diabétiques expérimentaux et témoins

o Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d'extrait aqueux El et les rats témoins (sérum physiologique)
¢ Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d’extrait aqueux El1 et les rats témoins (sérum physiologique)
A Comparaison entre rats traités par 100 mg/kg p.c.d'extrait EM et les rats témoins (sérum physiologique)

% Comparaison entre rats traités par 10mg/kg d'extrait EAc et les rats témoins (sérum physiologique)

& Comparaison entre rats traités par 70mg/kg d’extrait En-B et les rats témoins (sérum physiologique)

* 1 p=<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001
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Figure 8: Variations a court terme de la glycémie chez les rats diabétiques traités par les extraits de
graines de Citrullus colocynthis

: Variations de la glycémie chez les rats diabétiques traités par I’extrait E1 90mg/kg p.c.

: Variations de la glycémie chez les rats diabétiques traités par I’extrait EIl 90mg/kg p.c.

: Variations de la glycémie chez les rats diabétiques traités par I’extrait Eau-méthanol (EM) 100mg/kg

: Variations de la glycémie chez les rats diabétiques traités par ’extrait acétate d’éthyle (EAc) 10mg/kg

: Variations de la glycémie chez les rats diabétiques traités par 1’extrait n-butanol (En-B) 70mg/kg

: Variations de la glycémie chez les rats diabétiques traités par le glibenclamide 10mg/kg p.c.(contrdle positif)
: Variations de la glycémie chez les différents groupes de rats diabétiques expérimentaux et témoins

OTMMUO®m>

® Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d'extrait aqueux El et les rats témoins (sérum physiologique)

¢ Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d’extrait aqueux El1 et les rats témoins (sérum physiologique)
A Comparaison entre rats traités par 100 mg/kg p.c.d'extrait eau-méthanol et les rats témoins (sérum physiologique)
¥ Comparaison entre rats traités par 10mg/kg d'extrait acétate d’éthyle et les rats témoins (sérum physiologique)
& Comparaison entre rats traités par 70mg/kg d’extrait n-butanol et les rats témoins (sérum physiologique)

4+ Comparaison entre rats traités par 70mg/kg d'extrait n-butanol et les rats témoins (sérum physiologique

*:p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001
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Figure 9 : Variations a long terme de la glycémie chez les rats non diabétiques traités par les extraits
deraines de Citrullus colocynthis

: Variations de la glycémie chez les rats non diabétiques traités par I’extrait E1 90mg/kg p.c.

: Variations de la glycémie chez les rats non diabétiques traités par I’extrait EIl 90mg/kg p.c.

: Variations de la glycémie chez les rats non diabétiques traités par I’extrait Eau-méthanol (EM) 100mg/kg p.c

: Variations de la glycémie chez les rats non diabétiques traités par ’extrait acétate d’éthyle (EAc) 10mg/kg p.c.
: Variations de la glycémie chez les rats non diabétiques traités par 1’extrait n-butanol (En-B) 70mg/kg p.c.

: Variations de la glycémie chez les différents groupes de rats non diabétiques expérimentaux et témoins

TMOO®>

® Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d'extrait aqueux El et les rats témoins (sérum physiologique)
¢ Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d’extrait aqueux El1 et les rats témoins (sérum physiologique)
A Comparaison entre rats traités par 100 mg/kg p.c.d'extrait EM et les rats témoins (sérum physiologique)

¥ Comparaison entre rats traités par 10mg/kg p.c d'extrait EAc et les rats témoins (sérum physiologique)

& Comparaison entre rats traités par 70mg/kg p.c. d'extrait En-B et les rats témoins (sérum physiologique)

*:p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001
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Figure 10 : Variations a long terme de la glycémie chez les rats diabétiques traités par les extraits de
graines de Citrullus colocynthis

: Variations de la glycémie chez les rats diabétiques traités par I’extrait E1 90mg/kg p.c.

: Variations de la glycémie chez les rats diabétiques traités par I’extrait EIl 90mg/kg p.c.

: Variations de la glycémie chez les rats diabétiques traités par I’extrait Eau-méthanol (EM) 100mg/kg

: Variations de la glycémie chez les rats diabétiques traités par ’extrait acétate d’éthyle (EAc) 10mg/kg

: Variations de la glycémie chez les rats diabétiques traités par 1’extrait n-butanol (En-B) 70mg/kg

: Variations de la glycémie chez les rats diabétiques traités par le glibenclamide 10mg/kg p.c.(contrble positif)
: Variations de la glycémie chez les différents groupes de rats diabétiques expérimentaux et témoins

OGTMTmMOO®>

® Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d'extrait aqueux El et les rats témoins (sérum physiologique)
¢ Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d’extrait aqueux Ell et les rats témoins (sérum physiologique)
A Comparaison entre rats traités par 100 mg/kg p.c.d'extrait EM et les rats témoins (sérum physiologique)

2 Comparaison entre rats traités par 10mg/kg d'extrait EAc et les rats témoins (sérum physiologique)

& Comparaison entre rats traités par 70mg/kg d'extrait En-B et les rats témoins (sérum physiologique)

-+ Comparaison entre rats traités par 10mg/kg de glibenclamide et les rats témoins (sérum physiologique)

* 1 ps0.05 ; ** : p<0.01 ; *** : p<0.001
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2.3. Effet des extraits de graines de Citrullus colocynthis chez les rats diabétiques et non
diabétiques soumis au Test de Tolérence Orale au Glucose (TTOG)

Chez les rats diabétiques et non diabétiques traiteés par les différents extraits pendant
21 jours. Ces animaux sont soumis a un TTOG le dernier jour de I’expérimentation (J,1) apres

injection des extraits, Les résultats obtenus sont représentés dans les figures 11 et 12.

Dans la figure 11 (A, B, C, D, E, F) les rats non diabétiques traités par les extraits El,
EM et En-B, apres gavage de la solution de glucose (2g/kg) a 30min, ne présentent aucun
changement significatif de la glycémie. L’extrait EIl montre un effet antihyperglycémiant
semble atténuer 1’apparition du pic d’hyperglycémie consécutif au gavage du glucose,

provoquant ainsi une diminution significatif de la glycémie (p<0.001) a 120 min.

La réponse des rats diabétiques, traités par les extraits de la coloquinte au TTOG est
représenté dans la figure 12(A). Chez ces groupes de rats, en raison des écarts plus ou moins
importants de la glycémie basale a tOmin (1,2 a 4,5g/l), et a fin de pouvoir comparer sa
variation entre les différents 16ts de rats, celle-ci reste exprimées en taux de variation relatif a

la glycémie basale. Les résultats sont indiqués dans la figure 12. (B, C, D, E, F, G, H)

D’aprés ces résultats, il parait que I’extrait EI provoque une augmentation significative
(P<0,001) de I’hyperglycémie a 30, 60 et faiblement significatif a 120min. De méme, les
extraits EIl et EAc provoquent une diminution non significative de I’hyperglycémie par
rapport auxtémoins, pendant que les extraits EM et En-B provoquent une augmentation a 60,
120 et 180min. les rats traités par le glibenclamide (témoin contrdle) révelent une

augmentation maintent la glycémie nettement inférieur a celle des rats témoins (NaCl 0,9%).

En fonction de ces résultats on constate, que I’administration I.P. a long terme des
extraits de graines de la coloquinte, ne provoque aucun effet significatif sur la diminution de
I’hyperglycémie chez les ras diabétiques et non diabétiques soumis au TTOG, au contraire

certains extraits ont contribué a faire augmenter la glycémie des rats diabétiques.
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Figure 11: Variations de la glycémie chez les rats non diabétiques soumis au TTOG et traités
par les extraits de graines de Citrullus colocynthis

: Variations de la glycémie chez les rats non diabétiques traités par I’extrait E1 90mg/kg p.c.

: Variations de la glycémie chez les rats non diabétiques traités par ’extrait EII 90mg/kg p.c.

: Variations de la glycémie chez les rats non diabétiques traités par I’extrait Eau-méthanol (EM) 100mg/kg
: Variations de la glycémie chez les rats non diabétiques traités par ’extrait acétate d’éthyle (EAc) 10mg/kg
: Variations de la glycémie chez les rats non diabétiques traités par ’extrait n-butanol (En-B) 70mg/kg

: Variations de la glycémie chez les différents groupes de rats non diabétiques expérimentaux et témoins

TMOO®>

® Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d'extrait aqueux El et les rats témoins (sérum physiologique)
¢ Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d’extrait aqueux El1 et les rats témoins (sérum physiologique)
A Comparaison entre rats traités par 100 mg/kg p.c.d'extrait EM et les rats témoins (sérum physiologique)

¥ Comparaison entre rats traités par 10mg/kg d'extrait EAc et les rats témoins (sérum physiologique)

& Comparaison entre rats traités par 70mg/kg d'extrait En-B et les rats témoins (sérum physiologique)

* 1 p=<0.05 ; ** : p<0.01 ; *** : p<0.001
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Figure 12: Variations de la glycémie chez les rats diabétiques soumis au TTOG et
traités par les extraits de graines de Citrullus colocynthis

A : Variations de la glycémie chez les rats diabétiques traités par I’extrait E1 90mg/kg p.c.
: Variations de la glycémie chez les rats diabétiques traités par I’extrait EIl 90mg/kg p.c.
: Variations de la glycémie chez les rats diabétiques traités par I’extrait (EM) 100mg/kg

B . L oo,
C A: Variations de la glycémie chez les différents
D : Variations de la glycémie chez les rats diabétiques traités par I’extrait (EAc) 10mg/kg

E

F

G

groupes rats diabétiques expérimentaux et

: Variations de la glycémie chez les rats diabétiques traités par 1’extrait (En-B) 70mg/kg témoins représentées en valeurs absolues (g/1)

: Variations de la glycémie chez les rats diabétiques traités par le glibenclamide 10mg/kg p.c.

: Variations de la glycémie chez les différents groupes de rats diabétiques expérimentaux et témoins B: Variations de la glycémie chez les différents
groupes rats diabétiques expérimentaux et
témoins représentées en valeurs relatives a la

® Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d'extrait aqueux El et les rats témoins (sérum physiologique) glycémie basale(%)
¢ Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d’extrait aqueux El1 et les rats témoins (sérum physiologique)

A Comparaison entre rats traités par 100 mg/kg p.c.d'extrait EM et les rats témoins (sérum physiologique)

% Comparaison entre rats traités par 10mg/kg d'extrait EAc et les rats témoins (sérum physiologique)

& Comparaison entre rats traités par 70mg/kg d'extrait En-B et les rats témoins (sérum physiologique)

+ Comparaison entre rats traités par 10mg/kg de glibenclamide et les rats témoins (sérum physiologique)

*:p=<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001
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2.4, Effet des extraits de graines de Citrullus colocynthis sur certains parmaétres
sanguins chez les rats diabétiques et non diabétiques

Au cours de notre étude nous avons évalué I’effet de 1’administration

quotidienne 1. P. des différents extraits de graines de la coloquinte, pendant trois semaines, sur

les variations de certains parametres biochimiques sanguins: cholestérol total, triglycérides,

urée, créatinine, TGO, TGP et phosphatase alcaline. Les résultats obtenus chez les rats

diabétiques et non diabétiques sont représentés dans les Figure 13 a 26 respectivement.

2.4.1. Effet des extraits de graines de Citrullus colocynthis chez les rats diabétiques et
non diabétiques sur les variations de la cholestérolémie et triglycéridémie

Les variations du taux de cholestérolémie total sérique, chez les rats normaux sont
représentées dans la figure 13 (A, B, C, D, E, F). Chez ces animaux, on observe que la
majorité des extraits ne provoquent aucune influence sur ce parametre durant toute
I’expérimentation, a I’exception de ’extrait EI (90 mg/kg) qui a diminué significativement

(p<0,01) le taux de I’hypercholestérolémic au 14°™ et 21°™ jour par rapport auxrats témoins.

Chez les rats diabétiques le taux de cholestérolémie, représenté dans la figure 14
(A, B, C, D, E, F, G) indique que la choléstérolémie augment chez les rats témoins (serum
physiologique) durant les 21 jours du traitement, par contre, elle demeure relativement stable
chez les rats contrle témoins (glibenclamide) au 14°™ et 21°™ jour. Par contre, chez les rats
expérimentaux 1’ensemble de groupes de rat a 1’exception de I’extrait EAc montrent une
diminution significative (p<0,001). Cette diminution progressive est notée au 7™, 14°™ et

21°™ jour principalement pour I’extrait EI et EM.

Concernant le taux de triglycéridémie chez les rats non diabétiques, représenté dans
la Figure 15 (A, B, C, D, E, F), on observe une diminution progressive et significative
(p<0,01) chez les rats traités par les différents extraits, principalement 1’extrait EI au 7eme.
14°™ et 21°™ jour par rapport aux témoins. Chez les rats diabétiques, dans la figure 16 (A, B,
C, D, E, F, G) on observe chez les rats traités par les extraits El, EIl et EM, une diminution de
ce paramétre (p<0,01) aux 7°™ et 21°™ jours. Le glibenclamide (10mg/kg) diminue la
1éme

triglycéridémie seulement au 2 jour.Tandis que, les extraits EAc et En-B, ne provoquent

aucune diminution significative de ce parametre.

En fonction de ces résultats on constate, que le traitement des rats (I. P.) a long terme

par les différents extraits de graines de la coloquinte a tendence de diminuer le taux de
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triglyceridemie et de cholestérolémie chez les rats diabétiques, alors que chez les rats non
diébatique, ces réductions ont dimiuer la triglycéridemie sans changer le taux du cholestérol

total.

2.4.2. Effet des extraits de graines de Citrullus colocynthis chez les rats diabétiques et
non diabétiques sur les variations de I’urémie et la créatinémie
Les résultats relatifs aux taux de l’urée plasmatique mesuré chez les rats non
diabétiques et diabétiques sont représentés dans les figure 17 (A, B, C, D, E, F) et 18 (A, B,

C, D, E, F, G) chez les rats non diabétiques et diabétiques respectivement.

Chez les rats non diabétiques on remarque que 1’administration 1.P. quotidiennes des
différents extraits pendant trois semaines n’a provoquée aucun changement significative de ce
parametre chez les différents groupes de rats témoins, témoins contrdle et expérimentaux.
Chez les rats diabétiques également le taxu de 1’urée sanguin ne varie pas aussi bien chez les

témoins et les expérimentaux

Le taux de la créatinémie représenté dans les figures 19 (a, b, c, d, e, f) et 20 (a, b, c,
d, e, f, g) montrent chez les rats non diabétiques (figures 19) de faibles variations non
significatives chez les différents groupes expérimentaux par rapport aux rats témoins et
témoins contrbles. De méme chez les rats diabétiques des fluctuations négligeables de ce
parametre sont notés pour I’ensemble des extraits a I’exception de I’extrait EI et EAc, qui ont
1éme

provoqué au 21" jour une augmentation significative de la créatinine (p<0,01).

A la lumiére de ce résultat, on constate que les doses administrées des extraits de
graines de la coloquinte, pendant trois semaines chez les rats diabétiques et non diabétiques,

ne sont pas toxique chez ces animaux.
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Figure 13: Variations de cholestérolémie totale chez les rats non diabétiques traités
par les extraits de graines de Citrullus colocynthis

: Variations de cholestérolémie chez les rats non diabétiques traités par 1’extrait EI 90mg/kg p.c.

: Variations de cholestérolémie chez les rats non diabétiques traités par I’extrait EIl 90mg/kg p.c.

: Variations de cholestérolémie chez les rats non diabétiques traités par 1’extrait Eau-méthanol (EM) 100mg/kg
: Variations de cholestérolémie chez les rats non diabétiques traités par ’extrait acétate d’éthyle (EAc) 10mg/kg
: Variations de cholestérolémie chez les rats non diabétiques traités par ’extrait n-butanol (En-B) 70mg/kg

: Variations de cholestérolémie chez les différents groupes de rats non diabétiques expérimentaux et témoins.

TMOO®>

® Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d'extrait aqueux El et les rats témoins (sérum physiologique)
¢ Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d’extrait aqueux El1 et les rats témoins (sérum physiologique)
A Comparaison entre rats traités par 100 mg/kg p.c.d'extrait EM et les rats témoins (sérum physiologique)

A Comparaison entre rats traités par 10mg/kg d'extrait EAc et les rats témoins (sérum physiologique)

& Comparaison entre rats traités par 70mg/kg d'extrait En-B et les rats témoins (sérum physiologique)

*:p=<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001
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Figure 14: Variations de cholestérolémie totale chez les rats diabétiques traités par les
extraits de graines de Citrullus colocynthis

: Variations de cholestérolémie chez les rats diabétiques traités par 1’extrait EII 90mg/kg p.c.

: Variations de cholestérolémie chez les rats diabétiques traités par I’extrait (EM) 100mg/kg

: Variations de cholestérolémie chez les rats diabétiques traités par I’extrait (EAc) 10mg/kg

: Variations de cholestérolémie chez les rats diabétiques traités par I’extrait (En-B) 70mg/kg

: Variations de cholestérolémie chez les rats diabétiques traités par le glibenclamide 10mg/kg p.c.

: Variations de cholestérolémie chez les différents groupes de rats diabétiques expérimentaux et témoins

OTMmMOO®

® Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d'extrait aqueux El et les rats témoins (sérum physiologique)
¢ Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d’extrait aqueux El1 et les rats témoins (sérum physiologique)
A Comparaison entre rats traités par 100 mg/kg p.c.d'extrait EM et les rats témoins (sérum physiologique)

2 Comparaison entre rats traités par 70mg/kg d'extrait EAc et les rats témoins (sérum physiologique)

& Comparaison entre rats traités par 10mg/kg d'extrait En-B et les rats témoins (sérum physiologique)

-4+ Comparaison entre rats traités par 10mg/kg de glibenclamide et les rats témoins (sérum physiologique)

*:p=<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001
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Figure 15: Variations de triglycéridémie chez les rats non diabétiques traités par les extraits
de graines de Citrullus colocynthis
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: Variations de triglycéridémie chez les rats non diabétiques traités par 1’extrait EI 90mg/kg p.c.
: Variations de triglycéridémie chez les rats non diabétiques traités par I’extrait EIl 90mg/kg p.c.
: Variations de triglycéridémie chez les rats non diabétiques traités par ’extrait Eau-méthanol (EM) 100mg/kg
: Variations de triglycéridémie chez les rats non diabétiques traités par I’extrait acétate d’éthyle (EAC) 10mg/kg
: Variations de triglycéridémie chez les rats non diabétiques traités par I’extrait n-butanol (En-B) 70mg/kg

: Variations de triglycéridémie chez les différents groupes de rats non diabétiques expérimentaux et témoins

e Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d'extrait aqueux El et les rats témoins (sérum physiologique)
# Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d'extrait aqueux Ell et les rats témoins (sérum physiologique)
A Comparaison entre rats traités par 100 mg/kg p.c.d'extrait EM et les rats témoins (sérum physiologique)

A Comparaison entre rats traités par 10mg/kg d'extrait EAc et les rats témoins (sérum physiologique)
& Comparaison entre rats traités par 70mg/kg d'extrait En-B et les rats témoins (sérum physiologique

*:p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001
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Figure 16: Variations de triglycéridémie chez les rats diabétiques traités par les extraits de
graines de Citrullus colocynthis
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: Variations de triglycéridémie chez les rats diabétiques traités par 1’extrait EI 90mg/kg p.c.

: Variations de triglycéridémie chez les rats diabétiques traités par I’extrait EIl 90mg/kg p.c.
: Variations de triglycéridémie chez les rats diabétiques traités par I’extrait Eau-méthanol 100mg/kg

: Variations de triglycéridémie chez les rats diabétiques traités par ’extrait acétate d’éthyle 10mg/kg
: Variations de triglycéridémie chez les rats diabétiques traités par I’extrait n-butanol 70mg/kg

: Variations de triglycéridémie chez les rats diabétiques traités par le glibenclamide 10mg/kg

: Variations de triglycéridémie chez les différents groupes de rats non diabétiques expérimentaux et témoins

® Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d'extrait aqueux El et les rats témoins (sérum physiologique)

¢ Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d’extrait aqueux Ell et les rats témoins (sérum physiologique)
A Comparaison entre rats traités par 100 mg/kg p.c.d'extrait eau-méthanol et les rats témoins (sérum physiologique)
¥ Comparaison entre rats traités par 10mg/kg d'extrait acétate d’éthyle et les rats témoins (sérum physiologique)
& Comparaison entre rats traités par 70mg/kg d’extrait n-butanol et les rats témoins (sérum physiologique)

<+ Comparaison entre rats traités par 10mg/kg de glibenclamide et les rats témoins (sérum physiologique)
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Figure 17 : Variations de I’'urémie chez les rats non diabétiques traités par les extraits de
graines de Citrullus colocynthis

: Variations de I’urémie chez les rats non diabétiques traités par ’extrait E1 90mg/kg p.c.

: Variations de I’urémie chez les rats non diabétiques traités par ’extrait EIl 90mg/kg p.c.

: Variations de I’urémie chez les rats non diabétiques traités par ’extrait Eau-méthanol (EM) 100mg/kg
: Variations de ’urémie chez les rats non diabétiques traités par 1’extrait acétate d’éthyle (EAc) 10mg/kg
: Variations de I’urémie chez les rats non diabétiques traités par ’extrait n-butanol (En-B) 70mg/kg

: Variations de I’urémie chez les différents groupes de rats non diabétiques expérimentaux et témoins
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® Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d'extrait aqueux El et les rats témoins (sérum physiologique)
# Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d'extrait aqueux Ell et les rats témoins (sérum physiologique)
A Comparaison entre rats traités par 100 mg/kg p.c.d'extrait EM et les rats témoins (sérum physiologique)

2 Comparaison entre rats traités par 10mg/kg d'extrait EAc et les rats témoins (sérum physiologique)

& Comparaison entre rats traités par 70mg/kg d'extrait En-B et les rats témoins (sérum physiologique

*:p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001



Chapitre I1: Etude in vivo de [’activité antidiabétique de la coloquinte Résultats et interprétation

H Témoin B B Temoin C 8 Témoin
100 # Glibenclamide 10mg/kg 100 . gl':bgggalfﬂ'de 10mglkg 100 B Glibenclamide 10mglkg
0 | ¥ EI 0 mglkg 0 v " H Eau-Méthanol 100 mglkg
g g g
e \ w 60
g g £
] L )
[¥) B 9 40 1
5 s 5
20 1
0 Temps
Temps Temps jour
0 2 (jour) 0 2 (jour) 0 2 (our)
Dy H Témoin E 100 - 8 Temoin F H Témoin
00 4 # Glibenclamide 10mgrkg # Glibenclamide 10mg/kg 100
90 | H Acétaté d'éthyle 10mg/kg H n-butanol 70mg/kg B Glibenclamide 10mg/kg
1 80 -
T g g
E g 30
0 @ @
3 $ @ 40
= 5 5
20
Temps Temps 0 Temps
(jour) (jour) 0 2 (jour)
G H Témoin H Glibenclamide 10mg/kg
100 - i EI 90 mg/kg H Ell 90mg/kg
M Eau-Méthanol 100 mg/kg M Acétaté d'éthyle 10mg/kg
90 - i n-butanol 70mg/kg
80 -
~ 70 -
=
° 60 -
E
g 50 A
S
= 40 -
30 A
20 A
10 ~
0 - Temps
0 21 (jour)
Figure 18 : Variations de I'urémie chez les rats diabétiques traités par les extraits de
graines de Citrullus colocynthis
A : Variations de I’urémie chez les rats diabétiques traités par ’extrait E1 90mg/kg p.c.
B : Variations de I’urémie chez les rats diabétiques traités par I’extrait EIl 90mg/kg p.c.
C: Variations de 1’'urémie chez les rats diabétiques traités par I’extrait Eau-méthanol 100mg/kg
D : Variations de I’'urémie chez les rats diabétiques traités par I’extrait acétate d’éthyle 10mg/kg
E: Variations de I’urémie chez les rats diabétiques traités par 1’extrait n-butanol 70mg/kg
F : Variations de 1’'urémie chez les rats diabétiques traités par le glibenclamide 10mg/kg
G: Variations de ’urémie chez les différents groupes de rats non diabétiques expérimentaux et témoins

® Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d'extrait aqueux El et les rats témoins (sérum physiologique)
¢ Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d’extrait aqueux Ell et les rats témoins (sérum physiologique)
A Comparaison entre rats traités par 100 mg/kg p.c.d’extrait eau-méthanol et les rats témoins (sérum physmloglque)
¥ Comparaison entre rats traités par 10mg/kg d'extrait acétate d’éthyle et les rats témoins (sérum physiol
& Comparaison entre rats traités par 70mg/kg d’extrait n-butanol et les rats témoins (sérum physmloglque)
4+ Comparaison entre rats traités par 10mg/kg de glibenclamide et les rats témoins (sérum physiologique)

* 1 ps0.05 ; ** : p<0.01 ; *** : p<0.001
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Figure 19 : Variations de la créatinémie chez les rats non diabétiques traités par les extraits
de graines de Citrullus colocynthis

: Variations de créatinémie chez les rats non diabétiques traités par I’extrait E1 90mg/kg p.c.

: Variations de créatinémie chez les rats non diabétiques traités par I’extrait EII 90mg/kg p.c.

: Variations de créatinémie chez les rats non diabétiques traités par ’extrait Eau-méthanol (EM) 100mg/kg
: Variations de créatinémie chez les rats non diabétiques traités par 1’extrait acétate d’éthyle (EAc) 10mg/kg
: Variations de créatinémie chez les rats non diabétiques traités par 1’extrait n-butanol (En-B) 70mg/kg

: Variations de créatinémie chez les différents groupes de rats non diabétiques expérimentaux et témoins
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o Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d'extrait aqueux El et les rats témoins (sérum physiologique)
# Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d'extrait aqueux Ell et les rats témoins (sérum physiologique)
A Comparaison entre rats traités par 100 mg/kg p.c.d'extrait EM et les rats témoins (sérum physiologique)

A Comparaison entre rats traités par 10mg/kg d'extrait EAc et les rats témoins (sérum physiologique)

& Comparaison entre rats traités par 70mg/kg d'extrait En-B et les rats témoins (sérum physiologique

* 1 ps0.05 ; ** : p<0.01 ; *** : p<0.001
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Figure 20: Variations de la créatinémie chez les rats diabétiques traités par les extraits de
graines de Citrullus colocynthis

: Variations de créatinémie chez les rats diabétiques traités par I’extrait E1 90mg/kg p.c.
: Variations de créatinémie chez les rats diabétiques traités par I’extrait EIl 90mg/kg p.c.
: Variations de créatinémie chez les rats diabétiques traités par I’extrait Eau-méthanol 100mg/kg
: Variations de créatinémie chez les rats diabétiques traités par I’extrait acétate d’éthyle 10mg/kg
: Variations de créatinémie chez les rats diabétiques traités par 1’extrait n-butanol 70mg/kg
: Variations de créatinémie chez les rats diabétiques traités par le glibenclamide 10mg/kg
: Variations de créatinémie chez les différents groupes de rats non diabétiques expérimentaux et témoins
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® Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d'extrait aqueux El et les rats témoins (sérum physiologique)
¢ Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d’extrait aqueux Ell et les rats témoins (sérum physiologique)
A Comparaison entre rats traités par 100 mg/kg p.c.d'extrait eau-méthanol et les rats témoins (sérum physmloglque)
¥ Comparaison entre rats traités par 10mg/kg d'extrait acétate d’éthyle et les rats témoins (sérum p logiq
& Comparaison entre rats traités par 70mg/kg d’extrait n-butanol et les rats témoins (sérum physwloglque)
4+ Comparaison entre rats traités par 10mg/kg de glibenclamide et les rats témoins (sérum physiologique)

* 1 ps0.05 ; ** : p<0.01 ; *** : p<0.001
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2.4.3. Effet des extraits de graines de Citrullus colocynthis chez les rats
diabétiques et non diabétiques sur les variations de TGO, TGP et phosphatase
alcaline sériques
Les résultats de ID’effet des extraits de graines de coloquinte, administrés

quotidiennement (I. P.) pendant trois semaines, sur les variations du taux des enzymes

hépatiques, TGO, TGP et phosphatase alcaline (P.A.), sont représentés dans les figures

21 a 26. Ces parametres sont doses a Jo et J; pour certains extraits chez les rats diabétiques et

non diabétiques, extrait EI, EAc, et glibenclamide respectivement.

Concernant le taux de TGO (figure 21), au 21°me jour les rats non diabétiques traités
par I’extrait EAc ne monrent aucune variation significative, contrairement a I’extrait EI qui a
provoqué une diminution peu significative (p<0,05) de TGO par rapport aux rats témoins.
Chez les rats diabétiques (figure 22), le taux de TGO demeure stable entre le début et la fin de
I’expérimentation on constate une stabilité de ce parametre entre le début et la fin de

I’expérimentation chez les rats traités par les extraits EI, EAc et le glibenclamide.

Les variations du taux de TGP chez les rats non diabétiques et diabétiques sont
représentées dans les figures 23 et 24. L’extrait EAc ne provoque aucune variation
significative de ce parametre a la fin de 1’expérimentation chez les rats non diabétiques, tandis
que I’extrait EI a diminué significativement (p<0,05) le taux de TGP par rapport aux rats
témoins. Chez les rats diabétiques (figure 24) le taux de TGP diminue chez les rats traités par

I’extrait EAc (p<0,05), il en est de méme chez les rats traités par par le glibenclamide.

En fin concernant la phophatase alcaline figure 25, son taux n’est pas modifié¢ chez les
rats non diabétiques traités par I’extrait EI (p<0,05), contrairement a 1’extrait EAc entre
Jo et Jo; provoque chez les rats non diabétiques une stabilité du taux de la phosphatase
alcaline. Chez les rats diabétiques (figure 26) on note des variations non significatives
(p>0,05) de la P. A. durant I’expérimentation (Jo et J21) chez les rats traités par les extraits El,

EAc et le glibenclamide.

En fonction de ces résultats on constate que, 1’administration 1. P. pendant trois
semaines des extraits EI et EAc chez les rats diabétiques et non diabétiques ne provoque pas
une toxicité hépatique, puis que, aucune variation significative des transaminases n’a été

observée.
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Figure. 21: Variations du taux de TGO chez les
rats non diabétiques traités par les
extraits de graines de Citrullus colocynthis

Figure. 22: Variations de taux de TGO chez les
rats diabétiques traités par les extraits
de graines de Citrullus colocynthis
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Figure. 23: Variations du taux de TGP chez le rats
non diabétiques  traités par les extraits
de graines de Citrullus colocynthis
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Figure. 24: Variations de taux de TGP chez les
rats diabétiques traités par les extraits
de graines de Citrullus colocynthis
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Figure. 25: Variations du taux de P.A. chez les
rats non diabétiques traités par les
extraits de graines de Citrullus
colocynthis

Figure. 26: Variations du taux de P. A. chez les
rats  diabétiques  traités par les extraits
de graines de Citrullus colocynthis
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244, Effet des extraits de graines de Citrullus colocynthis chez les rats
diabétiques et non diabétiques sur le poids corporel
L’effet des extraits de graines de la coloquinte administrés par voie 1.P. pendant trois
semaines sur les variations du poids corporel chez les rats diabétiques et non diabétiques sont
représentés dans les figures 27 et 28. Le gain ou perte de poids corporel (g/semaine) calculé

chez les différents groupes de rats est représenté dans le tableau n° 18.

Chez les rats non diabétiques (figure 27 A, B, C, D, E, F), on remarque une évolution
pondérale progressive et comparable aux rats témoins notamment chez les groupes de rats
traités par les extraits EI, EM, EAc et En-B, tandis que 1’extrait EII provoque une stabilité du
poids corporel durant la période d’expérimentation. En terme de gains de poids corporel, on
note une augmentation de ce gain chez I’ensembles des rats non diabétiques , la valeur la plus
élevée est de +9,63, +15,75 et +17,36 g/semaine observé chez les rats traités par 1’extrait EAc
a S1, S2 et S3 respectivement, suivie par les extraits En-B: +8,78 (S1), +14,48 (S2) et +16,13
aS3etEl: +5,11 (S1), +9,83 (S2) et +12,97 a S3. Contrairement aux précédents les animaux
traités par I’extrait EM et EII présentent un trés faible gain de poids, +7,38 (S1), +6,84 (S2) et
+8,37 (S3), et +1,45 (S1), +1,78 (S2) et +3,76 (S3) respectivement.

Chez les rats diabétiques, figure 28 (A, B, C, D, E, F, G), on note une chute de poids
dés la premiére semaine chez I’ensemble des animaux. Elle est significative chez les rats
témoins non traités (p<0,001), -16,37 (S2) et -26,35 g/s (S3). Toute fois, cette petre de poids
est moins importante chez les rats traités par I’extrait EAc +0,65 (S1), -2,71(S2) et -3,68 a
S3; et a un degré moindre I’extrait En-B (-7,37 a S3) et El (-14,47). De méme les extraits EM
et El présente un gain de poids corporel comparable aux rats témoins il est de 1’ordre -9 g/s a
S1,de-11a-18 g/s a S2, et environ -25 g/s a S3.

Par ailleurs, les rats traités par les extraits EIl et EM subissent une chute de poids

corporel comparable a celle des rats témoins de -25,50 et -25,63 respectivement.

De ce fait, on remarque que les extraits de la coloquinte, notamment 1’extrait EAc
peuvent prévenir la chute du poids corporel chez les rats diabétiques consécutive a

I’installation du diabéte
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Figure 27: Variations du poids corporel chez les rats non diabétiques traités par les extraits
de graines de Citrullus colocynthis

: Variations de poids corporel chez les rats non diabétiques traités par I’extrait E1 90mg/kg p.c.

: Variations de poids corporel chez les rats non diabétiques traités par I’extrait EII 90mg/kg p.c.

: Variations de poids corporel chez les rats non diabétiques traités par ’extrait Eau-méthanol (EM) 100mg/kg
: Variations de poids corporel chez les rats non diabétiques traités par I’extrait acétate d’éthyle (EAc) 10mg/kg
: Variations de poids corporel chez les rats non diabétiques traités par I’extrait n-butanol (En-B) 70mg/kg

: Variations de poids corporel chez les différents groupes de rats non diabétiques expérimentaux et témoins

MTMOO®>

® Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d’extrait aqueux El et les rats témoins (sérum physiologique)
# Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d'extrait aqueux Ell et les rats témoins (sérum physiologique)
A Comparaison entre rats traités par 100 mg/kg p.c.d'extrait EM et les rats témoins (sérum physiologique)

A Comparaison entre rats traités par 10mg/kg d'extrait EAc et les rats témoins (sérum physiologique)

& Comparaison entre rats traités par 70mg/kg d'extrait En-B et les rats témoins (sérum physiologique

*:p<0.05; ** :p<0.01; ***: p<0.001
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Figure 28: Variations du poids corporel chez les rats diabétiques traités par les extraits
de graines de Citrullus colocynthis
A : Variations de poids corporel chez les rats diabétiques traités par I’extrait E1 90mg/kg p.c.
B : Variations de poids corporel chez les rats diabétiques traités par I’extrait EIl 90mg/kg p.c.
C : Variations de poids corporel chez les rats diabétiques traités par ’extrait Eau-méthanol (EM) 100mg/kg
D : Variations de poids corporel chez les rats diabétiques traités par 1’extrait acétate d’éthyle (EAc) 10mg/kg
E : Variations de poids corporel chez les rats diabétiques traités par I’extrait n-butanol (En-B) 70mg/kg
F : Variations de créatinémie chez les rats diabétiques traités par le glibenclamide 10mg/kg
G: Variations de poids corpore chez les différents groupes de rats non diabétiques expérimentaux et témoins

o Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d'extrait aqueux El et les rats témoins (sérum physiologique)

¢ Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d’extrait aqueux Ell et les rats témoins (sérum physiologique)
A Comparaison entre rats traités par 100 mg/kg p.c.d'extrait eau-méthanol et les rats témoins (sérum physiologique)
¥ Comparaison entre rats traités par 10mg/kg d'extrait acétate d’éthyle et les rats témoins (sérum physiologique)
& Comparaison entre rats traités par 70mg/kg d’extrait n-butanol et les rats témoins (sérum physiologique)

4 Comparaison entre rats traités par 10mg/kg de glibenclamide et les rats témoins (sérum physiologique)

* 1 p=<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001
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Tableau n°18: Gain de poids corporel chez les rats diabétiques en non diabétiques
traités par les extraits de graines de Citrullus colocynthis

Gain de poids corporel (g/semaine)

S1 S2 S3
rats non diabétiques
Témoin +6,21 +12,30 +17,34
El (90 mg/kg) +511 +9,83 +12,97
Ell (90 mg/kg) + 1,45 +1,78 + 3,76
EM (100 mg/kg) +7,38 + 6,84 + 8,37
EAc (10 mg/kg) + 9,63 + 15,75 +17,.36
En-B (70 mg/kg +8,78 + 14,48 +16,13
rats diabétiques
Témoin -4,72 -16,37 - 26,35
Glibenclamide (10 mg/kg) -0,34 -9,81 - 16,34
El (90 mg/kg) - 8,27 - 8,32 - 14,47
Ell (90 mg/kg) -9,85 -11,68 - 25,50
EM (100 mg/kg) -10,09 -18,25 - 25,68
EAc (10 mg/kg) + 0,65 -2,71 - 3,68
En-B (70 mg/kg - 8,57 - 10,38 - 7,37

2.4.5. Effet des extraits de graines de Citrullus colocynthis chez les rats

diabétiques et non diabétiques sur la biométrie des organes

L’effet de I’administration 1. P. des extraits de graines de la coloquinte sur la biométrie
des organes chez les groupes de rats diabétiques et non diabétiques est représenté dans
les figures 29 et 30. Chez les rats non diabétiques on ne remarque aucune variation
significative du poids relatif (au poids corporel) du poids du foie, du pancréas, des rein, des
testicules, du muscle et du tissu adipeux épididymaire, pour I’ensemble des extraits a
I’exception de I’extrait EI ou on note une diminution significative (p<0,01) le poids du foie,
des reins et de graisse, ainsi que I’extrait EM qui augmente (p<0,01) le poids du foie.
Par contre chez les rats diabétiques (figure 30) on note une augmentation, peu significative
(p<0,05) du poids de graisse chez les rats traités par les extraits El et Ell, et significative
(p<0,01) chez les rats traités par les extraits EM, EAc et En-B. De méme, ces derniers extraits
ainsi que I’extrait EII ont provoquée une augmentation significative (p<0,01) du poids du
muscle. En ce qui concerne le poids relatif des testicules ainsi que du pancréas aucune
variation significative n’est observée. Pareillement au poids du foie et des reins, pas de
changement significatif est noté¢ pour I’ensemble des extraits a I’exception de 1’extrait En-B
qui a diminué significativement (p<0,01) le poids du foie et des reins chez les rats
expérimentaux par rapport aux témoins. Le glibenclamide n’a provoquée aucune variation

significative pour ’ensemble des organes étudies.
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# Témoins ® EI90mg/kg
6 E Ell90mg/kg # Eau-méthanol 100mg/kg
H gcétate d'éthyle 10mg/kg ® n-butanol 70mg/kg

> >

Poid relatif g/100g de poids corporel

Pancréas Foie Reins Testicule  Graisse Muscle

Figure 29: Variations de poids relatif des organes (g d’organe/ 100g de p.c.) chez les rats
non diabétiques traités par les extraits de graines de Citrullus colocynthis
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& El190mg/kg
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w

Pancréas Foie Reins Testicules Graisse Muscle

Figure 30: Variations de poids relatif des organes (g d’organe/ 100g de p.c.) chez les rats
diabétiques traités par les extraits de graines de Citrullus colocynthis

® Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d'extrait aqueux El et les rats témoins (sérum physiologique)

¢ Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d’extrait aqueux Ell et les rats témoins (sérum physiologique)
A Comparaison entre rats traités par 100 mg/kg p.c.d'extrait eau-méthanol et les rats témoins (sérum physiologique)
¥ Comparaison entre rats traités par 70mg/kg d'extrait acétate d’éthyle et les rats témoins (sérum physiologique)
& Comparaison entre rats traités par 70mg/kg d’extrait n-butanol et les rats témoins (sérum physiologique)

< Comparaison entre rats traités par 10mg/kg de glibenclamide et les rats témoins (sérum physiologique)

* 1 p=<0.05 ; ** : p<0.01 ; *** : p<0.001
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Tableau n°18: Gain de poids corporel chez les rats diabétiques en non diabétiques
traités par les extraits de graines de Citrullus colocynthis

Gain de poids corporel (g/semaine)

S1 S2 S3
rats non diabétiques
Témoin +6,21 +12,30 +17,34
El (90 mg/kg) +511 +9,83 +12,97
Ell (90 mg/kg) + 1,45 +1,78 + 3,76
EM (100 mg/kg) +7,38 + 6,84 + 8,37
EAc (10 mg/kg) + 9,63 + 15,75 +17,.36
En-B (70 mg/kg +8,78 + 14,48 +16,13
rats diabétiques
Témoin -4,72 -16,37 - 26,35
Glibenclamide (10 mg/kg) -0,34 -9,81 - 16,34
El (90 mg/kg) - 8,27 - 8,32 - 14,47
Ell (90 mg/kg) -9,85 -11,68 - 25,50
EM (100 mg/kg) -10,09 -18,25 - 25,68
EAc (10 mg/kg) + 0,65 -2,71 - 3,68
En-B (70 mg/kg - 8,57 - 10,38 - 7,37
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2.4.6. Effet a long terme des extraits de graines de Citrullus colocynthis chez les rats
diabétiques et non diabétiques sur la consommation d’eau et d’aliment
Au cours de notre étude nous nous somme intéressés a 1’évaluation de ’effet a long
terme des différents extraits de la coloquinte sur la prise d’eau et d’aliment chez les rats
diabétiques et non diabétiques, témoins et expérimentaux. Les variations de la consommation
hydrique et alimentaire sont représentées dans les figures 31 et 32.

= Consommation d’aliment

Dans la figure 31 (A, B C, D, E, F) on remarque chez les rats non diabétiques traités
par les différents extraits de graines de la coloquinte une consommation d’aliment (exprimée
en g/jour/rat) est comparable entre les rats expérimentaux et témoins, aucune différence

significative n’est observée, la quantitté d’aliment consommeée varie entre 15 et 18 g/j/rat

Chez les rats diabétiques (figure 32 A, B C, D, E, F, G) on constate une augmentation
de la consommation d’aliment chez les rats témoins (NaCl 0.9%) et témoins contréles durant
la période d’expérimentation (S1, S2, S3). En revanche, chez les rats expérimentaux traités
par les extraits EI, EIl, EM, EAc et En-B, cette consommation demeure satable et

significativement (p<0,001) inférieur par rapport aux témoins a S1, S2 et S3.

= Consommation d’eau

En ce qui concerne la prise d’eau, 1’administration intrapritonéale des différents
extraits de graines de la coloquinte chez les rats non diabétiques (figure 33 A,BC, D, E, F)
ne provoque aucune variation significative (p>0,05) chez les rats expérimentaux par rapport
aux rats témoins durant toute 1’expérimentation. Par contre chez les rats diabétiques, dans la
figure 34 (A, B, C, D, E, F, G) on remarque une diminution tres significative de la prise
d’eau (p<0.001) chez les expérimentaux par rapport aux rats témoins (NaCl 0,9%) et témoins
contrdle, le glibenclamide (10mg/kg). Chez les rats traités par les extraits El, EIl, EM, EAc et
En-B, on observe une stabilit¢ de la prise d’eau a S1, S2 et S3, durant la période

d’expérimentation.

A la lumiére de ces résultats on constate que les extraits de graines de la coloquinte,
qui n’influencent pas sur la consommation d’eau et d’aliment chez les rats non diabétiques,
semblent capables d’attenuer la polyphagie et la polydipsie consécutives a 1’instalation du

diabéte.
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Figure 31: Consommation d’aliment chez les rats non diabétiques traités par les extraits de
graines de Citrullus colocynthis

A : Variations de la prise d’aliment chez les rats non diabétiques par ’extrait EI 90mg/kg p.c.

B : Variations de la prise d’aliment chez les rats non diabétiques traités par 1’extrait EIl 90mg/kg p.c.

C: Variations de la prise d’aliment chez les rats non diabétiques traités par I’extrait Eau-méthanol 100mg/kg

D : Variations de la prise d’aliment chez les rats non diabétiques traités par 1’extrait acétate d’éthyle 10mg/kg

E: Variations de la prise d’aliment chez les rats non diabétiques traités par I’extrait n-butanol 70mg/kg

F : Variations de la prise d’aliment chez les différents groupes de rats non diabétiques expérimentaux et témoins

® Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d'extrait aqueux El et les rats témoins (sérum physiologique)
¢ Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d’extrait aqueux El1 et les rats témoins (sérum physiologique)

A Comparaison entre rats traités par 100 mg/kg p.c.d'extrait eau-méthanol et les rats témoins (sérum physiologique)
% Comparaison entre rats traités par 70mg/kg d'extrait acétate d’éthyle et les rats témoins (sérum physiologique)

*:p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001
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Figure 32: Consommation d’aliment chez les rats diabétiques traités par les extraits de
graines de Citrullus colocynthis

: Variations de la prise d’aliment chez les rats diabétiques par I’extrait E1 90mg/kg p.c.

: Variations de la prise d’aliment chez les rats diabétiques traités par I’extrait EIl 90mg/kg p.c.

: Variations de la prise d’aliment chez les rats diabétiques traités par 1’extrait Eau-méthanol 100mg/kg

: Variations de la prise d’aliment chez les rats diabétiques traités par 1’extrait acétate d’éthyle 10mg/kg

: Variations de la prise d’aliment chez les rats diabétiques traités par I’extrait n-butanol 70mg/kg

: Variations de la prise d’aliment chez les rats diabétiques traités par le glibenclamide 10mg/kg

: Variations de la prise d’aliment chez les différents groupes de rats diabétiques expérimentaux et témoins

O@TMMoOO®>

® Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d'extrait aqueux El et les rats témoins (sérum physiologique)

¢ Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d’extrait aqueux Ell et les rats témoins (sérum physiologique)
A Comparaison entre rats traités par 100 mg/kg p.c.d'extrait eau-méthanol et les rats témoins (sérum physiologique)
¥ Comparaison entre rats traités par 70mg/kg d'extrait acétate d’éthyle et les rats témoins (sérum physiologique)

* 1 ps0.05 ; ** : p<0.01 ; *** : p<0.001
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Figure 33: Consommation d’eau chez les rats non diabétiques traités par les extraits de
graines de Citrullus colocynthis

A : Variations de la prise d’eau chez les rats non diabétiques traités par I’extrait EI 90mg/kg p.c.

B : Variations de la prise d’eau chez les rats non diabétiques traités par I’extrait EIl 90mg/kg p.c.

C: Variations de la prise d’eau chez les rats non diabétiques traités par I’extrait Eau-méthanol 100mg/kg

D : Variations de la prise d’eau chez les rats non diabétiques traités par 1’extrait acétate d’éthyle 10mg/kg
E: Variations de la prise d’eau chez les rats non diabétiques traités par I’extrait n-butanol 70mg/kg

F : Variations de la prise d’eau chez les différents groupes de rats non diabétiques expérimentaux et témoins

® Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d'extrait aqueux El et les rats témoins (sérum physiologique)

¢ Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d’extrait aqueux Ell et les rats témoins (sérum physiologique)

A Comparaison entre rats traités par 100 mg/kg p.c.d'extrait eau-méthanol et les rats témoins (sérum physiologique)
% Comparaison entre rats traités par 70mg/kg d'extrait acétate d’éthyle et les rats témoins (sérum physiologique)

*:p<0.05; **:p<0.01; ***: p<0.001
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Figure 34: Consommation d’eau chez les rats diabétiques traités par les extraits de graines
de Citrullus colocynthis

: Variations de la prise d’eau chez les rats diabétiques traités par I’extrait E1 90mg/kg p.c.
: Variations de la prise d’eau chez les rats diabétiques traités par I’extrait EIl 90mg/kg p.c.
: Variations de la prise d’eau chez les rats diabétiques traités par I’extrait Eau-méthanol 100mg/kg
: Variations de la prise d’eau chez les rats diabétiques traités par I’extrait acétate d’éthyle 10mg/kg
: Variations de la prise d’eau chez les rats diabétiques traités par ’extrait n-butanol 70mg/kg
: Variations de la prise d’eau chez les rats diabétiques traités par le glibenclamide 10mg/kg
: Variations de la prise d’eau chez les différents groupes de rats diabétiques expérimentaux et témoins
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o Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d'extrait aqueux El et les rats témoins (sérum physiologique)

¢ Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d'extrait aqueux Ell et les rats témoins (sérum physiologique)

A Comparaison entre rats traités par 100 mg/kg p.c.d’extrait eau-méthanol et les rats témoins (sérum physiologique)
¥ Comparaison entre rats traités par 70mg/kg d'extrait acétate d’éthyle et les rats témoins (sérum physiologique)

* 1 p=<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001
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2.4.7. Analyse immunohistochimique du pancréas de rats traités par les extraits de
graines de Citrullus colocynthis
L’effet & long terme de 1’administration 1. P. quotidienne des extraits de graines de la
coloquinte pendant trois semaines chez les rats diabétiques a été évalué sur I’histologie du
pancréas, principalement sur les Tlots pancréatiques. Les résultats de I’observation au
microscope optique des coupes de pancréas de rats témoin et expérimentaux par

immunomarquage de 1’insuline sont représentés dans les figures 35, 36, 37, 38, 39, 40 et 41.

La coloration brune plus ou moins dense observée au niveau du tissu pancréatique est
résultante de I’immunoréactivité de 1’insuline avec les anticorps anti-insuline marqués a la

péroxydase. La taille des Tlots peut étre également estimeée.

Chez les rats témoins rendus diabétiques par la streptozotocine (65 mg/kg), figure 35
on remarque que la taille des Tlots est nettement inférieure par rapport aux autres lots de rats.
De méme chez les rats diabétiques traités par le glibenclamide (figure 41) la taille des Tlots
est tres faible par rapport aux rats expérimentaux, mais faiblement importante par rapport
auxrats témoins (sérum physiologique). Chez les rats expérimentaux on remarque une
différence importante concernant la taille des ilots pancréatiques comprativement aux rats

témoins (sérum physiologique) et témoins contrdl (glibenclamide).

Dans les figures 36 et 38, on observe la taille la plus intéressante des flots chez les
rats diabétiques traités par les extraits EI et EM respectivement. La taille des flots est assez
importante chez les rats traités par les extraits EAc et En-B (figure 39 et 40) mais qui reste
faible par rapport aux extraits EI et EM. Tandis que chez les rats diabétiques traités par
I’extrait aqueux EIl on remarque que la taille de ces ilots est comparable a celle des rats
témoins diabétiques qui recoivent le glibenclamide. En fonction de ces résultats on constate
que ’administration L.P. a long terme pendant trois semaines a provoqué une augmentation de
la taille des lots pancréatiques, essentiellement chez les rats traités par les extraits EI, EM et

EAC respectivement.

A la lumiere de ces résulats, la taille des ilots, la surface de I’insuline marquée dans le
pancréas des rats traités par les extraits de la coloquinte nous oriente vers I’hypothése de la
capacité de ces extraits, en particulier I’extrait EIl et EM de la régéneration des cellules 3

pancréatiques.
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Figure 35: Marquage de I’insuline dans le pancréas des rats diabétiques témoins traités
quotidiennement (1.P.) pendant trois semaines par le sérum physiologique
(gros.x400). Pex : pancréas exocrine. Im : insuline marquée.
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Figure 36: Marquage de [I’insuline dans le pancréas des rats diabétiques
traités quotidiennement (I.P.) pendant trois semaines par 1’extrait EI
(90mg/kg p.c.) (gros.x400). Pex: pancréas exocrine. Im: insuline
marquée.
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Figure 37: Marquage de I’insuline dans le pancréas des rats diabétiques traités
quotidiennement  (I.LP.) pendant trois semaines par Dextrait EII
(90mg/kg p.c.) (gros.x400). Pex: pancréas exocrine. Im: insuline
marquée.

Figure 38: Marquage de linsuline dans le pancréas des rats diabétiques traites
quotidiennement (I.P.) pendant trois semaines par I’extrait EM (100mg/kg p.c.)
(gros.x400). Pex : pancréas exocrine. Im : insuline marquée.
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Figure 39: Marquage de I’insuline dans le pancréas des rats diabétiques traités
quotidiennement  (L.P.)  pendant  trois semaines  par  D’extrait
EAC (10mg/kg p.c.) (gros.x400). Pex: pancréas exocrine. Im: insuline
marquée.

Figure 40: Marquage de I’insuline dans le pancréas des rats diabétiques traités
quotidiennement  (I.P.) pendant trois semaines par le I’extrait
En-B (70mg/kg p.c.) (gros.x400). Pex: panréas exocrine. Im: insuline
marquée.

Figure 41: Marquage de l’insuline dans le pancréas des rats diabétiques traités
quotidiennement (I.P.) pendant trois semaines par le glibenclamide
(10mg/kg p.c.) (gros.x400). Pex: pancréas exocrine. Im: insuline
marquée.
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2.5. Evaluation de I’effet préventif des extraits bruts aqueux (El, Ell) de graines de
Citrullus colocynthis vis-a-vis la toxicité de la streptozotocine

L effet du prétraitement des rats non diabétiques par les extraits aqueux des graines de
la coloquinte (EI et EIl, 90mg/kg), administrés par voie intrapéritonéale 24 heure ou 21 jours
(trois semaines) avant I’injection de la streptozotocine (65 mg/kg), est représenté dans
la figure 42. Dans cette figure on remarque deux jours apres I’injection de la streptozotocine
une augmentation de la glycémie chez tout les groupes de rats, témoins et expérimentaux,
passant eviron de 1 a 3g/l. Par contre au 7éme jour, on assiste a une diminution, non
significative de la glycémie (p<0.07) chez les rats recevant I’extrait aqueux EI (90 mg/kg) 24
heures avant l’injection de la streptozotocine. Chez les rats prétraités quotidiennement
pendant 21 jours la diminution est hautement significative (p<0,004). Tandis que chez les rats

traités par ’extrait EII (90 mg/kg) on remarque une augmentation progressive de la glycémie

au 2°™ et 7°™ jour aprés injection de la streptozotocin.

De ce fait, on constat que le prétraitement a long terme (21 jours) des rats par 1’extrait
aqueux El diminue significativement 1’hyperglycémie par rapport au court prétraitement
(24 heure), ce qui refléte un effet protecteur de 1’extrait de la coloquinte a long terme et non

pas immédiat vis-a-vis de la cytotoxicité de la streptozotocine.

==g==Temoins: prétraitement 21j == E| (90 mg/kg): prétraitement 21j
A== E| (90 mg/kg): prétraitement 24h ==@==F|| (90 mg/kg): prétraitement 21;
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Figure 42: Variations de la glycémie chez les rats pretraités par les extraits aqueux El et Ell

des graines de la coloquinte et injectés par la streptozotocine (65 mg/kg)

 Comparaison entre rats traités par 90 mg/kg p.c.d'extrait aqueux El et les rats témoins (sérum physiologique)

*:p=<0.05; ** :p<0.01; ***: p<0.001
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2.6. Effet de lusage externe des extraits bruts aqueux (El, Ell) de graines de
Citrullus colocynthis sur la glycémie

L’effet de 1’usage externe des extraits aqueux de graines de la coloquinte chez
les rats diabétiques et non diabétiques, est représenté dans les figures 43 et 44

respectivement.

Les rats diabétiques mis en contacte cutané avec 1’extrait aqueux EI (figure 43) ont
présenté une diminution non significative (p<0,50) de la glycémie durant 1’expérimentation.
En revanche, chez les rats exposés a I’extrait EIl, on remarque paradoxalement une
augmentation significative (p<0,03) de la glycémie par rapport auxrats témoins et

expéerimentaux.

Dans la figure 44 on remarque, chez les rats non diabétiques, une diminution
significative de la glycémie chez les expérimentaux par rapport aux témoins. Elle est
hautement significative (p<0,0003) chez les rats exposés a I’extrait EI a 120 et 180 min
respectivement. Il en est de méme pour I’extrait EII qui diminue significativement la glycémie
(p<0,03).

Cette observation laisse supposer qu’il existe des substances actives dans ’extrait EI,
et a un degré moindre dans 1’extrait EII, susceptibles de diffuser a travers la peau des rats et

agir sur la glycémie.
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Figure 43: Variations de la glycémie chez les rats diabétiques au cours de 1’usage externe
des extraits aqueux de graines de la coloquinte.

o Comparaison entre rats traités par [’extrait aqueux EII et les rats témoins (sérum physiologique)

* 1 p=<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001
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Figure 44: Variations de la glycémie chez les rats non diabétiques au cours de 1’usage
externe des extraits aqueux de graines de la coloquinte.

* Comparaison entre rats traités par /’extrait aqueux El et les rats témoins (sérum physiologique)
e Comparaison entre rats traités par l’extrait aqueux EII et les rats témoins (sérum physiologique)

*:p=<0.05; ** :p<0.01; ***: p<0.001

2.7. Effet antihyperglycémiant de la coadministration orale de glucose et I’extrait
aqueux (EI) de graines de Citrullus colocynthis

L’effet de la coadministration orale des extraits aqueux des graine de la coloquinte
El ou Ell (5ml/kg) et de glucose (2g/kg) chez les rats diabétiques, est représenté dans
la figure 45 (A, B). On remarque chez les rats recevant le mélange El-glucose une
diminution progressive de la glycémie, qui devient hautement significative (p<0,0001) a 120
et 180 min, passant de 3 a 1,5g/1. soit une réduction de 50% environ comparable a 1’effet du

glibenclamide.

En revanche, chez les rats traités par Ell-glucose, I’hyperglycémie augmente
d’avantage (surcharge glycémique). Leur profile d’évolution de la glycémie durant les

180min est comparable a celui des rats témoins (sérum physiologique-glucose).

Ces résultats nous montrent que 1’extrait El, extrait aqueux des graines enticres de la
coloquinte a un effet antihyperglycémiant chez les rats diabétiques lorsqu’il est administré
simultanément avec du glucose. Par contre cet effet n’est pas observé dans le cas de I’extrait

Ell issu des graines broyées de la cologuinte.
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Figure 45: Variations de la glycémie chez les rats diabétiques traités par les extraits
aqueux EIl et El de graines de la coloquinte suite a une coadministration orale
extrait-glucose. A : glycémie en valeurs absolue (g/l). B: glycémie en
valeurs relative basalepar rapport a la glycémie (%).

* Comparaison entre rats traités par 5 ml/kg d'extrait aqueux El et les rats témoins (sérum physiologique)
e Comparaison entre rats traités par 5 mg/kg p.c.de glibenclamide et les rats témoins (sérum physiologique)

*:p=<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001
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Plusieurs travaux scientifiques publiés sur la coloquinte ont démontré les effets
bénéfiques de cette plante, antidiabétique, antifongique, antimicrobien, anti-inflammatoire et
anticancéreux. Cependant au cours de notre étude nous nous sommes intéresseés a
I’évaluation de I’effet antidiabétique de la coloquinte in vivo et in vitro. Dans ce but, nous
avons testé plusieurs extraits aqueux et organiques des graines (extrait aqueux non dégraissé,
aqueux dégraissé, eau-méthanol, acétate d’éthyle et n-butanol) administrés par voie 1.P. chez
des rats non diabétiques et des rats rendus diabétiques par la streptozotocine, et qui ont été
suivis a court et a long terme. Les principaux résultats obtenus, apres détermination de la
DLsp de chaque extrait, sont prometteurs, chez les rats non diabétiques aucun effet
hypoglycémiant n’a été observe. Par contre, les extraits El, Ell et En-B présentent un effet
antihyperglycémiant significatif a court terme chez les rats diabétiques. L’effet a long terme,
devient significatif & partir du 14°™ et 21°™ jour & I’exception de I’extrait EIl qui ne
présente aucune diminution durant I’expérimentation. D’autres résultats ont mis en évidence
I’effet cytoprotecteur de la coloquinte vis-a-vis de la toxicité de la streptozotocine chez les
rats diabétiques prétraités par les extraits aqueux, avec également 1’observation d’un effet

hypoglycémiant chez les rats non diabétiques au cours de 1’usage externe de 1’extrait aqueux EI.

Au cours de notre étude nous avons utilisé des rats rendus diabétiques
par injection I.P. de la streptozotocine a une dose de 65mg/kg p.c. Selon la bibliographie
la streptozotocine est une des molécules diabétogénes les plus utilisées
pour provoquer un diabéte expérimental chez les animaux de laboratoire (Etuk 2010;
Sharma et al. 2010). C’est un dérivé nitrosé et analogue cytotoxique du glucose, responsable
d’une destruction sélective des cellules B-pancréatiques suite a un transport intracellulaire via
les Glut-2 (Szkudelski 2001; Daisy Mythili et al. 2004). Au niveau de ces cellules la STZ
est rapidement décomposée en glucose et en méthylenitrosé responsable d’une
hyperproduction de monoxyde d’azote (NO), ce dernier est 1’élément principal de la
cytotoxicité de la STZ en provoquant une alkylation d’ADN avec activation de la
poly (ADP-ribose) synthétase et I’épuisement en NAD", ce qui conduit a une dégénérescence
des cellules B et un état d’hyperglycémie (Arulmozhi et al. 2004; Lenzen . 2008).
La toxicité de la streptozotocine peut également toucher d’autres organes comme le rein,
le cerveau et particulierement le foie (Mir Sajad et al. 2008; Zafar et al. 2009).
A T’échelle moléculaire la STZ est responsable d’une diminution de la fluidité membranaire
des cellules hépatiques en modifiant D’activit¢ Na'/K'-ATPase ainsi 1’augmentation

de la phosphorylation des Glut-4 dans les adipocytes ce qui diminue leur captation du
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glucose (Sennoune et al. 2000; Begum et al. 1992). Dans le laboratoire la manipulation de
la STZ est limitée a certaines conditions physico-chimiques, comme la solubilité ainsi la dose
et la voie d’administration, il est préférable de la solubiliser dans le tampon citrate
(0,AM; pH 7,4) quelques minutes avant son administration est ceci afin de conserver son
efficacité (Povoski et al. 1993). La voie d’administration couramment utilisée est
intrapéritonéale ou intraveineuse a forte ou multiples faibles doses (De la Garza-Rodea
et al. 2010), 30 a 40mg/kg p.c (I.P.) de STZ provoque une hyperglycémie modérée et qui
dure environ trois semaines (Akbarzadeh et al. 2007), tandis que I’injection de 50
a 75mg/kg p.c. chez les rats provoque une hyperglycémie franche plus stable et plus
permanente (Islas-Andrade et al. 2000; Papaccio et al. 2000; ). Un diabéte non
insulinodépendant est généralement provoqué chez le rat par injection unique de 60mg/kg
p.c. de STZ et 120mg/kg p.c. de nicotinamide (Etuk 2010). Les fortes doses de
streptozotocine un volume urinaire important ainsi une prise d’eau et d’aliment (Akbarzadeh

et al. 2007).

Paralléelement a 1’induction du diabéte  expérimental, nous avons déterminé
la dose létale moyenne (DLsp) de 1’administration I.P. des différents extraits de graines
de la coloquinte chez les rats femelles (extraits EIl, EIl, EM, EAc et En-B).
En toxicologie ’application de La DLsg et DL3go comme méthode d’étude de la toxicité aigue
a été développée dans les premiéres années du 20°™ siécle lorsque de nombreux agents
médicinaux, extraits de matiéres d'origine biologique étaient disponibles comme mélanges
souvent toxiques. Ce test qui nécessite un grand nombre de rats, chez les quels
on administre des doses croissantes du produit jusqu’a la mortalit¢ (50 ou 100%)
des animaux ne fournit pas des informations précises concernant les effets mécaniques ainsi
les organes cibles, mai il permet de déterminer la dose toxique qui pourrait théoriquement
aider a évaluer la marge thérapeutique. Cette dose est généralement diluée au un-cinquiéme
jusqu’au un dixieme de la DLso pour éviter le risque de toxicité (Fleurentin et al. 1990;
Frank A. Barile 2008). Selon Elgerwi et al. (2013) I’administration orale des doses diluées

au un quart de la dose létale des extraits de pulpe de la coloquinte est intensivement toxique.

Les résultats obtenus concernant les doses letales des extraits de graines de la
coloquinte (DLsget DLigo) El, Ell, EM, EAc et En-B sont comme suit: 500, 900, 450, 350 et
500 mg/kg p.c. comme DLsp et 800, 1000, 500, 400 et 950 mg/kg p.c. comme DLjgo

respectivement. Peu de résultats sont publiés sur la dose létale des extraits de la coloquinte,
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les travaux de Benmehi et al. (2008) ont déterminé une faible dose létale moyenne de
I’extrait aqueux de graines de la coloquinte (I.P.) 12,5 g/kg de poids corporel. Tandis que
chez le rat la DLjgg et DLsg de I’extrait de saponosides de gaines est de 200-250mg/kg p.c.
respectivement Benmehi et al. (2011). De méme I’é¢tude de Khoshvaghti et al. (2011) a
déterminé chez les chiens la dose 1étale médiane de I’extrait de la poudre des graines de la

coloquinte qui est de 100mg/kg p.c. administrée oralement.

En fonction de ces résultats de DLsy on constate que les extraits de graines de la
coloquinte sont moins toxiques. De plus le sexe, I'age des animaux ainsi que de la voie
d’administration peuvent modifier les valeurs de la DLsy, car [’administration orale de
I’extrait aqueux de la pulpe provoque la mort de 50% de la population des souries a une dose
de 4,14g/kg p.c., de méme la DLs des extraits de glycosides de pulpe récoltés dans trois
régions différents en Lybie, varie de 100 a 162,4mg/kg p.c. (Daradka et al. 2007; Elgerwi et
al. 2013). Les valeurs les plus petites de DLs, correspondent aux substances les plus
toxiques (Fleurentin et al. 1990). Sur cette base nous avons choisi pour chaque extrait la
dose a injecté aux différents lots de rats, EI (90mg/kg p.c), Ell (90mg/kg p.c), EM (100mg/kg
p.c.), EAc (10mg/kg p.c) et En-B (70mg/kg p.c).

La toxicité de la coloquinte peut étre également confirmée par certains parametres
biochimiques sanguins, comme les transaminases, ’'urémie et la créatinémie. Les résultats de
I’urémie, ont révélé que I’administration I.P. quotidiennes des extraits pendant trois semaines
n’a provoquée aucun changement significatif de ce parametre chez les différents groupes de
rats: témoins, témoins controle et expérimentaux. De méme, le taux de la créatinémie chez les
rats diabétiques et non diabétiques ne présente aucune variation significative durant
I’expérimentation pour I’ensemble des extraits a I’exception de I’extrait EI et EAc qui
ont provoqué au 21°™ jour une augmentation significative de taux de ce paramétre (p<0,01).
Nos résultats sont en concordance avec ceux obtenus par Al Ghaithi et al. (2004),
qui ont indiqué que I’administration orale de I’extrait aqueux de graines de la coloquinte
(0,5; 1 et 1,5ml/kg p.c.) ne provoque aucune perturbation du taux de 1’urée et de la créatinine
chez les rats diabétiques. Selon I’auteur les doses administrées ne présentent pas
une toxicité rénale. Par contre les travaux de Wasfi. (1994) ont démontré que la dose
800mg/kg p.c. de I’extrait éthanolique de graines de la coloquinte provoque une augmentation

significative du taux de créatinine et de 1’'urée contrairement aux faibles doses

500 et 200mg/kg p.c qui ne sont pas toxique. Les extraits de racines de la coloquinte: aqueux,
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éthanolique et chloroformique, administrés oralement pendant 7 jours (2g/kg p.c.) ont assuré
une augmentation comparable aux rats témoins du taux de créatinémie et I’urémie (Agarwal
et al. 2012). Chez les rats non diabétiques I’administration quotidienne de 1’extrait aqueux du
fruit (50 et 100mg/kg) pendant 28 jours ne présente aucun changement significatif de ces
parametres (Atole et al. 2009). Sur cette base on suggere que les extraits de la coloquinte ne

présentent aucun effet toxique apparent au niveau rénal.

Les transaminases hépatiques ainsi LDH sont des enzymes présents dans nombreux
tissus en particulier le foie, le coeur et le rein. L’augmentation du taux de ces enzymes dans
la circulation sanguine est un signe d’altération de ces tissus. Dans le but de vérifier la
toxicité des extraits de graines de la coloquinte administrés chez des rats diabétiques et non
diabétiques, nous avons mesuré I’activité des transaminases: TGO, TGP et phosphatase
alcaline chez les rats traités par D’extrait EI (90mg/kg p.c), EAc (10mg/kg p.c) et
glibenclamide (10mg/kg p.c). Les principaux résultats obtenus ont montré que,
I’administration I. P. pendant trois semaines de I’extrait EAc et le glibenclamide, chez les rats
diabétiques et non diabétiques, ne provoque aucune variation significative des transaminases a
I’exception de I’extrait EI qui a diminu¢ significativement (p<0,05) leur taux chez les rats non
diabétiques. Ces résultats sont en concordance avec les résultats obtenus par Agarwal et al.
(2012) qui ont montré une stabilité du taux de TGO, TGP et phosphatase alcaline chez les rats
traités par les extraits de racines de la coloquinte (2g/kg p.c.). De méme, aucune variation
significative du taux de TGP n’a été observée chez les rats traités par I’extrait éthanolique
(500mg/kg p.c) de graines dela coloquinte (Wasfi. 1994), ainsi que chez les rats non
diabétiques injecté par I’extrait aqueux du fruit 50 et 100mg/kg p.c (Atole et al. 2009).
L’administration orale de I’extrait aqueux de graines (0,25; 0,5 et 1ml/kg p.c.) diminue
significativement le taux plasmatique de certains ions et parameétres biochimiques perturbés
par I’injection intrapéritonéale de la streptozotocine, comme LDH, TGO, TGP, K* et Na" et
sans provoqué des variations significatives chez les rats non diabétiques (Al Ghaithi et al.
2004). Par contre, 300mg/kg p.c de I’extrait hydrométhanolique de la pulpe augmentent
significativement le taux de ces parametres au niveau sérique, hépatique et rénal par rapport
aux rats diabétiques témoins (Dallak et al. 2009a). Selon 1’é¢tude d’Igbal Dar et al. (2011),
I’administration orale de I’extrait aqueux de la coloquinte (50, 100 et 200mg/kg p.c) assure
un effet hépatoprotecteur contre la toxicité du CCl, en diminuant significativement le taux
des transaminases. Selon ces résultats, et selon la bibliographie on constate, que les extraits de

graines de la coloquinte aux concentrations testées au cours de notre étude ne sont pas
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toxiques, ceci est confirmé par 1’étude Shafaei et al. (2012) realisée chez des lapins recevant
oralement I’extrait hydrométhanolique pendant 4 semaines a différentes doses 100 et
200mg/kg, et qui a montré que I’extrait de la pulpe est plus toxique sur le foie, le rein et
I’intestin par rapport aux extraits de graines qui sont plus efficaces et non toxiques, la toxicité
de la pulpe est liée a sa richesse en cucurbitacines. De méme les fruits et les graines
immatures sont trés toxiques (Rahimi et al. 2012). Les travaux d’Al Qarawi et al. (2003) ont
confirmé la toxicité du fruit de la coloquinte, chez les rats recevant un régime a base de 10%
de la poudre du fruit pendant 6 semaines, ces animaux ont présenté une augmentation

significative du taux de transaminases ainsi que I’urémie.

Aprés I’étude de la toxicité des extraits de graines de Citrullus colocynthis et la
détermination de la DLsp, nous avons procédé a I’évaluation de I’activité antidiabétique de
I’administration I.P. des extraits de la coloquinte chez les rats diabétiques et normaux-
glycémiques, les rats témoins sont traités par le sérum physiologique ou le glibenclamide
(ttmoin positif). Ces animaux témoins et expérimentaux, ont été suivis a court et a long terme,
trois heures (180min) et trois semaines (21 jours) respectivement. Les principaux résultats
obtenus ont révélé un effet significatif des extraits EI (90mg/kg), EIl (90mg/kg) et En-B
(70mg/kg) a court terme a 60, 120 et 180min. en revanche, a long terme I’ensemble des
extraits a I’exception de I’extrait EIl, diminuent significativement I’hyperglycémie des rats
diabétiques au 14°™ et au 21°™ jour. Selon ces résultats on a constaté que 1’extrait aqueux EI
ainsi que En-B EAc présentent un effet a long terme. Cet effet est principalement lié a la
composition en  phytoconstituants de chaque extrait. Les résultats  des
tests phytochimiques (chapitre I) montrent que I’extrait En-B est riche en terpénoides
mais pauvre en polyphénols, les extraits EM et EAc sont riches en polyphénols
(tannins et flavonoides) et pauvres en terpénoides, tandis que [D’extrait EI
regroupe les deux familles terpénoides et polyphénols. En fonction des propriétés chimiques
de ces molécules: solubilite, structure chimique et interaction moléculaire, on suggére que les
terpénoides qui présentent un effet rapide a court et a long terme sont rapidement et
facilement métabolisés apres injection, tandis que 1’effet tardif de polyphénols, tannins et

flavonoides, peut s’expliquer par un métabolisme et une distribution tissulaire lents.

Selon la bibliographie nos résultats sont en accord avec plusieurs travaux qui ont
mis en valeur Dactivit¢ antidiabétique des extraits aqueux et organiques de

différents organes de la coloquinte. Abdelhassan et al. (2000) ont démontré que 1’extrait
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aqueux de [I’épicarpe du fruit, administré par voie orale (300mg/kg), diminue
significativement I’hyperglycémie a court terme (3 et 6 heures) chez les lapins rendus
diabétiques par I’alloxane. De méme, I’injection I.P. de I’extrait aqueux de graines chez
les rats streptozotocine (1,25g/kg) provoque une faible diminution de I’hyperglycémie
a court terme (4 heures) et une diminution significative a long terme (47 jours de traitement)
(Benmehdi et al., 2008). Les études d’Agarwal et al. (2012) ont révélé que I'extrait aqueux
des racines de Citrullus colocynthis (2g/kg) provoque une réduction significative
de I’hyperglycémie (-58,70%) par rapport a I’extrait chloroformique (-34,72%) et éthanolique
(-36,60%) chez les rats diabétiques (alloxane). Les rats non diabétiques recevant un régime
hyper-gras et traités oralement par 1’extrait aqueux (25 et 50mg/kg p.c) de graines de la
coloquinte pendant 25 semaines, présent une diminution de I’hyperglycémie consécutive au
régime alimentaire et un stockage du glycogéne au niveau hépatique par rapport aux rats
témoins, selon 1’auteur la coloquinte joue un réle important dans la prévention de la stéatose

hépatique ainsi que le diabéte de type 2 associé a cette anomalie (Ezzat Ali Esmail. 2012)

D’autres études ont souligné 1’effet antihyperglycémiant de 1’extrait aqueux de la
coloquinte en stimulant la sécrétion de ’insuline et en neutralisant 1’état de stress oxydatif lié
au diabeéte. Les travaux de Jeyanthi et al. (2011) et Dallak et al. (2009b, 2010), ont démontré
que I’administration de 300mg/kg p.c.de D’extrait aqueux de graines et de pulpe
respectivement diminuent I’hyperglycémie chez les rats diabétiques avec augmentation du
taux de I’insulinémie par rapport aux rats témoins accompagnée d’un effet antioxydant en
augmentant D’activité des antioxydants sériques et hépatiques (SOD, CAT, GSH), selon
I’auteur la coloquinte exerce son effet antihyperglycémiant suite a une stimulation de la
sécrétion de I’insuline et une activation de son récepteur. Egalement I’administration orale de
mélange d’extraits aqueux de graines de Citrullus colocynthis, Acacia modesta et Polygonum
fagopyrum chez les lapins diabétiques (300mg/kg), assure un effet hypoglycémiant
significatif accompagné d’une augmentation d I’insulinémie et une protection des cellules 3-
pancréatiques contre ’effet cytotoxique de I’alloxane (Zaman 2011). De méme, chez les
chiens diabétiques 1’administration orale de I’extrait aqueux de graines de la coloquinte
diminue I’hyperglycémie avec augmentation de I’insulinémie mais sans provoquer un

changement significative des transaminases et 1’urémie (Khoshvaghti et al. 2011).
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Pour ce qui est de I’effet des extraits organiques de la coloquinte, les résultats
de Dallak et al. (2009a; 2009b); et Al-khateeb et al. (2009) et Khalil et al. (2010) ont révelé
que ’administration orale de I’extrait éthanolique (300mg/kg p.c) de la pulpe, chez les rats
rendus diabétiques par I’alloxane, diminue I’hyperglycémie et augmente 1’insulinémie a court
terme (5 heures de suivi) et chez les rats diabétiques soumis a I’IPTTG, avec une diminution
significative du taux de I’hémoglobine glyquée et une régulation de certaines enzymes de la
glycolyse et la néoglucogenése. De méme, 1’extrait méthanolique de pulpe et de feuilles de la
coloquinte diminue d’une maniére significative le taux de 1’hémoglobine glyquée, I’activité
de glucose-6-phosphatase et fructose-1,6-bisphosphatase ainsi qu’une augmentation de
I’activit¢ de I’hexokinase hépatique (Gurudeeban et al. 2012a; Dallak et al. 2009a).
Egalement, les résultats de Delazar et al. (2006) ont montré que 200mg/kg p.c de I’extrait
méthanolique du fruit, 6 heures aprés, diminue significativement 1’hyperglycémie chez les
rats rendus diabétiques par 1’alloxane. Selon Jayaraman et al. (2009), I’extrait éther de
pétrole du fruit administré par voie orale chez les rats diabétiques pendant 14 jours, provoque
un effet antihyperglycémiant et antioxydant dose-dépendant (300 et 500mg/kg) en diminuant
I’hyperglycémie et le taux de TBARS.

L’effet antidiabétique a été également déterminé pour certaines familles chimiques
isolées de la coloquinte, les travaux de Abdel Hassan et al. (2000) ont révélé
que I’administration orale, chez les lapins diabétiques (alloxane) des extraits, d'alcaloides
(50mg/kg p.c), de saponosides (50mg/kg p.c) et de glycoside (50mg/kg p.c), isolés de
I’épicarpe diminuent significativement I’hyperglycémie a 2 et 3 heures apres administration
de chaque extrait, dont I’extrait de saponosides semble le plus intéressant. De méme, 1’extrait
brut de saponosides des graines de la coloquinte (20mg/kg) injecté par voie intrapéritonéale
chez des rats-streptozotocine diminue significativement 1’hyperglycémie au bout de 48
heures, cette diminution est maintenue a long terme plus de 4 semaines de suivi (Benmehdi et
al. 2011).

En ce qui concerne ’effet du traitement & long terme par les extraits de graines de
la coloquinte sur I’hyperglycémie des rats diabétiques et non diabétiques soumis au TTOG,
les resultats sont en accord avec ceux obtenus par Wasfi et al. (1994) qui ont montré
que D’extrait méthanolique et chloroformique de graines de la coloquinte (500mg.kg p.c.)
ne provoquent aucune diminution de I’hyperglycémie chez les rats diabétiques et non

diabétiques. Par contre Agrwal et al. (2012) ont démontré un effet antihyperglycémiant
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des extraits de racines de la coloquinte chez des rats diabétiques soumis au TTOG. Selon
Wasfi et al. (1994), les graines de la coloquinte traditionnellement utilisées dans le traitement
du diabete sucré, expérimentalement ne présentent aucun effet antihyperglycémiant chez, les
rats diabétiques, non diabétiques et les rats soumis au TTOG. De ce fait, on suggére que
I’administration intrapéritonéale a long terme des extraits de la coloquinte ne présente aucune
diminution de I’hyperglycémie consécutive au TTOG, et par conséquence aucun effet
inhibiteur sur 1’absorption intestinale du glucose et donc aucune inhibition des transporteurs
du glucose. Par ailleurs, Gurudeeban et al. (2012b) ont certifié que I’extrait hexanique de la
partie aérienne de la coloquinte assure in vitro une inhibition non compétitive de 1’a-
glucosidase a 85% dont le Vmax et Ky sont de I'ordre de 0,84 et 0,88mM/min’*
respectivement. L’effet antihyperglycémiant de la coloquinte démontré par certaines études,
est probablement lié a la composition chimique des extraits testés. Egalement a un autre
facteur peut jouer un rdle dans la diversité¢ de I’effet de cette plante, il s’agit du facteur
écologique: saison de la récolte, la maturité du fruit ainsi que les conditions de température et
de ’humidité, ces paramétres jouent un role important dans la composition chimique de la
plante ainsi son effet thérapeutique. En ce qui est de la composition chimique, les polyphénols
(tannins et flavonoides) et les terpénoides, sont connus par leur effet régulateur de
I’absorption intestinale des glucides. La myricétine diminue 1’absorption intestinal du glucose
et du fructose en inhibant les transporteurs Glut2 et Glut5 respectivement (Kwon et al.
2007). De méme, la catechin, 1’épicatéchine et 1’épigallocatéchine diminuent le co-transport
intestinal Na*-glucose (SGlutl) (Hussain et al. 2013b). Tandis que les terpénoides sont de

puissants inhibiteurs de 1’a-glucosidase (Kumar et al. 2013a, Kumar et al. 2013b).

Au cours de notre étude de D’activité antidiabétique des extraits de graines de
Citrullus colocynthis, nous avons testé 1’effet de ces extraits sur les variations de certains
paramétres biochimiques sanguins du métabolisme lipidique: triglycéridémie, cholestérolémie
totale, ainsi que d’autres parametres de toxicité: urée, créatinine, TGO, TGP et phosphatase
alcaline. Les principaux résultats obtenus ont montré que 1’administration (I.P.) a long terme
des difféerents extraits de graines de la coloquinte provoque une diminution significative
du taux de triglycéridémie et de cholestérolémie chez les rats diabétiques, sans diminuer
leurs taux chez les rats non diabétiques. En fonction de ces résultats on constate que
la coloquinte assure la correction de centaines perturbations du métabolisme lipidique
provoquées par [Dinjection de la streptozotocine, en provoquant une diminution

du taux de I’hyper-triglycéridémie et 1’hypercholestérolémie. Les travaux de Talabani et
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al. (2012) ont montré que le B-sistosérol richement présent dans la graine (16,92%) par
rapport a 1’épicarpe du fruit (6,72%), administré a la dose 80mg/kg p.c. pendant une semaine
provoque chez les lapins une diminution significative de cholestérolémie et triglycéridemie.
De méme, les lapins néo-zelandais, soumis & un régime alimentaire riche en cholestérol
et la poudre d’extrait hydrométhanolique (30/70 v/v) de graine et de pulpe de la coloquinte,
aux concentrations de 100 et 200mg/kg p.c. révelent une diminution du taux de quelques
parametres lipidiques: Triglycérides, cholestérol total, HDL-cholestérol et LDL- cholestérol
(Zamani et al. 2007). De méme, la prise orale de la poudre du fruit (100mg/kg) trois fois par
jour pendant six semaines (sous forme de capsules), diminue significativement chez des
patients hyperlipédimiants, non diabétiques, le taux du cholestérol et des triglycérides
(Rahbar et al. 2010). Les résultats de Sebbagh et al. (2009) ont montré qu’un
régime alimentaire riche en huile de graines de la coloquinte provoque chez les
rats streptozotocine, par rapport aux rats témoins, une augmentation significative
du taux de triglycéridémie, de cholestérolémie totale et des acides gras libres sans modifié
le taux du HDL et LDL-cholestérol. Les lapins recevant un régime hypergras (riche en
cholestérol) et I’extrait éthanolique de pulpe (1,2 g/kg p.c.) pendant 3 mois présentent une
diminution significative du taux de lipides (triglycérides et cholestérol) sériques et hépatique
par rapport aux rats témoins (Daradka et al. 2007). Par contre les extraits aqueux
et organiques (chloroforme et éthanol) administrés oralement pendant 7 jours (2g/kg p.c.) ont
assuré une augmentation du taux de triglycéridémie, HDL et LDL-cholestérol ainsi une
diminution du taux de cholestérol sérique (Agarwal et al. 2012). L’étude clinique, réalisée
par Huseini et al. (2009) sur 50 patients diabétiques de type 2 traités pendant deux mois, 3
fois par jour de 100 mg/kg p.c de la poudre du fruit sous forme de capsule, a révélé une
diminution significative de  I’hyperglycémie, I’hémoglobine glyquée et

I’hypertriglycéridémie.

Autres paramétres peuvent nous renseigner sur la toxicité du produit a tester chez
les rats comme, 1’évolution du poids corporel, la prise d’eau et d’aliment ainsi la biométrie
et I’histologie de certains organes. Dans cette étude, on s’est intéressée a la mesure du poids
corporel, la consommation d’eau et d’aliment chez les rats témoins et expérimentaux,
diabétiques et non diabétiques chaque semaine: 7°™, 14°™ et 21°™ jours. A la fin les rats ont
été sacrifiés afin d’effectuer la biométrie (mesure du poids) du foie, du pancréas, des riens, du
muscle et de la graisse épididymaire, ainsi I’immunohistochimie du pancréas (marquage de

I’insuline). Les principaux résultats ont montré que les rats non diabétiques traités par les
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différents extraits de graines de la coloquinte présentent une augmentation progressive de la
prise d’eau et d’aliment comparativement aux rats témoins. Tandis que chez les rats
diabétiques, ces extraits semblent diminuer la polydipsie et la polyphagie chez les rats en
diminuant progressivement et significativement la prise d’eau et d’aliment par rapport aux
rats témoins (NaCl 0,9%) et témoins contrdles glibenclamide (10mg/kg). De méme chez les
rats non diabétiques on observé une évolution de poids corporel chez les témoins et les
expérimentaux, alors que les rats diabétiques traités par les extraits El et En-B présentent une
évolution significative du poids corporel par rapport aux rats témoins et les autres groupes de
rats. Chez les rats diabétiques la chute de poids corporel et I’augmentation de la
consommation et d’eau et d’aliment sont consécutives a I’effet diabétogeéne de la STZ,
responsables d’une chute remarquable du poids corporel, malgré une prise d’eau et d’aliment
importante accompagné par forte élimination urinaire (Akbarzadeh et al. 2007; De la
Garza-Rodea et al. 2010). Les travaux d’Agarwal et al. (2012) ont enregistré une chute du
poids corporel chez les rats diabétiques traités pendant 14 jours par les extraits aqueux et
organiques des racines de la coloquinte (2g/kg p.c.). L extrait aqueux de pulpe et de feuilles
de la coloquinte aux doses 250 et 500mg/kg p.c assure chez les rats diabétiques une
augmentation du poids corporel comparative aux rats témoins traités par 0,25mg/kg p.c de
glibenclamide (Gurudeeban et al. 2012). De ce fait on constate que les extraits de la
cologuinte peuvent améliorer certains symptémes du diabéte induit par la STZ, car ils
s’opposent a la chute du poids corporel avec la diminution de la polyphagie et la polydipsie

chez les rats expérimentaux.

En ce qui concerne la biométrie des organes: le pancréas, le foie, les reins,
les testicules, le muscle et la graisse épididymaire. Chez les rats non diabétiques aucune
variation significative n’a pas été observée chez 1’ensemble des rats a I’exception de I’extrait
EM (100mg/kg) qui a augmenté significativement le poids du foie et 1’extrait aqueux EI
(90mg/kg) qui diminuer significativement le poids du foie, des reins et de la graisse
épididymaire. Par contre chez les rats diabétiques on a noté des variations peu significatives
du poids du pancréas, du foie, des reins et des testicules chez tous les groupes de rats, tandis
qgue le poids de la graisse et du muscle soléus est significativement élevé chez les
expérimentaux par rapport aux témoins avec une prédominance des extraits organiques
(EM, EAcC et En-B) par rapport a I’extrait aqueux (EI et EII). La biométrie des organes qui est
proportionnelle au poids corporel, peut nous renseigner sur la toxicité des extraits testés.

Chez les rats expérimentaux qui ont présentés un certain gain de poids corporel par rapport
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aux rats témoins (sérum physiologique) et témoins positif (glibenclamide 10mg/kg),
le poids des organes relatif aux poids corporel principalement le pancréas, le foie, les reins et
les testicules présentent des fluctuations non significatives entre témoins et expérimentaux.
En revanche, le poids de la graisse épididymaire et du muscle soléus est significativement
¢lévé chez I’ensemble de groupes de rats expérimentaux par rapport aux groupes témoins,
ce résultat réfléte 1’effet des extraits de graines de la coloquinte sur 1’amélioration des
perturbations du diabéte expérimental sur le poids corporel, en assurant la prévention de la
taille ainsi que le poids du muscle et la graisse épididymaire.

Pour chercher I’effet directe des extraits de la coloquinte sur les cellules 3
pancréatiques, nous nous sommes intéressés a 1’analyse immunohistochimique du pancréas
par marquage de l’insuline. L’observation microscopique des coupes histologiques nous a
permis de constater que 1’administration I.P. a long terme pendant trois semaines des extraits
de la coloquinte a provoqué une augmentation de la taille des Tlots pancréatiques ainsi que
leur contenu en insuline, essentiellement chez les rats traités par les extraits
El (90mg.kg p.c.), EM (100mg.kg p.c.) et EAc (10mg.kg p.c.) par rapport aux rats témoins
(NaCl) et témoins contrdle (glibenclamide 10mg/kg p.c). Chez les rats témoins diabétiques
(NaCl), qui ne recoivent aucun traitement, on remarque une diminution de la taille des Tlots
pancréatiques ainsi leur contenu en insuline, selon la bibliographie I’injection de multiples
faibles doses de la STZ dégrade progressivement en quelque jours les ilots, contrairement a
I’injection unique de la forte dose (50-70mg/kg p.c) qui diminue rapidement et
significativement la taille des Tlots pancréatiques (-50%) avec modification de leur
architecture, présentent un aspect fusiforme et leur contenu en insuline avec une faible
toxicité hépatique et sans aucune lésion rénale (Akbarzadeh et al. 2007; Mir Sajad et al.
2008; Zafar et al. 2009; De la Garza-Rodea et al. 2010; Zaman 2011; Karatug et
al. 2013 ). En fonction de ces résultats on suggére que les extraits de la cologuinte El, EM et
EAC qui ont assuré in vivo a long terme un effet antihyperglycémiant chez les rats diabétiques
sans provoquée une hypoglycémie chez les rats non diabétiques, sont capables d’assurer la
régénération des cellules B-pancréatiques ainsi que la stimulation de la synthése et le stockage
de I'insuline dans ces cellules. La possibilité de la régénération des cellules est treés probable,
car les résultats obtenus par Sebbagh et al. (2009) ont confirmé que I’administration d’un
régime a base d’huile de graines de la coloquinte est susceptible de diminuer 1’hyperglycémie
chez les rats-STZ avec augmentation de la masse des cellules B (B cell masse) suite a une

régénération de ces cellules. Egalement I’administration orale d’un mélange d’extraits aqueux
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de graines (100 et 300 mg/kg p.c) de trois plantes: Citrullus colocynthis, Acacia modesta,
Polygonum fagopyrum, diminue significativement 1’hyperglycémie chez les lapins
diabétiques expliquée par une restauration dose dépendante de la taille des flots et

augmentation de leur contenus en insuline (Zaman 2011).

Les tests phytochimiques ainsi le dosage de polyphénols et de flavonoides totaux
réalisés en chapitrel, ont révélé la richesse des extraits EM, AEc et EIl en ces composés par
rapport aux autres extraits, selon les analyses de CCM parmi ces flavonoides la quercétine et
la myricétine. Dans la bibliographie ces dernieres appartiennent a la classe des flavonoides
(flavonol) connus par leur effet antioxydant en neutralisant les radicaux libres qui sont
a I’origine dans le cas de la STZ de la destruction des ilots pancréatiques. L’administration
orale d’un mélange de trois antioxydants: Acide a-lipoique, vitamine E et Sélénium 50, 100
et 0,25mg/kg p.c respectivement pendant 30 jours, assure une régénération des Tlots
avec augmentation de la synthése et la sécrétion de I’insuline chez les souries-STZ (Karatug
et al. 2013). Les polyphénols également peuvent assurer cet effet, selon Ardestani et
al. (2007a) la quercétine et 1’épicathéchine qui sont les composants majoritaires de
flavonoides sont capables d’inhiber les radicaux libres de la STZ et protégent les ilots de
Langerhans contre D’effet délétere de cette molécule, de méme le sylmarine (un autre
flavonoide) présente un effet B-cytoprotecteur en inhibant les cytokines de 1’inflammation
responsables de la destruction autoimmune du pancréas d’ou I’inhibition du diabete de typel.
Les travaux de Coskun et al. (2005) ont certifié que 1’administration orale de quercétine
(15mg/kg p.c) chez le rat trois jours avant ’injection de la STZ est capable de diminuer le
taux des radicaux libres (NO) sériques et pancréatiques avec une prévention de I’intégrité des
flots pancréatiques par rapport aux rats témoins. De méme Vessal et al. (2003) ont confirmé
que LP. de 15mg/kg p.c de quercétine pendant 10 jours est suffisante pour diminuer
I’hyperglycémie des rats diabétiques avec une augmentation de tailles des ilots ainsi la surface
de I’insuline marquée. Autre flavonoide, 1’épigallocatéchine-3-gallate, administré (1.P.) a
différentes doses (5, 10, 50 et 100mg/kg p.c) chez les rats pendant quatre jours avant
I’injection de la streptozotocine, assure une diminution de I’hyperglycémie et une
régéneration dose dépendante des ilots pancreatique (Yun et al. 2006), I’administration orale
de 30mg/kg p.c de I’épicatéchine chez les rats diabétiques (alloxane) pendant 5 jours, assure
également une régénération de la population des cellules B (Chakravarthy et al. 1982).

Amala (2006) a noté que 1’épicatéchine protége in vitro les cellules B-pancréatiques contre
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I’effet cytotoxique des IL-1f et de la streptozotocine. Autres études qui ont mis en valeur
I’effet de la coloquinte sur I’histologie du foie et du rein. Abd El-Baky et al. (2011) ont
signalé que I’administration orale quotidienne de ’extrait hydroéthanolique de pulpe de la
coloquinte (50mg/kg) pendant 50 jours, présente un effet antioxydant et une amélioration du
fonctionnement du glomérule qui constitue le site d’une néphropathie. L’administration orale
de I’extrait éthanolique (300mg/kg p.c) de la pulpe chez les rats rendus diabétiques par
I’alloxane pendant 30 jours protege le foie contre la stéatose (Khalil et al. 2010). Par contre,
I’injection intrapéritonéale de I’extrait hydrométhanolique de pulpe dégraissé par 1’hexane
(100mg/kg p.c) chez les lapins provoque une 1ésion tissulaire sévére au niveau de 1’intestin
gréle, du foie et du rein, cette toxicité est due est la forte présence de cucurbitacines dans la
pulpe beaucoup plus que dans la graine (Shafaei et al. 2012; Elgerwi et al. 2013). De méme
un régime a base de graines de la coloquinte (25%, 50% et 75% p/p) chez les rats pendant 90
jours ne présente aucune lésion tissulaire au niveau du foie, du pancréas et des testicules,

tandis que le rein et I’intestin sont fortement influencés par ce régime (Ambi et al. 2007).

Autres tests biologiques ont été également réalisés au cours de cette étude,
pour évaluer I’activité antidiabétique des extraits aqueux de la coloquinte: le prétraitement des
rats pendant trois semaines par les extraits EI et EIl avant I’injection de la streptozotocine et
ceci afin de tester I’effet protecteur de la coloquinte vis-a-vis de la toxicité de la STZ. L’usage
externe de ces extraits chez les rats diabétiques et non diabétiques, pour tester 1’effet
antihyperglycémiant des molécules susceptibles de diffuser a travers la peau. Et également
I’effet de la coadministration orale des extraits (EI, EIl) et du glucose dans !’intention de

tester I’effet de la coloquinte sur la glycémie post-prandiale.

Pour ce qui est de I’effet protecteur de la coloquinte, le prétraitement a long terme
pendant trois semaines (21 jours) des rats par D’extrait aqueux EI (90mg/kg p.c) avant
I’injection de la STZ, diminue significativement 1’hyperglycémie par rapport au prétraitement
de 24 heures. Ce qui refléte un effet protecteur de 1’extrait de la coloquinte a long terme et
non pas I’effet immédiat vis-a-vis de la cytotoxicité de la streptozotocine. Tandis que le
prétraitement des rats par ’extrait EII (90mg/kg p.c) ne présente aucune diminution de
I’hyperglycémie. En fonction du mode de préparation des extraits EI et EIL, on constate que le
tégument de la graine entiere (EI) est plus riche en molécules actives que le cotylédon de la
graine broyées (EIl). Ces molécules sont majoritairement des terpénoides (cucurbitacines) et

des polyphénols, mais c’est beaucoup plus les polyphénols qui assurent 1’effet antioxydant
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tandis que les cucurbitacines sont de puissants anticancéreux. Selon la bibliographie
I’administration orale ou I.P. de la quercétine a différentes doses (15 et 25mg/kg p.c) chez le
rat quelques jours avant I’injection de la STZ assure une prévention de I’intégrité et
I’architecture des 1ilots pancréatiques avec diminution du taux des radicaux libres (NO)
sériques et pancréatiques (Vessal et al. 2003; Coskun et al. 2005; Adewole et al. 2007;
Kebieche et al. 2011; Rifaai et al. 2012). De méme le prétraitement I.P. des rats par
I’épigallocatéchine-3-gallate pendant quatre jours avant la STZ, assure une régénération dose
dépendante des cellules B pancréatiques par rapport aux rats témoins (Yun et al. 2006). In
vitro, la quercétine (0.05mM) est capable de provoquer la régénération des cellules B en
culture suite a une stimulation de la réplication d’ADN (Hii et al. 1984). Egalement la
quercétine 50mg/kg p.c s’oppose a I’hyperinsulinémie et I’hyperprolifération des cellules

induite par la surcharge orale au fructose (10%) pendant 4 semaines (Li et al. 2013).

Concernant les résultats de ’usage externe des extraits aqueux des graines de la
coloquinte El et Ell chez les rats diabétiques et non diabétiques, nous avons constaté que les
extraits aqueux provoquent un effet hypoglycémiant, sans diminuer significativement
I’hyperglycémie des rats diabétiques. Au cours de ce test notre but été de reproduire le mode
d’utilisation traditionnel de cette plante par la population des diabétiques, en immergeant les
pieds dans I’infusé des fruits de la coloquinte pendant une courte période jusqu’a la sensation
de golit amére dans la bouche. Sur cette base nous avons constaté que 1’effet de ces extraits
est principalement expliqué par la diffusion dermique de certaines molécules
hypoglycémiantes liposolubles qui franchissent facilement la barriére cutanée et qui agissent
sur la glycémie des rats non diabétiques et non pas sur les rats diabétiques en provoquant un
effet hypoglycémiant et non pas antihyperglycémiant. Car a la fin de I’expérimentation
(180 min), il a été remarqué chez les rats non diabétiques expérimentaux des troubles de
comportement: tremblements, diminution de 1’activité et une hypothermie, ces signes sont
moins fréquents chez les rats diabétiques. Cet état d’hypoglycémie peut étre expliqué soit par
un exces de l'insuline, soit par un défaut de production de glucose ou bien une neurotoxine
des extraits aqueux El et EIl. Cependant la neurotoxicité est moins probable puis que les rats
diabétiques présentent des signes moins graves. De ce fait on suggére que les extraits aqueux
provoquent une hypersécrétion de I’insuline, qui stimule au niveau musculaire et adipeux une
forte expression des transporteurs de glucose les Glut4 de faibles Km et forte affinité au
glucose ce qui aboutit & I’hypoglycémie chez les rats non diabétiques. Par contre chez les rats

diabétiques 1’hypersécrétion de I’insuline était insuffisante pour provoquer une hypoglycémie
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car le nombre des cellules B fonctionnelles est réduit suite a I’injection de la STZ. Les
molécules qui peuvent assurer la sécrétion de I’insuline sont probablement des terpénoides ou
beaucoup plus des polyphénols. En dermatologie 1’utilisation des terpénoides et des
polyphénols comme molécules qui accélere la diffusion cutanée est tres courante (Cal et al.
2003; Batchelder et al. 2004; Humbert et al. 2008; Park et al. 2012)

En ce qui est de la coadministration orale des extraits aqueux EI (90mg/kg p.c) et Ell
(90mg/kg p.c) de graines de la coloquinte avec la solution de glucose (2g/kg) chez les rats
diabétiques, les résultats obtenus ont révélé que l’extrait aqueux EI a significativement
diminué I’hyperglycémie par rapport aux rats témoins et les rats traités par le glibenclamide
(5mg/kg p.c). Par contre ’extrait aqueux EIl a provoqué une augmentation de la glycémie
durant toute I’expérimentation. Selon ces résultats on constate que la coadministration orale
de D’extrait EI (90mg/kg p.c)-glucose (2g/kg p.c.) assure une inhibition de 1’absorption
intestinale du glucose en agissant probablement sur les transporteurs du glucose Glut2.
De plus, la voie d’administration joue un role important dans la mise en valeur de 1’effet
antihyperglycémiant de 1’extrait EI. Car chez les rats traités par 1’extrait EI quotidiennement
pendant trois semaines et soumis au TTOG (cités ci-dessus), I’administration I.P. de I’extrait
El suivie 30min apres par le gavage de la solution de glucose ne présente aucune diminution
de la glycémie. Sur cette base on résume que la coadministration orale de 1’extrait aqueux El a
rapidement inhibé les transporteurs intestinales du glucose malgré la présence concomitante
des molécules du glucose. L’effet inhibiteur de cet extrait est principalement lié a sa
composition chimique, dont les tests phytochimiques ont révélé sa richesse en tannins,
terpénoides et en flavonoides. Selon la bibliographie les polyphénols sont des inhibiteurs de
I’absorption intestinale des glucides en inhibant, les transporteurs du glucose et du fructose,
ou les enzymes digestives. Ader et al. (2001) ont certifié que les flavonoides glucosides
présentent une forte interaction aux SGLT-1 par rapport a la forme aglycone. La quercétine-
3-O-glucoside et la quercétine-4’-O-glucoside inhibe compétitivement les transporteurs du
glucose SGLT-1 au niveau de la bordure en brosse de I’intestin (Cermak et al. 2004).
De méme, la catéchine, I’épicatéchine et 1’épigallocatéchine diminuent le co-transport
intestinal Na'-glucose (SGLT1) (Hussain et al. 2013b), tandis que la quercétine, et la
myricétine diminuent 1’absorption intestinale du glucose et du fructose en inhibant les
transporteurs Glut2 et Glut5 (Kwon et al. 2007). Les terpénoides et les polyphénols peuvent
¢galement empécher 1’hyperglycémie post-prandiale par inhibition, in vivo et in vitro, des

enzymes digestives: a-glucosidase et a-amylase (Fontana et al. 2011; Kumar et al. 2013a,
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Kumar et al. 2013b). Selon Gurudeeban et al. (2012b) I’extrait hexanique de la partie
aérienne de la coloquinte assure in vitro une inhibition non compétitive de 1’a-glucosidase a

85% dont le Vimax et Kim sont de I’ordre de 0,84 et 0,88mM/mint respectivement.

En conclusion, a travers cette étude in vivo, on a pu mettre en évidence I’effet
antihyperglycémiant et antidiabétiques des extraits de graines de Citrullus colocynthis
administrés par voie [.P. notamment les extraits EI, EM et EAc. L’ensemble de ces extraits ne
provoque aucun effet hypoglycémiant chez les rats non diabétiques, et aucune amélioration de
la tolérance orale au glucose chez les rats diabétiques soumis au TTOG au 21éme jours. Les
extraits testés, sans étres toxiques, ont pu également modifier certaines perturbations
consecutives au diabéte en assurant une diminution de I’hypertriglycéridémie,
I’hypercholestérolémie, de la polyphagie, la polydipsie, la prévention de la chute du poids
corporel ainsi que la régénération des cellulesp. Autres effets sont assurés par 1’extrait aqueux
El qui inhibe I’absorption intestinale du glucose, par inhibition des transporteurs de glucose
par ces phytoconstituants principalement les flavonoides (quercétine et myricétine). Ces
mémes molécules par leur effet antioxydant attribuent a ’extrait aqueux EI son effet
protecteur des cellules [B-pancreatiques vis-a-vis des radicaux libres issues de la
décomposition de la STZ. Au cours de cette partie de travail on a pu distinguer I’effet de
I’extrait EI (préparés a partir des graines non broyées) par rapport a ’extrait EIl (préparés a
partir des graines broyées) ce qui nous a permis de constaté que les molécules actives sont

fortement localisées dans le tégument de la graine par rapport au cotylédon.
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Les progres scientifiques des techniques in vitro et leur application dans le domaine de
pharmacologie expérimentale, ont largement contribué a la détermination des mécanismes
d’action des produits naturels ou de synthése dans le cadre de la recherche, le développement
de nouveaux médicaments, et 1’évaluation de leur efficacité ou leur toxicité lors des tests
précliniques. Ces moyens d’investigation complémentaires aux modeles animaux, sont
indispensables pour mieux comprendre I’effet thérapeutique ou toxique des extraits ou de
principes actifs isolés de plantes médicinales. Dans le cas des plantes antidiabétiques, le
mécanisme par lequel elles peuvent provoquer une activité hypo- ou antihyperglycémiante
est multiple. Il peut avoir un effet direct sur le pancréas en stimulant la sécrétion de 1’insuline:
effet insulinotrope; ou bien un effet extra-pancréatique en stimulant la captation et le
stockage du glucose par les cellules cible de I’insuline, telle que les cellules musculaires,

adipeuses et hépatiques, il peut s’agir d’un effet insulinomimétique (insulin-like).

La mise en évidence de ces mécanismes d’action nécessite 1’incubation d’enzymes,
de cellules ou de tissus isolés en présence de produits a tester, et étudier leur effet inhibiteur
ou stimulateur des enzymes, des voies métaboliques ou de la signalisation cellulaire.
Afin d’examiner in vitro 1’effet antidiabétique de molécules bioactives, plusieurs techniques
peuvent ¢étre utilisées: la stimulation de la sécrétion de [D’insuline par les cellules
B pancréatiques des ilots de Langerhans, la captation et le métabolisme du glucose par les

adipocytes, les myocytes et les hépatocytes isolées.

Par ailleurs, certains tests de toxicité peuvent étre réalisés in vitro sur des modeles de
cellules en culture ou isolées. Ils concernent les mesures de viabilité (bleu de trypan) ou de
cytotoxicité. Cette derniére est habituellement déterminée par mesure dans le milieu
d’incubation de D’activit¢é du LDH, enzyme intracellulaire libérée suite a une perte de

I’intégrité membranaire.

A la lumiére des résultats obtenus précédemment (étude in vivo de Dactivité
antidiabétique) nous nous sommes intéressés dans ce chapitre a 1’évaluation de ’effet des
différents extraits de graines de Citrullus colocynthis, sur la sécrétion de I’insuline par les
flots de Langerhans. Pour ce faire, les Tlots de Langerhans sont mis a incuber en présence des
extraits (El, EIl, EM, EAc En-B et FA) et des concentrations croissantes de glucose. Dans un
deuxiéme essai nous nous sommes intéressés a examiner l’effet cytoprotecteur de la

coloquinte vis-a-vis de la STZ, ainsi que I’effet cytotoxique sur les Tlots de Langerhans.
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Matériel et méthodes

Cette partie d’étude a été réalisée au laboratoire Hormonologie Expérimental,
Université Libre de Bruxelles-Belgique, qui a contribué a I’évaluation de I’effet des extraits
de la coloquinte sur la sécrétion de 1’insuline par les ilots de langerhans in vitro. Les rats ayant

servi pour I’étude in vitro provient de Charles Rivers Laboratories.

1. Evaluation de IP’effet insulinosécrétoire des extraits de graines de Citrullus
colocynthis par les Tlots de Langerhans

L’évaluation de D’effet insulinosécrétoire a été réalisé in vitro sur les Tlots

de Langerhans isolés et incubés, en présence des différents extraits de graines de la

coloquinte: extrait aqueux non dégraissé (EI), extrait aqueux dégraissé (EII), extrait eau-

méthanol (EM), acétate d’éthyle (EAc), n-butanol (En-B) et la fraction A(FA). Le taux de

sécrétion de 1’insuline est déterminé dans le milieu d’incubation.

La réalisation de cette expérience nécessite d’abord 1’isolement des Tlots a partir
du pancréas de rat suivant la méthode de Lacy et Kostianovsky (1967). Certaines
modifications sont apportées au niveau du laboratoire Hormonologie Expérimental et ceci
afin d’obtenir un meilleur rendement, atteignant environ 400 a 600 ilots a partir d’un seul

pancréas. Les ilot isolés sont mis a incuber avec les differents extraits.
1.1. Prélevement du pancréas

Le prélevement de pancréas s’effectue sur des rats femelles Wistar. Apres incision
abdominale, le canal cholédoque est cathétérisé pour perfuser une solution de Hanks environ
15ml contenant 0.43mg/ml de collagénase P (Roche, GmbH, Mannheim, Germany), ce qui
distend le pancréas et facilite son prélevement. Le pancréas gonflé est ensuite nettoyé des

caillots sanguins, des ganglions et des amas graisseux.
1.2. Digestion enzymatique

Le pancréas nettoyé est incubé a 37°C pendant 15 min, sous faible agitation, dans le
reste de la solution de Hanks-collagénase 0,43 mg/ml. Ceci permettra une meilleure digestion
enzymatique des glandes exocrines jusqu’a 1’obtention d’une suspension d’un aspect sableux.

Pour eéviter la lyse des Tlots par les enzymes protéolytiques du pancréas exocrine, apres



Chapitre I11: Etude in vitro de I'activité antidiabétique de la coloquinte Matériel et méthodes

incubation, la digestion enzymatique est stoppée par I’ajout d’environ 30 ml du Hanks froid

(4°C) avec une faible agitation pendant une minute.
1.3. Isolation des Tlots de Langerhans

L’isolation des ilots nécessite trois lavages de la suspension des ilots et du pancréas
exocrine par la solution du Hanks, aprés décantation de 1 a 2min. Le surnageant est aspiré
(sous vide) pour éliminer la collagénase et les exocrines flottantes. La préparation finale,
environ 2 a 3ml, est transférée dans une boite de Pétri placée sous une loupe binoculaire pour

collecter les Tlots a 4°C.
1.4. Incubation des Tlots

Apres isolement et purification des Tlots de Langerhans, on procede a une incubation
d’un groupe de 8 ilots pendant 90 min a 37°C (95% CO,, 5% O,) dans des cupules (1cm de
diamétre et 2.3 cm de hauteur) a 1 ml du milieu d’incubation, contenant le Krebs Ringer
Bicarbonate (KRB, BSA 0.1%), différentes concentrations du glucose (2,8; 8,3; 16,7mM)
et les extraits (voir composition citée ¢i-dessous). Le Tableau n° 19 résume les différentes
concentrations des extraits de graines de la coloquinte testées, extrait aqueux El, extrait
aqueux Ell, eau-méthanol (EM), acétate d’éthyle (EAc), n-butanol (En-B), ainsi que la
fraction A (FA).

Tableau n°19: Incubation des flots en présence de différentes concentrations des extraits de la
coloquinte et de glucose

Glucose 2,8 mM Glucose 8,3 mM Glucose 16,7 mM

45,135, 450, 4500 pg/ml + 45, 135, 450, 4500 pg/ml + 45, 135, 450, 4500 pg/ml +

2GR E] KRB (BSA 0,1%) + glucose KRB (BSA 0,1%) + glucose KRB (BSA 0,1%) + glucose

50, 150, 450 pg/ml +

Extrait Aqueux (EI1) KRB (BSA 0,1%) + glucose

56, 167, 500 pg/ml +

SeurmElEel (E) KRB (BSA 0.1%) +glucose

20 pg/ml + KRB 20 pg/ml + KRB 20 pg/ml + KRB

Acétate d’éthyle (EAc) (BSA 0,1%) + glucose (BSA 0,1%) + glucose (BSA 0,1%) + glucose

40, 116, 035 pg/ml +
KRB (BSA 5%)+ glucose

500, 2000 pg/ml +

n-butanol (En-B)

Fraction A KRB (BSA 5%) +glucose
e H,0 + KRB H,0 + KRB H,0 + KRB
emoins (BSA 0.1%) + glucose (BSA 0,1%) + glucose (BSA 0,1%) + glucose
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La composition du milieu d’incubation des ilots est comme suit ;
- Solution I : 30ml (NaCl 448mM et tampon Hepes 40mM, pH=7.4) )
- Solotion I : 30ml (KCI 20mM NaHCO3z 96mM, MgCl, 4mM) Bicﬁ{ﬁgi;;”?&m
- Solution 111 : 30 ml (CaCl, 4mM)
- D-glucose anhydre: (2,8 ou 8.3 ou 16,7mM)
- 02/C0O2 (95/5%, viv)
- Albumine: 300 mg (2.5mg/ml)

1.5. Dosage de I’insuline

Aprés incubation pendant 90 min (temps nécessaire aux flots pour effectuer une
réponse) environ 600 pl du milieu d’incubation, retiré sous une loupe binoculaire, est
conservé a -80°C pour effectuer le dosage de I’insuline par une méthode radioimmunologique

(Leclercg-Meyer et al. 1985).

Aprés la détermination du pourcentage de radioactivité a partir de courbe étalon, le

taux de I’insuline dans les différents milieux d’incubation est exprimé en pU/ilot.

2. Evaluation de Deffet protecteur de Pextrait eau-méthanol de graines de
Citrullus colocynthis vis-a-vis de la B-cytotoxicité de la streptozotocine

A la lumiére des résultats obtenus précédemment sur la sécrétion de I’insuline in vitro,

ainsi que I’effet préventif des extraits aqueux sur la toxicité de la streptozotocine in vivo, nous

nous sommes proposés d’examiner cet effet préventif de la coloquinte vis-a-vis de la

cytotoxicité de la streptozotocine in vitro. Dans ce but notre choix a été porté sur 1’extrait EM.

Aprés isolement et purification des Tlots de Langerhans, on procéde dans un premier
temps a une incubation de 60 min a 37°C, d’un groupe de 8 Tlots dans 1 ml du milieu du
Krebs Ringer Bicarbonate (KRB) et du glucose (16,7mM), de I’extrait eau-méthanol
(500pg/ml), de streptozotocine (500ug/ml), ou les deux associés (EM-STZ 500 pg/ml).
Le Tableau n° 20 résume les différentes concentrations utilisées au cours de cette expérience

(ttmoins et échantillons).

Dans un deuxieme temps apres la premiére incubation, la totalité du milieu

d’incubation est retiré (ilots a sec) sous une loupe binoculaire, et remplacé rapidement par
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1 ml de KRB sans extrait ou STZ. Les ilots sont incubés une deuxiéme fois pendant 60 min a
37°C.

En fin, le milieu d’incubation prélevé est conservé a -80°C pour effectuer le dosage de

I’insuline par méthode radioimmunologique.

Tableau n°20: Incubation des fTlots en présence de différentes concentrations des
extraits de la coloquinte et de streptozotocine

Milieu d’incubation Glucose 16.7 mM
Streptozotocine 500 pg/ml + KRB (BSA 0,1 %) + glucose
Eau-méthanol 500 pg/ml + KRB (BSA 0,1 %) + glucose
Streptozotocine + Eau-méthanol 500 pg/mi+ 500pg/ml + KRB (BSA 0,1 %) + glucose
Témoins H,O + KRB (BSA 0,1 %) + glucose

3. Evaluation de Deffet cytotoxique de D’extrait brut aqueux de graines
de Citrullus colocynthis sur les Tlots de Langerhans

Suite aux observations faites précédemment, I’extrait brut aqueux EI, a forte
concentrations montre une inhibition de la sécrétion de 1’insuline par les Tlots de Langerhans
in vitro. Dans cet essai nous nous sommes proposé¢ d’examiner 1’effet cytotoxique de cet

extrait sur les ilots de Langerhans isolés.

Apres isolement et purification des Tlots de Langerhans, on procéde & une incubation
de 90 min a 37°C sous agitation et gazage (O, 95%, CO, 5%), d’un groupe de 100 ilots, dans
de petite boites de Pétri (6cm?), incubé dans 1 ml du KRB, du glucose 8,3mM et en présence
de I’extrait brut aqueux EI a différentes concentrations: 50, 150 et 450 pg/ml; le milieu
control est a base de KCN 8mM. Le Tableau n° 21 résume les différentes concentrations de

El utilisées au cours de cette expérience.

Apreés 30 et 90 min d’incubation, environ 300ul du milieu d’incubation est prélevé,
le reste avec les ilots sont homogénéisés a I’aide d’un sonicateur, est ceci a fin d’effectuer
un dosage de la LDH dans le milieu d’incubation. La détermination de 1’activité de la LDH
a été effectuée par fluorescence, en utilisant le Kit Promega G7890 (Cyto Tox-ONE for

homogeneous membrane intergrety Assay) selon le principe suivant ;
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Lactate LDH Pyruvate
NAD" NADH/H*
Résorufine rose _ g J Résasurine bleue
fluorescente Diaphorase non fluorescente

Le tau de LDH est déterminé a partir d’une gamme étalon (4,125; 6,050 ; 8,25; 7,975;
9,075; 12.10 nM). Aprés 15 min d’incubation la mesure de la fluorescence est effectuée a
560 nm et a 590 nm, longueur d’onde d’excitation et d’émission respectivement.
La résorufine fluorescente produite est proportionnel au taux de LDH. Les résultats sont

exprimés en nmol/ilot/min.

Tableau n°21: Incubation des ilots en présence de différentes concentrations des extraits
aqueux de la coloquinte et de KCN

Milieu d’incubation Glucose 8.3 MM
Extrait brut aqueux El 450, 150, 50 pg/ml + KRB (BSA 0,1%) + glucose
KCN 2 mM + KRB (BSA 0,1%) + glucose
Témoin H,0 + KRB (BSA 0,1%) + glucose
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1. Effet insulinosécrétoire des extraits de graines de Citrullus colocynthis sur les Tlots
de Langerhans isolés
L’effet des différents extraits de graines de la coloquinte, a différentes concentrations
de glucose, sur la stimulation de la sécrétion d’insuline par les ilots de Langerhans est

représenté dans les figures 46, 47 (A, B, C, D, E et F) et 48 respectivement.

Dans la figure 46, on remarque que les extraits aqueux (EI) et acétate d’éthyle (EAc)
a faible concentration de glucose 2,8mM, inhibent la sécrétion de I’insuline. L’extrait EAc a
25ug/ml provoque une diminution non significative (p< 0,05) de la sécrétion, tandis que
I’extrait aqueux EI aux concentrations 45 et 135ug/ml stimulent trés faiblement la sécrétion
de I’insuline, par contre les doses 450 et 4500 pg/ml diminuent trés significative la sécrétion

basale de I’insuline (p< 0,001).
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Figure 46: Effet des extraits de graines de la coloquinte sur la stimulation de la sécrétion de
I’insuline par les Tlots de Langerhans, milieu d’incubation contenant 2,8 mM du D-
glucose. A : extrait acétate d’éthyle. B : extrait aqueux.

* Comparaison entre extrait et témoin
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La figure 47 représente 1’effet des différentes concentrations de la coloquinte sur la
sécrétion de 1’insuline par les ilots de Langerhans en présence d’une concentration 8,3mM de
glucose dans le milieu d’incubation. Les extraits EI, EM, EAc, En-B ainsi la fraction A
montrent un effet variable de la sécrétion de I’insuline, par contre 1’extrait aqueux EII est nul

sur la sécrétion.

L’extrait acétate d’éthyle (EAc) a 25ug/ml a augmenté significativement (p< 0,001)
la sécrétion, par rapport au témoin (figure 47.D). L’extrait EM montre un effet stimulateur
dose dépendant, a 167 et 500ug/ml respectivement (p< 0,001). A la méme concentration
(500ug/ml) la fraction A (récupérée par chromatographie sur colonne) stimule la sécrétion de
I’insuline (p< 0,001), par contre a 2000ug/ml diminue significativement la sécrétion
(p< 0,001).

L’extrait EI aux doses inférieures a 135pg/ml ne semble pas stimuler la sécrétion
d’insuline par les ilots, mais a des doses plus élevées supérieur a 450ug/ml, il inhibe
fortement I’insuline. Il en est de méme pour I’extrait EIl qui ne montre aucun effet ni
stimulateur ni inhibiteur sur la sécrétion de I’insuline a des doses comprises entre 50 et

450ug/ml.

Dans la figure 48, on remarque que I’incubation des ilots dans 25ug/ml d’extrait EAc
et 16,7mM du glucose assure une augmentation significative de la sécrétion basale de
I’insuline (p< 0,001), tandis que I’extrait aqueux a forte doses continue son effet inhibiteur de

la sécrétion en présence de 16,7mM du glucose, a 4500ug/ml la sécrétion est non déterminée.

En fonction de ces résultats on constate que I’extraits EAc, EM et FA stimulent
significativement in vitro la sécrétion de I’insuline. Tandis que les extraits EI et En-B
L’extrait aqueux ne provoque aucune stimulation a faibles doses, au contraire il inhibe

significativement la sécrétion de I’insuline a des dose élevées.
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Figure 47: Effet des extraits de graines de la coloquinte sur la stimulation de la sécrétion de
I’insuline par les ilots de Langerhans, milieu d’incubation contenant 8,3 mM du
D- glucose. A:EI.B:EIl.C:EM. D :EAc. E: En-B. F : FA.
* Comparaison entre extrait et témoin
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Figure 48: Effet des extraits de graines de la coloquinte sur la stimulation de la sécrétion de
I’insuline par les ilots de Langerhans, milieu d’incubation contenant 16,7 mM du
D- glucose. A : EI. B : EAc.

* Comparaison entre chaque extrait et le milieu témoin
4500ug/ml : insuline est non détectée
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2. Effet protecteur de D’extrait eau-méthanol de graines de Citrullus colocynthis sur
B-cytotoxicité de la streptozotocine

Pour tester I’effet cytoprotecteur de la coloquinte, des ilots de Langerhans sont incubés
pendant 120min a 16,7mM du D-glucose, en présence de 1’extrait EM, de la streptozotocine

(STZ) et du mélange EM-STZ. Les résultats obtenus sont mentionnés dans la Figure 49.

Dans cette figure on remarque au cours de la premiére incubation des flots (60min)
aucune différence significative n’est observé (p<0,2) dans les différents milieux d’incubation.
Par contre a 120 min, I’extrait EM a 500pg/ml stimule significativement la sécrétion basale de
I’insuline (p<0,05), tandis que la toxicité de la streptozotocine (500ug/ml) inhibe
significativement cette sécrétion par les filots (p<0,001). Dans le meélange EM-STZ
(500ug/ml) une sécrétion intermédiaire entre les sécrétions précédentes celle de EM et STZ,

ceci nous indique la capacité de I’extrait EM de s’opposer a I’effet inhibiteur de la
streptozotocine sur les Tlots isolés.
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Figure 49: Effet protecteur de I’extrait eau-méthanol (EM) de graines de la coloquinte
survis-a-vis de B-cytotoxicité de la streptozotocine.
* Comparaison entre extrait et témoin a 60 et 120min.
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3. Effet cytotoxique de I’extrait brut aqueux de graines de Citrullus colocynthis sur les
flots de Langerhans
Suite a I’effet inhibiteur de 1’extrait EI & forte concentration 450 et 4500ug/ml sur la
sécrétion de I’insuline (Figure 46B, 47A et 48A), il a été indispensable de tester in vitro la
toxicité de cet extrait sur les Tlots pancréatiques en mesurant le taux de LDH libérée dans le

milieu d’incubation.

Les résultats obtenus sont représentés dans les Figure 50. On remarque que les
différentes concentrations de 1’extrait EI (50, 150 et 450u/ml) ne provoquent aucune
augmentation significative du taux de LDH par rapport au témoin, par contre le témoin
contréle, KCN (8mM) connu par sa forte toxicité, augmente significativement le taux de LDH

a 30 et 90 min d’incubation.
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Figure. 50: Effet des extraits de graines de la coloquinte sur le taux de LDH
libérée dans le milieu ’incubation des filots de Langerhans a 8,3 mM
du D-glucose.
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L’effet antidiabétique des extraits de graines de la coloquinte observé in vivo chez les

rats diabétiques (Chapitre I1), nous a incités d’étudier leur effet sur la sécrétion de I’insuline

in vitro. De ce fait, des Tlots pancréatiques isolés de rats non diabétiques ont été incubés dans

des milieux d’incubations a différentes concentrations de glucose (agent sécrétagogue): 2,8 ;

8,3 et 16,7mM, et des extraits de graines: El (45, 135, 450 et 4500ug/ml), EIl (45, 150 et

450ug/ml), EM (56, 167, 500ug/ml), EAc (25 pg/ml) et En-B (40, 116, 350 pg/ml) et la

fraction FA (500, 2000 pg/ml).

Les principaux résultats obtenus ont révélé que dans toutes les concentrations du
glucose (2,8; 8,3 et 16,7mM), I’extrait aqueux EI a faible dose 45ug/ml stimule faiblement la
sécrétion d’insuline, et a fortes concentrations 135 et 450 il diminue progressivement et
significativement la sécrétion de I’insuline, jusu’a D’inhibition totale a 4500pg/ml.
L’extrait En-B, présente un effet comparable a 1’extrait EI a savoir une inhibition de la
sécrétion de I’insuline par les ilots de Langerhans aux doses de 40, 116 ou 350ug/ml.
En revanche les extraits EM (167 et 500ug/ml) et EAc (25ug/ml) stimulent une sécrétion
dose-dépendante aux concentrations du glucose 2,8; 8,3 et 16,7mM.

Nous avons également remarqué que la présence de I’extrait EM (500ug/ml) dans le
milieu d’incubation protége I’intégrité des ilots pancréatiques vis-a-vis de la toxicité de la
STZ (500ng/ml) en assurant la continuité de la sécrétion insulinaire. La toxicité de 1’extrait
aqueux testé in vitro sur les Tlots de Langerhans ne révéle aucune variation significative du

taux de LDH dans le milieu d’incubation.

L’augmentation du taux de glucose sanguin induit la sécrétion de I’insuline par les
cellules B pancréatiques, liée principalement a une hyperutilisation du glucose (glycolyse),
une hyperproduction d’ATP, et une augmentation du rapport ATP/ADP cytosolique
conduisant & la fermeture des canaux K'-ATP dépendant. Cette fermeture provoque une
dépolarisation membranaire des cellules B suite a une inhibition de 1’efflux de K et une
augmentation intracellulaire des charges positives. La dépolarisation membranaire engendre
I’ouverture des canaux calciques voltage-dependants de type L, et I’entrée massive du Ca*
dans la cellule suivant un gradient éléctrochimique. L’hyper-concentration calcique
cytosolique peut se faire également par un relargage de Ca** a partir du réticulum
endoplasmique (Magnan et al. 2005; Pascal. 2005). Suite a I’augmentation de Ia

concentration intracellulaire de Ca®*, les microvésicules portant I’insuline fusionnent avec la
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membrane plasmique, ou de nombreuses protéines participent a ce processus: des protéines
monomeériques a activité GTPasique de type Rab et le complexe NSF-SNAP-SNARE (NSF:
N-ethylmaleimide-Sensitive Fusion protein; SNAP: Soluble NSF Attachment Protein;
SNARE: Soluble NSF attachment protein receptor ou SNAP receptor), dont les SNARE
(synaptotagmines, synaptobrévine, syntaxine) sont des molécules-clés du mécanisme de
fusion membranaire. Environ 1% des vésicules sont accolées a la membrane «prétes a
fusionner» selon un mécanisme dépendant du calcium. Tandis que la majorité des vésicules
de sécrétion sont localisées dans le cytoplasme associé a des microfilaments et des
microtubules du cytosquelette (Magnan et al. 2005; Gauthier et al. 2008). Ce dernier a coté
des canaux calciques voltage-dependants de type L, joue un r6le primordial dans la sécrétion
de I’insuline, en assurant 1’arrimage, la fixation et la fusion des vésicules de sécrétion a la
membrane plasmique. Les microfilaments a I’état de repos présentent une répartition corticale
et sont en interaction avec la syntaxine (protéine SNARE), ce qui empéche la fusion
membranaire des vésicules, la stimulation des cellules B par le glucose, et non pas par des
sécrétagogue non nutritifs, provoque une dépolymérisation des microfilaments qui permet
I’interaction des vésicules avec la syntaxine, ce qui conduit a 1’exocytose des granules
d’insuline (Eliasson et al. 2008; Wang et al. 2009). Les microtubules contribuent également
a ’exocytose de I’insuline, le glucose stimule la polymérisation de ces ¢léments qui assure la
migration des vésicules d’insuline du centre cytosolique vers la periphérie par I’intermédiaire
de la kinésine, protéine motrice ATPase associée aux microtubules, a ce niveau les vésicules
transportés sont exposées aux microfilaments corticaux pour achever leur exocytose (Wang
et al. 2009).

La sécrétion de I’insuline est régulée par des inhibiteurs et des stimulateurs, classés en
trois groupes : déclencheurs, capables de déclencher a eux seuls la sécrétion d’insuline dont le
glucose est le puissant stimulateur; amplificateurs (potentialisateurs) qui amplifient 1’effet du
déclencheur (glucose) comme les acides gras non estérifiés; et atténuateurs qui diminuent la
réponse secrétoire au glucose (Magnan et al. 2005). Dans ce cadre se classe les sulfamides
hypoglycémiants qui se caractérisent par une stimulation de la sécrétion de l'insuline sans
influencer sa synthése. L’interaction des sulfamides avec leurs récepteurs spécifique (SUR) au
niveau de la membrane des cellules B-pancréatiques provoque la fermeture des canaux Karp
dépendant, qui entraine une dépolarisation membranaire et I’ouverture secondaire des canaux
calciques, ce qui induit a I'exocytose des vésicules contenant I'insuline d'une maniére similaire

a celle observée aprés stimulation par le glucose (Kanetee et al. 2009; Derfoufi et al. 2010).



S Chapitre I11: Etude in vitro de | activité antidiabétique de 1 COIOQUINIE | | . oooeeeeeeeeeesssssssssssnsssssessssssns eSO 0N,

Plusieurs études ont mis en évidence D’effet insulinosécrétoire de nombreux
phytoconstituants in vivo et in vitro, notamment les polyphénols. Ces derniers ont montré un
effet amplificateur de la sécrétion de I’insuline par le glucose suivant divers mécanismes.
Selon Hii et al. (1984) I’épicatéchine (ImM) stimule la sécrétion de I’insuline induite par 2 et
20mM de glucose. La quercétine et la vitéxine présentent également in vitro un effet
insulinosécrétagogue dose-dépendant en stimulant ’influx de Ca* et I’activation des canaux
calciques voltage dépendant de type L (Prabhakar et al. 2008; Bardy et al. 2013).
Il est de méme, La quercétine (20ug/ml) potentialise 1’effet du glucose (8,3mM) et du
glibenclamide (0,01pg/ml) sur la stimulation de la sécrétion de 1’insuline et phosphoryle la
protéine ERK 1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinases 1/2) impliquée dans cette sécrétion
(Youl et al. 2010b). L’exposition des ilots pancréatiques a des concentrations faibles de
quercétine (0,01-0,1mM/1) et d’épicatéchine (0,8 mM/l), provoque une stimulation de la
sécrétion de Dinsuline et la captation du Ca”* via les canaux calciques (Hii et al. 1985).
Tandis que la kaempferitrine, un flavonoide glycoside aux concentrations 10, 100 et 1000nM
assure in vitro un effet insulinomimétique dans le muscle soléus en stimulant différentes voies
métaboliques et nucléaire (MAPK et MEK) responsables de la captation du glucose et son
stockage sous forme de glycogene suite a a la translocation des Glut4 au niveau membranaire
(Cazarolli etal. 2013).

Par ailleurs, d’autres phytoconstituants peuvent agir sur la sécrétion de I’insuline
comme les alcaloides et les saponosides. La berbérine, un alcaloide isolé de Berberis vulgaris,
stimule in vitro une secrétion d’insuline dose dépendante avec une augmentation de la
captation du glucose dans les cellules en culture, adipocytes 3T3-L1 et myotubes L6, suite a
une phosphorylation des MAPK (Amala. 2006; Jun et al. 2008). La charantine (saponine
stéroidienne, isolée de Momordica charantia), la momordicine 1, 11, et kuguaglycoside, aux
concentrations variables de 10 a 125upg/ml stimulent significativement la sécrétion de
I’insuline en présence de 27mM de glucose (Prabhakar et al. 2008; Keller et al. 2011).
Alors que la momordicoside et ses dérivés aglycones présentent un effet insulinomimétique,
ils stimulent in vitro la translocation des Glut4 dans les cellules en culture, les myotubes L6 et
les adipocytes 3T3-L1, cet effet est associé a une activation des MAPK impliquée dans la
captation du glucose et I’oxydation des acides gras (Prabhakar et al. 2008; Tan et al. 2008;
Teodoro et al. 2008).
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Selon les résultats obtenus concernant la sécrétion de I’insuline qui ont montré
un effet stimulateur de la sécrétion dans les extraits EM, EAc et FA, et un effet inhibiteur
des extraits El et En-B. Sur cette base on remarque que les extraits El et En-B forment un
groupe qui présente la méme allure de réponse, et les extraits EM et EAc forment un autre
groupe qui présente entre eux une allure opposée a celle du premier. L’élément qui forme
le point de différence entre ces deux groupes, est principalement les phytoconstituants

présents dans ces extraits.

Les tests phytochimiques réalisés dans le premier chapitre de notre étude (Tableau
n°5), ont révélé la présence des tannins et des flavonoides dans les extraits EM, EAc,
FA et a un degré moindre dans EI, ils sont trés faiblement notés dans 1’extrait En-B.
Tandis que les terpénoides sont présent dans les extraits El et En-B, faiblement présent dans
EM et totalement absent dans En-B. Ces résultats ont été également confirmés par le dosage
de polyphénols et de flavonoides totaux (tableau n°6), qui ont montré un taux relativement
élevé dans EM et EAc par rapport aux extraits ElI et En-B qui renferment des taux
approximatifs. Les analyses de CCM (tableau n°7) ont indiqué la présence de la quercétine,
et la myricétine dans ces extraits. De ce fait, on suggere que 1’effet positif des extraits EM et
EAc sur la stimulation de la sécrétion de I’insuline par les ilots de Langerhans est

principalement lié aux polyphénols notamment la quercétine et la myricétine.

Selon les données bibliographiques la catéchine, la quercétine et 1’épicatéchine,
peuvent presenter in vitro un effet déclencheur (insulinosécrétagogue) ou un effet
amplificateur sur la sécrétion de I’insuline par les ilots pancréatiques, en présence de faibles
ou fortes concentrations du glucose suivant divers voies. Une activation des canaux calciques
voltage dépendant en stimulant ’efflux de Ca®, ce qui engendre I’exocytose des vésicules de
sécrétion de I’insuline; ou bien ’activation de la production de I’AMPc et la phosphorylation
des protéines ERK qui sont impliquées dans cette voie (Hii et al. 1984; Ahmad et al. 1991;
Youl et al. 2010b; Bardy et al. 2013). Selon Hii et al. (1985) il existe une relation étroite
entre la structure chimique des polyphénols et 1’effet insulinotrope, car la quercétine qui est
plus hydrophobe que la catéchine et traverse lentement le cytoplasme pour exercer son effet
intracellulaire, presentent des groupements carbonyles et des doubles liaisons entre le C-2 et
C-3 au niveau du cycle C, ce qui rend I’effet de la quercétine plus remarquable par rapport a

I’effet de I’épicatéchine.
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En revanche, ’effet inhibiteur des extraits EI et En-B qui devient plus significatif aux
fortes concentrations est probablement lié aux terpénoides, en particulier les cucurbitacines
présents dans ces extraits. Les cucurbitacées, entre autre la coloquinte, sont connues par leur
richesse en cucurbitacines (E, B, I, J, L), qui caractérisent généralement le gbut ameére des
especes de cette famille. lls peuvent agir éventuellement a plusieurs niveau du processus de
sécrétion de 1’insuline, soit au niveau des canaux K'-ATP dépendant en inhibant leur
phosphorylation ainsi leur fermeture, ce qui inhibe également la dépolarisation membranaire
et ’exocytose de I’insuline; ou bien ils peuvent agir au niveau des éléments du cytosquelette,
les microfilaments corticaux et particulierement les microtubules, en agissant sur
leur polymeérisation indispensables au transport des veésicules de secrétion du centre

cytosolique vers la membrane par le biais de la kinésine.

L’effet insulinotrope des cucurbitacines n’est pas bien documenté dans la
bibliographie, par contre elles sont estimées par leur effet anticancéreux. Les cucurbitacines
glucosides E et B, isolés des feuilles de la coloquinte inhibent in vitro (20uM) la prolifération
de lignées cellulaires du cancer du sein en bloquant les cellules en phase G,/M suite a une

inhibition de la protéine p34°P¢?

, une inhibition de la phosphorylation des protéines
JAK/STAT, et une désorganisation des microfilaments d’actine impliqués dans le changement
de la forme cellulaire au cours de la phase M, ainsi qu’une désorganisation de Ia
polymérisation des microtubules (Tannin-Spitz et al. 2007; Thoennissen et al. 2009;

Boykin et al. 2011; Duangmano et al. 2012).

L’extrait d’acides aminés libres (0,1mg/ml) de graines de la coloquinte présente
in vitro un effet insulinotrope sur les 1lots de rats a I’exception du [R-pyrazol-1-yl-alanine, un
acide aminé non conventionnel spécifique aux cucurbitacées. Selon I’auteur cette sécrétion
d’insuline est liée a la présence de leucine (76%) et isoleucine (32%), acides aminés

stimulateurs de la sécrétion de ’insuline (Nmila et al. 2002).

L’effet inhibiteur de 1’extrait EI aux doses croissantes sur la sécrétion de 1’insuline,
nous a incités de vérifier sa toxicité sur les Tlots pancréatiques en mesurant le taux du LDH
dans le milieu d’incubation. Les résultats obtenus ont révélé que chaque dose de cet extrait
(50, 150 et 450pg/ml) ne présente aucune toxicité. De ce fait, on confirme que 1’extrait El
inhibe la sécrétion de I’insuline suite & un mécanisme moléculaire et non pas par sa toxicité.
Cette constatation peut s’appliquer également a I’extrait En-B. Les fortes concentrations d’EI

(135, 450 et 4500ug/ml) expliquent une forte concentration des cucurbitacines dans le milieu
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d’incubation, qui peuvent agir a différents niveau dans les ilots pancréatiques pour inhiber le
processus d’exocytose de I’insuline. Tandis que, la faible dose de cet extrait (50ug/ml)
renferme une faible concentration des cucurbitacines qui reste insuffisante pour exercer un

effet inhibiteur significatif.

Dans le but de reproduire in vitro ’effet protecteur des extraits de la coloquinte
vis-a-vis de la toxicité de la STE sur les cellules  pancréatiques (étude réalisée in vivo dans le
chapitre II) et en raison de I’effet inhibiteur de I’extrait aqueux EI sur la sécrétion de
I’insuline, nous avons choisi I’extrait EM pour tester son effet [-cytoprotecteur. Dans ce but
les flots sont incubés dans différents milieux d’incubation en présence: de I’extrait EM
(500pg/ml), de STZ (500ug/ml), ou du mélange EM+STZ (500ug/ml).

Les principaux résultats aprés 120min d’incubation ont révélé, une inhibition
significative de la sécrétion de I’insuline en présence de la STZ et une sécrétion tres
significative en présence de I’extrait EM, tandis que le mélange EM-STZ provoque une
sécrétion moins fréquente que celle de I’extrait EM et plus importante de celle de la STZ.
De ce fait, on suggere que 1’extrait EM s’oppose a I’effet cytotoxique de la STZ par traitement
de I’état de stress oxydative (inhibition de la production des radicaux libres) produit lors de sa
dégradation. Ce résultat complémentaire a 1’étude de 1’effet antiradicalaire de cet extrait sur le
DPPH (chapitre 1) a bien confirmé I’effet antioxydant de 1’extrait EM sur le piégeage des
radicaux libres générés par la décomposition de la STZ dans les Tlots. Ces radicaux sont
principalement I’oxyde nitrique (NO) responsable de I’alkylation d’ADN et I’inhibition de la
production de NAD", ce qui abouti & une inhibition massive de la production de proinsuline

beaucoup plus que la synthése de I’insuline (Szkudelski 2001; Lenzen S. 2008).

L’incubation des ilots en présence de la STZ (2,2mM) pendant 30 et 60min inhibe la
sécrétion a 37% et 85% respectivement. Par ailleurs, certaines molécules administrées avant
ou apres la STZ peuvent s’opposer a son effet toxique, comme les analogues non
métabolisables du glucose (3-O-methylglucose, 2-desoxyglucose et 5-thioglucose),
3-aminobenzamide et la nicotinamide précurseur de NAD" (Szkudelski 2000; Maldonato et
al. 1976). Les phytoconstituants peuvent également neutraliser 1’effet toxique de la STZ en
assurant une inhibition de la production des radicaux libres c’est le cas des flavonoides. Youl
et al. (2010) ont démontré que la quercétine (20ug/ml) protége 1’intégrité et la viabilité des
Tlots vis-évis de la toxicité du H,O, (50ug/ml).
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En conclusion, I’étude in vitro de ’activité antidiabétique des extraits de graines de
la coloquinte nous a permis de mettre en évidence I’effet insulinotrope des extraits EM et
EAc, qui amplifient dans toute les concentrations physiologiques du glucose (2,8; 8,3 et
16,7mM) son effet sur la sécrétion de I’insuline. La richesse de I’extrait EM en flavonoides
(quercétine et myrcétine) confirme sa capacité de pieger les radicaux libres issus de la STZ, et

poursuit la stimulation de la sécrétion de I’insuline.

Par ailleur, Nous avons également pu déterminer I’effet des extraits EI et En-B sur le
blocage de la sécrétion de 1’insuline, qui est largement loin d’un effet toxique, mais qui se
présume a une voie cellulaire impliquant les ¢éléments du cytosquelette. L’effet cytoprotecteur
de la coloquinte est confirmé par 1’extrait EM qui protége, par ses composés phénoliques

notamment les flavonoides, les Tlots pancréatiques contre les radicaux libres issus de la STZ.
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L’importance des études ethnopharmacologiques, qui regroupent plusieurs domaines
complémentaires a savoir 1’ethnobotanie, la phytochimie, la pharmacologie, et la toxicologie
se résume principalement a I’exploitation interdisciplinaire de nouvelles molécules d’origine
végétale, traditionnellement utilisées par ’homme, pour déterminer leurs principes actifs ainsi
que leur mode d’action. Ce genre d’¢études a permis actuellement la mise évidence de 1’effet
thérapeutique de plusieurs, voir des centaines de principes isolés de plantes médicinales ainsi
que le développement de nouveaux médicaments: anticancéreux, anti-inflammatoires,

antifongiques, antioxydants ou antidiabétiques.

Dans le domaine des plantes antidiabétiques, 1’ethnopharmacologie a largement
contribu¢é a une approche scientifique de 1’utilisation traditionnelle des plantes en
phytothérapie, ce qui abouti a la découverte de molécules d’origine végétale comme la
galégine, un alcaloide isolé de Galega officinalis commercialisé depuis 1950 sous forme de
biguanide (agent antidiabétique plus efficace produit par hémisynthése), ainsi que le
4-hydroxyisoleucine acide aminé isolé des graines de Trigonella foenumgraecum connu par
son effet insulinotrope. Sur environ 1200 plantes antidiabétiques citées dans les diverses
enquétes ethnobotaniques, seulement une centaine ont été étudiées aux laboratoires. Parmi ces
plantes notre choix a été porté sur la coloquinte, Citrullus colocynthis, plante de
la famille des cucurbitacées largement utilisée dans la pharmacopée traditionnelle,
sous forme d’infusion soit des graines soit des fruits en entier, pour le traitement de plusieurs
pathologies et en particulier du diabéte sucré. Plusieurs travaux scientifiques publiés
récemment sur la cologuinte ont montré un effet bénéfique de cette plante comme,
antidiabétique, antifongique, antimicrobien, antihistaminique, anti-inflammatoire et

anticancéreux (Hammouda. 2005; Bnouham et al. 2006; Rahimi et al. 2012).

Dans cette étude nous nous sommes intéressés a I’évaluation de 1’activité
antidiabétique des extraits de graines de la coloquinte. Ce travail a été réalisé en trois parties
expérimentales complémentaires: une étude phytochimique des extraits de graines,
notamment un extrait aqueux non dégraissé (El) et dégraissé (EIl), extrait eau-méthanol
(EM), acétate d’éthyle (EAc) et n-butanol (En-B). Une étude in vivo de I’effet antidiabétique

chez des rats diabétiques et non diabétiques; et in vitro sur la sécrétion de 1’insuline.



Discussion générale

L’¢étude phytochimique a révélé la diversité des phytoconstituants présent dans les
extraits de la coloquinte, notamment les extraits El et En-B qui renferment majoritairement
les terpénoides. Tandis que les flavonoides sont fortement présents dans les extraits EM et
EAc. Ces extraits par rapport aux extraits El et En-B renferment le taux le plus élevé en
polyphénols et en flavonoides totaux, et possedent ainsi le pouvoir antiradicalaire sur le
DPPH le plus important 74 et 88% respectivement. Les valeurs de 1Cso déterminées pour
EAc, EM et EI 350, 580 et 500ug/ml respectivement sont nettement élevées a celle de I’acide
ascorbique (1,1pg/ml). Cette activité est principalement lié a la richesse de ces extraits en

polyphénols essentiellement la quercétine et la myrcétine.

Selon la bibliographie, il existe une relation étroite entre la teneur en polyphénols,
en flavonoides et I’activité antioxydante. L’effet «scavanger» des radicaux libres des
flavonoides dépend généralement de leur structure chimique et la distribution habituelle des
groupements hydroxyles. Les groupements 3'4'-orthodihydroxy dans le cycle B et
4-carbonyle sur le cycle C ainsi que le groupement 3-OH et/ou 5-OH sur le cycle C sont trés
intéressant pour assurer I’effet antioxydant par le transfert de I’atome H sur le DPPHs
qui se transforme en DPPHH molecule stable (Heim et al. 2002; Popovici et al. 2009).
De plus, les flavonols (quercétine, myricétine et kaemopférol) qui présentent un groupement
hydroxyle en C3 sur le cycle C, sont suggérés comme structure importante dans
’accroissement de 1’effet «scavanger» des radicaux libres (Wojdylo et al. 2007; Pyo et al.
2004; Heim et al. 2002).

Nombreuses études ont montré et mis en évidence le role des polyphénols comme
antioxydant, les flavonoides en particulier qui protégent les flots de Langerhans du
stress oxydatif provoqué par I’hyperglycémie post-prandiale et [1’hyperinsulinémie
(insulinorésistance), ils contribuent également a ralentir les perturbations fonctionnelles des
cellules B associées au diabete de type2. Ils empéchent également 1’évolution du diabéte vers
des complications secondaires lorsqu’ils sont apportés par une alimentation riche en

polyphénols (Kaneto et al. 1999;Coskun et al. 2005).

Les propriétés antidiabétiques des plantes peuvent s’exercer suivant différents modes
d’action; soit par un effet directe sur le pancréas en augmentant la taille et le nombre des flots
de Langerhans, sur les cellules B pancréatiques en stimulant la sécrétion de 1’insuline,
la régénération cellulaire, ou une cytoprotection de ces cellules; soit par un effet

extrapancréatique en stimulant la captation du glucose et son utilisation par les cellules cibles
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a I’insuline, une inhibition de la glycolyse, de la glycogénése hépatique ou bien une inhibition
de I’a-glucosidase et 1I’a-amylase intestinales (Amala. 2006; Jarald et al. 2008; Wadkar et
al. 2008; Jung et al. 2006).

L’effet antidiabétique de la coloquinte se manifeste par la capacité des extraits EM et
En-B a diminué significativement la glycémie au bout de 180min d’expérimentation, tandis
que Peffet a long terme devient significatif a partir du 14°™ et 21°™ jour dans le cas des
extraits EI (90mg/kg p.c.p.c), En-B (70mg/kg p.c.p.c.) et EM (100mg/kg p.c.p.c). Ces mémes
extraits ont assurés également a long terme un effet antidiabétique qui se résume a une
correction de certaines perturbations métaboliques associées au diabéte expérimental, comme
la diminution du taux de triglycéridémie, de cholestérolémie totale, la prévention de la chute
du poids corporel ainsi que la diminution de la polydipsie et la polyphagie chez les rats

expérimentaux par rapport aux rats témoins.

Cet effet est probablement attribué aux terpénoides présents dans I’extrait En-B, et aux
flavonoides dans I’extrait EM. L’extrait EI regroupe les deux familles chimiques flavonoides
et terpénoides. De ce fait on constate que chaque composé chimique se caractérise par une
action qui lui est propre et qui devient plus importante en combinaison avec un autre, ce qui

reflete I’effet synergique ou additif de ces molécules regroupées dans 1’extrait EI.

Un autre facteur qui peut distinguer ’effet de ces molécules est li¢ a la solubilité, la
structure chimique et I’interaction moléculaire; on suggére que les terpénoides qui présentent
un effet rapide a court et a long terme sont rapidement et facilement métabolisés aprés
injection, tandis que 1’effet tardif de polyphénols, tannins et flavonoides, peut s’expliquer par

un métabolisme et une distribution tissulaire lents.

Ces composés phénoliques plus abondants seraient responsables des propriétés
antidiabétiques de la coloquinte, les extraits EM, EAc et El ont attribués a la coloquinte son
effet antidiabétique prometteur, qui se traduit probablement par un effet pancréatique direct en
stimulant la sécrétion de I’insuline ou un effet extrapancréatique en augmentant 1’effet de
I’insuline sur la captation, le métabolisme du glucose et son stockage dans les cellules cibles
(adipocytes, myocytes et hepatocytes). Les flavonoides sont également réputés par leur effet
amplificateur du glucose sur la sécrétion de I’insuline, notamment la quercétine, la myricétine

et la catéchine (Ahmad et al. 1991; Youl et al. 2010b; Bardy et al. 2013).
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L’effet stimulateur de la sécrétion de I’insuline des extraits de la coloquinte
a été étudié in vitro. Au cours de cette étude nous avons démontre un effet insulinotrope dose
dépendant des extraits EM et EAc, qui est principalement lié aux polyphénols notamment les
flavonoides. Tandis que 1’effet inhibiteur noté dans les extraits EI et En-B est lie a la présence
des terpénoides. Selon les données bibliographiques la catéchine, la quercétine et
I’épicatéchine, stimulent la sécrétion de I’insuline via D’activation des canaux calciques
voltage dépendant, et I’exocytose des vésicules de sécrétion de I’insuline (Hii et al. 1984;
Ahmad et al. 1991; Bardy et al. 2013). Le potentiel de cette stimulation est lié a la structure
chimique, car les groupements carbonyles et les doubles liaisons entre le C2 et C3 au niveau
du cycle C, justifient I’effet remarquable de la quercétine par rapport a I’effet de
I’épicatéchine. En revanche, 1’effet inhibiteur des extraits El et En-B est lié aux terpénoides,
en particulier les cucurbitacines présents dans ces extraits, qui peuvent inhiber la fermeture
des canaux K*-ATP dépendant et I’exocytose de 1’insuline. Ou alors ils peuvent agir sur la
polymérisation des microfilaments et des microtubules responsables du transport des
vésicules de I’insuline du centre cytosolique vers la membrane plasmique (Tannin-Spitz et

al. 2007; Thoennissen et al. 2009; Duangmano et al. 2012).

Dans le premier chapitre de notre étude nous avons déterminé in vitro 1’effet
antiradicalaire des extraits EM, EAc et El de graines de la coloquinte sur le DPPH, cet effet a
été également confirme in vivo chez les rats diabétiques traités par ces extraits et qui ont
montré que I’administration I.P. & long terme pendant trois semaines des extraits de la
coloquinte a provogqué une augmentation de taille des Tlots pancréatiques ainsi que leur
contenu en insuline. Ce résultat refléte la capacité des extraits a assurer la régénération des
cellules B-pancréatiques ainsi que la stimulation de la synthése et le stockage de 1’insuline
dans ces cellules. La possibilité de la régénération des cellules B est tres probable, car ces
extraits renferment des flavonoides (quercétine, myricétine) qui sont connus par leur effet
antioxydant, expliqué par une inhibition de la production des radicaux libres issus de la STZ

et qui sont a I’origine de la destruction des ilots pancréatiques.

De ce fait les flavonoides protégent les ilots de Langerhans contre ’effet délétére de
cette molécule suite a une diminution du taux des radicaux libres (NO) sériques et
pancréatiques, et une prévention de I’intégrité des filots ainsi qu’une régénération dose
dépendante des cellules B pancréatiques (Vessal et al. 2003; Coskun et al. 2005; Amala

2006; Yun et al. 2006). De méme la quercétine, la myricétine et la catéchines présentes dans



evuseeeeEERaseeseERRas AR RA AR RS R AR AR R AR R RS LR R RS R R AR AR R ER AR RS R R R AR R AR R R Discussion génerale
I’extrait EM, par leur effet «scavanger» des radicaux libres s’opposent a 1’état de stress
oxydative produit lors de la décomposition de la STZ dans des ilots de Langerhans incubés
en présence EM-STZ, ce qui assure un effet cytoprotecteur de 1I’extrait EM sur les cellules-f3,
qui continuent leur sécrétion de 1’insuline malgré la toxicité de la STZ. L’effet cytoprotecteur
a été également Vérifié in vivo chez des rats preétraités par les El (préparé a partir des graines
entieres) ou EIl (préparé a partir des graines broyées) a la dose 90mg/kg p.c.pendant trois
semaines. L’extrait EI empéche fortement 1’apparition de I’hyperglycémie induite par la STZ,
ce résultat nous a permis de conclure que le tégument de la graine (extrait EI) renferme le

maximum des composants actifs par rapport au cotylédon (extrait EII).

De la méme maniere 1’extrait EI diminue significativement par rapport a 1’extrait
ElL, I’hyperglycémie chez les rats soumis a une coadministration orale EI-glucose (90mg/kg-
2,50/kg p.c.). Cet effet est certainement une inhibition de 1’absorption intestinale du glucose,
liée essentiellement aux polyphénols qui agissent sur 1’absorption intestinale des glucides
en inhibant les transporteurs intestinaux du glucose et du fructose, ou les enzymes digestives.
Les flavonoides glucosides inhibent compétitivement les transporteurs du glucose SGLT-1 au
niveau de la bordure en brosse de I’intestin, tandis que la quercétine, et la myricétine
diminuent I’absorption intestinale du glucose et du fructose en inhibant les transporteurs
Glut2 et Glut5 (Cermak et al. 2004; Kwon et al. 2007; Hussain et al. 2013b).

Toutefois, les différentes doses des différents extraits préparés a partir des graines
matures et seches de la coloquinte étudiés in vivo et in vitro n’ont indiqué aucun signe
d’altération tissulaire ni de neurotoxicité¢ chez les rats (changement de comportement,
agitation, manque d’activité), car les variations non significatives du taux des transaminases,
I’urée, la créatinémie et LDH, ainsi que les doses Iétales moyennes déterminés pour chaque
extrait refletent la non toxicité hépatique et rénale des extraits de graines de la coloquinte.
Selon Rahimi et al. (2012) les graines et les fruits immatures, riches en cucurbitacines, sont

tres toxiques par rapport aux graines matures sechees.
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Sur la base des informations ethnopharmacologiques et données bibliographiques
attribuant a la coloquinte des vertus thérapeutiques dans le traitement du diabéte sucré, cette

étude a été entreprise afin d’évaluer ses propriétés antidiabétiques.

Guidé par ’usage vernaculaire de cette plante, les graines des fruits mdres séchés sont
utilisées comme matiére végétale pour préparer des extraits bruts aqueux et organiques.
L’analyse phytochimique de ces extraits nous a révélé la présence de nombreuses familles
chimiques représentées par les terpénoides, coumarines, tanins et flavonoides. Ces deux

derniers se trouvent a des taux relativement élevée.

Ces résultats nous permettent de constater que la coloquinte est riche en métabolites
secondaires, dont la majorité sont extraits par I’eau a partir des graines entiéres, ¢’est-a dire

qu’ils sont localisés dans le tégument de la graine.

Ces extraits maintiennent un effet antidiabétique se traduisant par une diminution de
I’hyperglycémie chez les rats diabétiques associés a une amélioration des perturbations
métaboliques induites par 1’installation du diabete. Cette activité antidiabétique serait assurée
en partie par I’effet insulinotrope de certains extraits ou bien par la régénération des cellules 3
pancréatiques. Nous avons pu également mettre en évidence 1’effet antioxydant des extraits
EM et EI qui assure une cytoprotection des ilots pancréatiques contre les radicaux libres, et un
effet inhibiteur de I’absorption intestinale du glucose.Ces propriétés sont liées aux taux élevés
en polyphénols et en particulier en flavonoides qui sont préliminairement identifiés comme

étant la quercétine et la myrcétine.

A la lumiére de cette étude, ce travail préliminaire consacré aux extraits bruts de

graines de la coloquinte nécessite d’étre poursuivie en s’intéressant essentiellement a;

Un isolement et caractérisation des différents composés chimiques présents dans les
différents extraits, notamment I’extrait aqueux EI, EM et EAc afin de déterminer leur

structure chimique.

Une étude pharmacologique in vivo et in vitro pour mettre en évidence I’influence des
composés actifs, notamment 1’effet insulinosécrétoire ou insulinomimétique, ainsi que

I’activité extrapancréatique en étudiant leur effet sur le mécanisme de captation et du



Conclusion générale et perspectives
métabolisme du glucose dans les cellules cibles a I’insuline : adipocytes, hépatocytes et

myocytes.

Une étude du mécanisme moléculaire des constituants de I’extrait EI et En-B responsables de

I’inhibition de la sécrétion de 1’insuline observée in vitro.

Une ¢étude de D’efficacité des extraits de la coloquinte et leurs principes actifs sur d’autres
modeles expérimentaux proches du diabéte humain, comme les animaux présentant le
syndrome d’insulinorésistance, le diabéte induit par un régime hypercalorique, ou le

diabéte néonatal afin de mieux préciser leur mécanisme d’action.

En fin, les médicaments actuellement utilisés dans le traitement du diabéte sucré sont
limités au groupe de sulfamides et de biguanides. L’apport de nouvelles structures chimiques
ayant une activité antidiabétique serait d’un grand intérét ouvrant des perspectives
thérapeutiques nouvelles pour le traitement du diabéte maladie complexe et de plus en plus

fréguente dans le monde.
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ABSTRACT

The fruit of Citrullus colocynthis is traditionally used in Mediterranean countries as infusions to treat diabetes mellitus.
The present study investigates the effects of a daily intraperitoneal administration, for a period of 14 days, of extracts from
Citrullus colocynthis seeds on fasting glucose level, oral glucose tolerance test, body weight and food and fluid intake in
streptozotocin-induced diabetic rats. Although the intraperitoneal injection of such extracts failed to affect significantly glycemia
over a period of 180 min, glucose tolerance was improved after concomitant oral administration of glucose and an aqueous
extract (E1). Even when the E1 extract was applied externally for 180 min, a trend towards improvement of glucose
homeostasis was noticed in the diabetic rats. After one and two weeks of daily intraperitoneal injection of the plant extracts, the
glycemia measured after overnight fasting was lower than that recorded in diabetic rats injected daily over the same period with
saline. Under the same experimental conditions, the plant extracts prevented the decrease in body weight otherwise observed
in the diabetic rats, despite a decrease in both fluid and food intake at the 7™ and/or 14" day of these experiments. As a rule the
wet weight of liver, pancreas, testis and kidneys, measured on day 15 failed to differ significantly in control and extract-treated
diabetic rats. These findings thus document the beneficial long-term effects of Citrullus colocynthis seed streptozotocin-induced
diabetic rats.

KEY WORDS: Citrulius colocynthis extracts, streptozotocin-induced diabetic rats, oral glucose tolerance test, body weight,

food and fluid intake

INTRODUCTION

Diabetes mellitus is the most common endocrine
disease throughout the world. The International Diabetes
Federation (IDF) estimates that, if current trends continue,
the number of people with diabetes will almost double,
from 194 million people in 2003 to 333 million by the year
2025 (1). In Algeria the prevalence of diabetes was
estimated at 7.3 % (2). In this country, diabetic peoples
currently use empirical plant preparations to manage their
sickness. This fact is attributed to the lack of a current and
regular medical treatment for this chronicle illness and to
the popular belief in the virtue of phytotherapy (3). The fruit
of Citrullus colocynthis (Curcubitacaea) is traditionally used
in Mediterranean countries as infusions to treat diabetes.

Citrullus colocynhis (L) Shard (Curcubitacaea
family) is commonly known as bitter apple, colocynthis or
handal. It grows widely in the Arabian and Sahara deserts
and all around the Mediterranean area (4). The fruit of
Citrullus colocynthis is traditionally used in folk medicine
for several remedies as purgative, anti-inflammatory and to
treat hemorrhoids (5, 6). In Arabic countries, and in
Algeria, it is recommended to treat diabetes (7-9). Some
scientific studies have been conducted to evaluate the
potential antidiabetic properties of Citrullus colocynthis, its
effectiveness, and its acute toxicity in animal model.
These studies concern mostly the hypoglycemic activity of
different extracts of this plant.

An aqueous extract from rind of Citrullus
colocynthis fruit was shown to exert a hypoglycemic and
antihyperglycemic effect in normal and alloxan diabetic
rabbits, this effect being attributed to saponin and

glycosidic components (10). In streptozotocin-induced
diabetic rats, an aqueous extract (1.25 g/kg body weight)
reduced significantly blood glucose levels over 10-30 days
treatment (11). Previously., however, Wasfi (8), in a
pharmacological study of Citrullus colocynthis, observed
no effect of seed extracts on fasting blood glucose levels in
normal and diabetic rats. Hydromethanolic (70 %) extracts
of colocynthis administered to diabetic rabbits (100-200
mg/kg) produced no significant reduction of plasma
glucose levels after 2 and 6 hours but blood glucose levels
decreased during the third and the fifth day of study. A
dose of 200 mg/kg caused fatal diarrhea on the sixth day
of the experiments (12).

Other studies aimed at determining the possible
mechanism involved in such antidiabetic properties, e.g.
promotion of insulin secretion by pancreatic endocrine
cells. Nmila et al. (13) demonstrated that some extract
obtained from Citrullus colocynthis seeds, such as a free
amino acid fraction, exerts an insulinotropic effect when
tested in the isolated rat perfused pancreas and isolated
rat islets. In streptozotocin-induced diabetic rats, diets
enriched with colocynthis seed oil for 2 months decreased
significantly  hyperglycemia, when compared with
sunflower or olive oil, this coinciding with a decrease of
insulin resistance (HOMA) and restoration of pancreatic -
cell (14).

The major aim of the present work was to
investigate the effects of daily intraperitoneal
administration for a period of 14 days of an aqueous
extract (E1) and a defatted aqueous extract (E2) from
Citrullus colocynthis seeds, tested at a dose of 5 ml/kg in
streptozotocin-induced diabetic rats (65 mg/kg), on fasting
blood glucose levels during the 3 first hours after extract

Met Funct Res Diab [ISSN 2030-1596] 71



INTERNATIONAL JOURNAL OF MOLECULAR MEDICINE 30: 1528-1536, 2012

Short- and long-term effects of various Citrullus colocynthis seed
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Abstract. In the light of previous findings. the major aim of the
present study was to investigate the potential beneficial effects of
various Citrullus colocynthis L. seed extracts on such variables
as glucose tolerance, body weight gain, pancreas, liver, kidney,
testis, epididymal fat and diaphragm muscle weight, as well as
serum cholesterol, triglyceride, urea. creatinine, transaminases
and alkaline phosphatase concentrations in an animal model
of type-1 diabetes mellitus, i.e. streptozotocin-induced diabetic
rats. For purpose of comparison, a comparable study was
conducted in normal rats. Both the immediate and long-term
effects of the plant extracts were assessed in rats injected daily,
up to 3 weeks after the start of the experiments. The results of
this study reinforee the view that both a crude aqueous extract
and a n-butanol extract from the Citrullus colocynthis L. seeds
may represent the best candidates in order to eventually identify
a component suitable for the treatment of both type-1 and type-2
diabetic subjects.

Introduction

Several reports were recently published on the potential benefi-
cial effects of Cirrullus colocynthis extracts in animal models
of diabetes mellitus (1-4). In light of these previous findings.
the present study aimed mainly at assessing the effects of five
distinct extracts from Citrullus colocynthis seeds. i.e. a crude
and a defatted aqueous extract, an H,0-methanol extract, an
ethyl acetate extract and a n-butanol extract on a number of
metabolic variables in streptozotocin-induced diabetic rats. For
the purpose of comparison, a comparable study was conducted
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Key words: streptozotocin-induced diabetic rats, Citrullus colocynthis
seed extracts, glucose homeostasis, body weight gain, serum cholesterol
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in normal rats, whilst a further group of STZ rats was exposed
to glibenclamide. Both the short-term effects recorded over
180 min after the first intraperitoneal injection of each tested
material and the long-term effects observed after daily injec-
tion up to three weeks after the onset of the experiments were
examined in the present study.

Materials and methods

Fresh fruit of Citrullus colocynthis were collected from desert
area of Ain sefra (Algeria). The species was botanically authen-
ticated. A voucher specimen of the plant is deposited in the
herbarium of the Laboratory of Ecology. Box Cucurbitaceae.
Code 2686 (University Es Senia-Oran, Algeria). Five extracts
from Citrullus colocynthis seeds were used in the present
experiments, namely a crude untreated aqueous extract, a
defatted aqueous extract, an H;O-methanol extract, an ethyl
acetate extract and a n-butanol extract. The aqueous extracts
of Citrullus colocynthis L. seeds were prepared as described
elsewhere (2). For the hydromethanolic extract, 50 g of seeds
were ground and degreased in hexane. This material was
heated and stirred 3 times for 3 h in water:methanol mixture
(30:70). Then, after filtration and centrifugation, the recovered
solution was divided into two volumes; one was evaporated
to dryness and provided a hygroscopic red-orange residue
(H,0-methanol extract; 4.5% dry matter). The second volume
was used, after liquid-liquid extraction 3 times with ethyl
acetate and n-butanol respectively, for the preparation of the
ethyl acetate (orange powder 1.1% dry matter) and n-butanol
(brown powder 1.2% dry matter) extracts.

Male Wistar rats weighing 208+3 g (n=72) at the onset of
the present experiments were given free aceess to tap water and
a commercial diet containing (w/w) 49.5% carbohydrate, 15.7%
protein and 7.8% lipid. Forty-two of these rats were injected
intraperitoneally with streptozotoein (65 mg/kg body wt.)
dissolved in a citrate buffer (0.1 M. pH 4.5) one week before the
onset of the experiments after overnight starvation.

A first blood sample was obtained on day zero after over-
night fasting by puncture of the retro-orbital sinus. The animals
were then injected intraperitoneally either with saline (5 ml/kg).
glibenclamide (10 mg/kg), the crude or defatted aqueous extract
(90 mg/kg), the H,O-methanol extract (100 mg/ke). the ethyl
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Protective action of Citrullus colocynthis seed extracts
against the deleterious effect of streptozotocin on both
in vitro glucose-stimulated insulin release from rat
pancreatic islets and in vivo glucose homeostasis
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Abstract. Citrullus colocynthis extracts improve glucose
homeostasis in alloxan- or streptozotocin (STZ)-induced
diabetic rats. Little 1s known, however, regarding the protec-
tive effect of these extracts against the j-cytotoxic action of
STZ.In the present study, an H,O-methanol extract was found
to suppress the inhibition of glucose-stimulated insulin secre-
tion by STZ in rat-isolated pancreatic islets. Similarly, when an
aqueous extract from Citrullus colocynthis seeds was injected
daily for 21 days prior to STZ administration, the perturbation
of glucose homeostasis otherwise generated by the B-cytotoxic
agent was minimized in rats.

Introduction

Citrullus colocynthis extracts were reported to have beneficial
effects on glucose homeostasis and body weight maintenance,
in either alloxan- or streptozotocin (STZ)-induced diabetic
rats (1.2). The present study aimed to examine the possible
protective action of Citrullus colocynthis extracts against the
diabetogenic actions of STZ, since information currently avail-
able on the subject is insufficient. (1). To this end, the in vitro
effect of an H,O-methanol Citrullus colocynthis seeds extract
on the deleterious effect of STZ in glucose-stimulated insulin
secretion from isolated rat pancreatic islets was initially exam-
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ined. Additionally, the protective action of an aqueous extract
from Citrullus colocynthis seeds against the STZ-induced
impairment of glucose homeostasis was investigated in vive
in rats.

Materials and methods

The aqueous extract of Citrullus colocynthis seeds was
prepared as described in a previous study (3). For the hydro-
methanolic extract, 50 g of seeds were ground and defatted
in hexane. This material was then heated and stirred 3 times
for 3 h in a water:methanol mixture (30:70). Following filtra-
tion and centrifugation, the solution was evaporated until
dry. and a hygroscopic red-orange residue (4.5% dry matter)
was obtained.

STZ was purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, USA).

The in vitro experiments were carried out in islet groups
(n=8/group), obtained from fed female Wistar rats. Islets were
prepared by the collagenase procedure (4) and incubated for
two successive periods of 60 min each at 37°C in 1.0 ml of
a salt-balanced medium (5) containing 1.0 mg/ml bovine
serum albumin, 16.7 mM D-glucose and, as required, STZ
(1.9mM) and/or the H,O-methanol extract (500 pg/ml). The
insulin content of the incubation media was measured using
radioimmunoassay (6).

The in vivo experiments were carried out using female
Wistar rats injected intraperitoneally with saline (5 ml/kg
body wt.) or with crude aqueous extract (90 mg/kg body wt.).
either daily for 21 successive days. or only once 24 h prior
to the intraperitoneal injection of STZ (0.25 mmol/kg body
wt.). The glycemia was measured in blood samples collected
from the tail tip, using a glucometer (Accu-Chek).

The results are presented as the mean values (= SEM) with
the number of individual determinations (n) or the degree
of freedom (df). The statistical significance of differences
between the mean values was assessed using the Student's
t-test.
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Insulinotropic action of Cifrullus colocynthis
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Abstract. The present study aimed to investigate the direct
in vitro effects of several distinct Citrullus colocynthis seed
extracts on ghicose-stimulated insulin release from pancreatic
1slets 1solated from rats. Six extracts were tested, a crude
aqueous, defatted aqueous, ethyl acetate, H,O-methanol and
n-butanol extract and an extract containing a major component
(fraction A) identified by gel chromatography in the ethyl
acetate, n-butanol and H,O-methanol extracts. Under selected
experimental conditions, the majority of extracts exhibited
a positive insulinotropic action, at least when tested in the
presence of 8.3 mM D-glucose. The concentration-response
correlation observed with distinet extracts revealed the partici-
pation of distinet chemical compounds, including compounds
with an inhibitory insulinotropic potential, in the modulation
of the insulin secretory response to D-glucose. The results of
the present study are relevant for further investigations which
aim to identify compounds exhibiting positive insulinotropic
actions. These agents may be suitable for the treatment of
human diabetic subjects.

Introduction

Citrullus colocynthis belongs to the cucurbitaceae family and
15 a well-recognized plant in traditional medicine. The plant
has been previously utilized in rural areas as a purgative, anti-
diabetic, insecticide and antitumoral agent (1). In a previous
study, the beneficial long-term effects of Cifrullus colocynthis
seed extracts on glucose homeostasis and body weight main-
tenance were documented in streptozotocin-induced diabetic
rats (1).
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The aim of the present study was to explore the direct
in vifro effects of several distinct Cifrullus colocynthis seed
extracts on glucose-stimunlated insulin release from rat isolated
pancreatic islets.

Materials and methods

Citrullus colocynthis extracts. Six extracts from Cifrullus colo-
cvnthis seeds were tested; a crude agqueous, defatted aqueous,
ethyl acetate, H,O-methanol and n-butanol extract and an
extract containing the major component of the ethyl acetate,
n-butanol and H,O-methanol extracts, named fraction A

Extract preparation. The preparation of the crude agqueous
and defatted extracts was reporied in a previous study (1). For
the hydromethanolic extract, 50 g of seeds was ground and
degreased in hexane. This material was heated and stirred
3 times for 3 h in a H,0-methanol mixture (30/70). Following
filtration and centrifugation, the recovered solution was divided
into 2 volumes; one was solidified to form a hygroscopic red-
orange residue (H,O-methanol extract; 4.5% dry matter). The
second volume uvnderwent liquid-liquid extraction 3 times
with ethyl acetate and n-butanol, for the preparation of the
ethyl acetate (orange powder; 1.1% dry matter) and n-butanol
(brown powder; 1.2% dry matter) extracts, respectively.

Thin layer chromatography. Following separation by thin layer
chromatography, ethyl acetate, n-butanol and H,O-methanol
extracts revealed the presence of a major single spot.
Fractionation of these extracts on a column silica gel, using
the elution system methanol/water (80/20), enabled material
collection from these fractions (observed under UV light at
254 and 336 nm), which, following solidification, was referred
to as fraction A (217 mg).

Analysis of insulin release. For measurement of insulin release,
groups of 8§ islets prepared by the collagenase method (2)
were incubated for 90 min at 37°C in 1.0 ml salt-balanced
medium (3) containing 2.5 mg/ml bovine serum albumin
and equilibrated against a mixture of 0,-CO, (95-5, v-v).
The insulin content of the incubation media was measured
by radioimmunoassay (4). The present study was approved by
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1. Introduction

Objective: To study the phytochemical sereening of different extracts from Citrullus coloeynthis
(C. colocynthis ) seeds extracts and 1o assess their antioxidant activity on the DPPH free radical
scavenging. Methods: Phytochemical sereening, total content of polyphenols and flavonoids of
C. colocynthis seeds extracts, including a crude aqueous extract (E1), a defatted aqueous extract
{E2), a hydromethanolic extract (HM), an ethyl acetate extract (EA) and a n-butanol extract (n-B)
was carried out according to the standard methods and to assess their corresponding effect
on the antioxidant aetivity of this plant. Results: None of these extracts contained detectable
amount of alkaloid, quinone, antraquinone, or reducing sugar. Catechic tannins and flavonoids
were abundant in El, HM and EA, whilst terpenoids were abundantly present in E1 and n-B
but only weekly in HM. Coumarins were found in E2, EA and n-B. Polyphenols, expressed as
gallic acid equivalent, amounted, per 100 g plant matter, to 329, 1002 and 150 mg in EA, HM an
E1 respectively. Flavonoids, expressed as catechin equivalent, amounted, per 100 g plant matter
to 620, 241 and 94 mg in EA, HM and E1 respectively. Comparable values were found in n=B and
El, with lower values in E2. Quercetin, myricetin and gallic acid were found in the EA and HM
extracts by thin layer chromatography, The antioxidative effect of these extracts yielded, when
tested at a concentration of 2000 pg/mL in a 1,1-diphenyl-2—picrylhydrazyl assay, a reducing
percentage of 88.84 with EA, 74.5¢ with HM and 66.2% with E1, and corresponding IC,, of 350, 580
and 500 pg/mL as compared to 1.1 pg/mL for ascorbic acid. Conclusions: These qualitative and
quantitative analytical data document the presence in C. colocynthis extracts of such chemical
compounds as flavonoids responsible for the antioxidant activity. as well as other biological
activities of this plant.
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used for the treatment of diabetes mellitusi2l. Ethnobotanic
inquiries have recorded the plants used in such a perspective,

Medicinal plants contain several active prineiples with
specific therapeutic effects, They represent a source of
chemical compounds such as tannins, flavonoids, saponins,
resins and alkaloids with curative properties, often not
provided by synthetic chemical compoundsll). In Africa, 80%
of the population use medicinal plants for primary health
care. In traditional medicine, several medicinal plants are

among which Citrullus colocynthis (C. colocynthis) represent
one of the most commonly used species(34],

Infusion prepared from the fruit and seeds of this plant
from the cucurbitaceae family are indeed recommended to
diabetic patients3l. The chemical compounds identified in
antidiabetic plants are often alkaloids and polyphenols, but
also polysaccharides, gums and glycans(2).
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