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Résumé :
La Citrullus colocynthis est Iun des plusieurs remedes traditionnels utilisés pour le traitement du

diabéte sucré dans la région du Maghreb et du Moyen-Orient. Mais elle devient tres toxique voir

mortelle a des doses élevées.

Notre étude a porté sur la recherche d’effet toxique et hypoglycémiant des alcaloides totaux extraits
des graines de coloquinte (Citrullus colocynthis), famille des cucurbitacées, sur des rats Wistar

normaux glycémiques.

Pour cette raison, un screening phytochimiques d’un extrait préparé en milieu acide et un extrait
préparé une infusion en milieu aqueux ont été réalisés. Les résultats ont montré la présence de différents

composeés: les alcaloides, les saponosides et tanins.

L’étude de la toxicité aigue chez les rats Wistar normaux glycémiques traités par les alcaloides totaux
extraits des graines de coloquinte (Citrullus colocynthis) par voie intra-péritonéale a été évaluée par la
détermination de la DLsg et la DL1qo.

La valeur de la DL;go était de 800mg/kg p.c et de la DLsp est calculée par la méthode de Litchfield et
Wilcoxon, était de 683,91 mg/kg p.c.

De méme, les résultats obtenus montrent que cet extrait d’alcaloides totaux provoque un effet

hypoglycémiant a des doses supérieures a 600mg/kg.

Mots clés : Citrullus colocynthis, toxicité aigue, diabéte sucré, alcaloides totaux, DL50, rats Wistar.
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Introduction générale :

Le diabéte est une maladie métabolique caractérisée par un désordre au niveau de la régulation du
métabolisme des glucides entrainant une hyperglycémie. A [lorigine, le terme "diabéte" désignait
diverses maladies caractérisees par une eélimination importante d’urines, une déshydratation et une soif
intense [Calop et al., 2008].Donc, le diabéte n’est pas une maladie unique mais c’est une constellation
d’anomalies métaboliques et pathologiques avec une variété de causes [Lavis Vet al., 2008]
environnementales et héréditaires [Beaudeux , 2005].

Cette pathologie est répandue dans le monde ou on dénombre 5 a 7% de la population mondiale
[Weaber, 2007 ; Sharma et al., 2008 ; Singh and Kakkar , 2009 ; Zhou et al., 2009]. En 2011, ily a
366 millions de personnes atteints de diabéte et ce chiffre devrait augmenter a 552 millions en 2030. La
plupart des personnes atteintes de diabéte vivent dans des pays a faibles revenu et a revenu
intermédiaire, et ces pays verront également la plus forte augmentation au cours des 19 prochaines
années [Whiting et al., 2011].

Le diabete de type 2 est caractéris¢é par une altération de I'insulinosécrétion et des anomalies de
I'action de I'insuline sur ses tissus cibles (insulnosensibilit¢). C’est une maladie chronique et évolutive

dans le temps, lourde de conséquences par ses complications. [Halimi et coll., 1999]

Les traitements de cette affection consistent, a contréler le niveau glycémique des malades par des
mesures diététique, des antidiabétiques oraux ou par Iinsulinothérapie  pour les diabétiques de type 2,

et par I'insulinothérapie dans le cas les diabétiques de type 1 [Charbonnel et cariou, 1997].

Malgré [utilisation des hypoglycémiants comme drogues antidiabétiques, le diabéte et ses
complications constituent une grande problématique dans la prise en charge thérapeutique des
diabétiques et la réussite du traitement serait d’un mtérét grandiose, malgré I'avancée de nouvelles
molécules thérapeutiques. Les médicaments modernes, y compris linsuline et les hypoglycémiants
oraux (les biguanides, les sulfonylurées), leur admmnistration réguliere engendre d’effets indésirables
[Nissen et Wolski, 2007]. Récemment, les diabétologues sont arrivés a I'évidence d’un complément
thérapeutique constitué par les extraits de plantes est nécessaire pour optimiser le traitement du diabéte
[Bagchi et al., 1997 ; Kim et al., 2002 ; Jin et al., 2008 ].

D’aprés Marles et Farnsworth, 1996, 80% de la population mondiale utilise les plantes médicinales
pour se soigner et traiter les maladies (diabéte, hypertension, cancer,...), dont plus de 1123 espéces de
plantes, recensées par les ethnopharmacologues, sont expérimentées contre le diabete de type 2 [Marles
et Farnsworth, 1996].



Les plantes médicinales trouvent encore leurs indications thérapeutiques dans le traitement de plusieurs
maladies en Algérie, y compris le diabete, mais ce traitement traditionnel n’est pas mis en place au

niveau des hbpitaux et reste limité aux patients et herboristes.

Dans la région de Tlemcen, une enquéte ethnobotanique révele que plus de 56 plantes sont
traditionnellement utilisées pour traiter le diabéte. La coloquinte (Citrullus colocynthis) est la plante la
plus utilisée apres le fenugrec [Benmehdi, 2000 ; Allali et al.,2008].

Par ailleurs, la recherche d’un traitement bon marché améne parfois des malades du diabéte a utiliser
un peu n’importe quelle plante, certaines peuvent €tre antidiabétiques mais a des doses qui les rendent

toxiques, d’autre sont trop dangereuses pour un usage antidiabétique[Hurt, 2003].

Notre étude porte sur Ieffet hypoglycémiant et la toxicité de différentes doses d’extrait d’alcaloides totaux

des graines de la coloquinte injecter aux rats normaux par voie intrapéritonéale.

Pour cela, nous allons proposer un protocole expérimental en deux types d’analyses, phytochimique
et biologiques :

X Analyses phytochimiques:
o Récupération des graines de coloquinte broyées et dégraissées et conservaton ;
e Préparation d’extrait d’alcaloides des graines de coloquinte broyées et dégraissées ;

e tests phytochimiques des différentes familles des métabolites secondaires (alcaloides,

tanins, flavonides, saponosides, glycosides, coumarines, ...)

e séparation des différents composants d’extrait préparé par chromatographie sur couche

mince dans différents systemes.
<> Analyses biologiques:
e Elevage desrats Wistars ;

e Recherche d’effet hypoglycémiant des différentes doses d’extrait d’alcaloides sur des rats

normaux durant 3 heures apres une injection intra-péritonéale ;

e Suivie d’effets toxiques (DLsg et DLigg) dans les 3 semaines qui suivent I'mjection intra-

péritonéale des différentes doses d’extrait d’alcaloides.



I. Généralité sur le diabete :

Le diabéte sucré est un groupe de maladies métaboliques caractérisées par une hyperglycémie
chronique résultante d’un défaut de la sécrétion de I'insuline et/ou de laction de cette hormone [Rodier,

2001 ; Sharma et al., 2008].

En 1979, I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a défini le diabéte sucré comme un état
d’hyperglycémie  chronique résultant de nombreux facteurs, qu’ils soient environnementaux ou

génétiques, qui agissent le plus souvent ensemble [Derot, 1985].

L’hyperglycémie chronique est associée a terme avec des complications organiques speécifiques

touchant particulierement les yeux, les nerfs, les reins, le cceur et les vaisseaux [Raccah, 2004].

Les études épidémiologiques ont montré que le diabete sucré frappe indistinctement  toutes les
populations et tous les groupes d’adge. Le diabete de type 2 (diabéte non insulino dépendant DNID)
touche au moins 90% de cette population [Barceld, 1996].

Sans étre classée dans les maladies émergentes, le diabéte se développe de maniere épidémique dans le

monde. C’est une priorit¢ de santé publique [DSA INPS, 2005].

Le diabete est répandue dans le monde ou on dénombre 5 a 7% de la population mondiale [Weaber,
2007 ; Sharma et al., 2008 ; Singh et Kakkar, 2009 ; Zhou et al., 2009].

La prévalence du diabéte augmente d’environ 6% par an dans les pays industrialisés [Beaudeux. 2005],
En 2011, il y a 366 millions de personnes atteints de diabete et ce chiffre devrait augmenter a 552
millions en 2030. La plupart des personnes atteintes de diabéte vivent dans des pays faible revenu et a
revenu intermédiaire, et ces pays verront également la plus forte augmentation au cours des 19 prochaines années
[Whiting et al., 2011].

La société algérienne de diabétologie, estime approximativement, de son coté, le nombre de diabétique
de 1 a 1.5 millions de personnes. Selon cette méme source, 90% de cette population de diabétiques
présentent le diabéte de type 2 [Larbi, 2006]. Dans la Wilaya de Tlemcen, des données statistiques
déclarées en I'an 2000 par I’association d’aide aux diabétiques de la Wilaya de Tlemcen, révéle qu’il y a
environ 18272 cas de diabete dans la Wilaya [Association d’aide aux diabétiques Tlemcen, 2000].
En 2007 une étude menée dans cette région sur 7 656 individus a révélé une prévalence du diabete de
type 2 de 10,5 % et du type 1de 3,7 %. [Zaoui et al., 2007].

De nouveaux criteres de diagnostiques du diabete ont ét€ proposés, en juin 1997, par I’American
Diabétes Association (ADA) sur la base des études épidémiologiques qui ont permis de corréler les

niveaux de la glycémic et le risque de survenue ultérieure d’une micro-angiopathie (rétinopathie,



néphropathie et neuropathie), de complications cardiovasculaires (coronaropathie et artérite des

membres inférieurs) [The expert Committee..., 1997].

Une glycémie plasmatique a jeun de 110 mg/dl (6,1 mmol/l) a été choisie comme limite supérieure de
la normale, de méme qu’une valeur de 140 mg/dl (7,8mmoll) a la deuxieéme heure d’une H GPO (75 g
glucose) : hyperglycémie provoquée par voie orale. Les criteres de diagnostiques modifiés permettent
désormais d’établir de trois manicres la présence d’un diabéte sucré tel que sont ndiqué dans la figure
1. Chacune doit cependant étre confirmée ultérieurement (un autre jour) par une des trois méthodes. Il
est cependant conseillé de privilégier le diagnostic du diabéte sur la mesure de la glycémic a jeun >126
mg/dl (>7mmol/l).

Le Comit¢ d’Experts a également identifié un groupe intermédiaire de sujets chez lesquels les valeurs
glycémiques, bien qu’inférieures aux nouvelles limites, sont considérées comme excessives pour étre
qualifiéces de normales. Les sujets situés dans cette zone «frontiere» présentent ce qu’il est désormais
convenu d’appeler une «homéostase glucidique anormale». Ils consistent en un groupe présentant une
intolérance glucidique «classique» (définie par une valeur >140 et < 200 mg/dl (>7,8 mmoll et
<11,lmmoll) a la deuxitme heure d’une HGPO, et un deuxitme groupe de sujets présentant

«seulementy» une hyperglycémie a jeun >110 et < 126 mg/dl (schéma diagnostic).

Le dosage de I'’hémoglobine glyquée (HbAlc) reste utile pour documenter la qualité¢ ntégrée du
controle glycémique récent, mais son dosage n’est pas recommandé pour établir la présence d’un

diabéte sucré [Buysschaert et Hermans, 1998].



Schéma diagnostic :

Glycémie a jeun

<6,1 mumol/1 =6,1-6,9 mmol/l =70 mmol/1

v

glycémie 2h aprés administration
de 75g de glucose

— v T,

=78 mmol/1 =7.8-11,0 mmol/1 =11,1 mmol/]

v ¥
normal IFG* Intolérance DIABETE
au glucose
*Impaired fasting glucose

Figurel : Schéma de critere de diagnostic selon ADA 1997 [Bessire, 2000].

Depuis 1997, une nouvelle classification du diabéte sucré a €té proposé par un groupe d’experts sous la
responsabilit¢ de I’Association Américaine du Diabéte (ADA) remplace celle élaborée en 1979 par le
"National Diabetes Data group" et entérinée en 1980 par 'OMS [Rodier, 2001].

Cette classification différencie quatre grands types de diabéte :

> Diabéete de Type 1(ex-insulino-dépendant DID) : Le diabete de type 1 représente 10%
environ de tous les cas de diabéte [OMS, 2002]. Concerne le plus souvent les enfants, mais il peut
survenir a tout age. Les cellules B qui sécretent I'msuline sont détruites jusqu'a 90% de leur quantité

normale (causes auto-immunes ou idiopathiques [Raccah, 2004 ; Calop et al., 2008 ].

> Diabéete de type 2(ex-non- insulino-dépendant DNID) : Ce type dediabéte débute
généralement aprés I'age de 40 ans et représente 90% de l'ensemble des cas mondiaux [Buysschaert et
al., 1999 ; Raccah, 2004]. Il résulte de lincapacité de l'organisme a réagir correctement a l'action de
I'msuline. L’insuline est soit basse ou soit élevée (insulinopénie prédommnante ou insulinorésistance
prédominante) [Calop et al., 2008 ; Raccah, 2004]. Cette derniere se traduit par une augmentation de
la production hépatique de glucose et une diminution de la translocation des transporteurs de glucose

au niveau musculaire [Schulman, 2000].



> Le diabéte gestationnel: est défini comme un trouble de la tolérance glucidique conduisant a une
hyperglycémie de sévérité variable, débutant ou diagnostiqué pour la premiere fois pendant la
grossesse, quel que soit le traitement nécessaire et I'évolution dans le post-partum [OMS, 1999]. Les
femmes ayant présenté un diabéte gestationnel ont un risque élevé de développer par la suite un
diabéte de type 2. [Fenichel et al., 1998].

» Autres types de diabéte : le diabéte secondaire (ex-spécifique) :

Un diabete sucré peut étre secondaire a une pancréatopathie (pancréatite chronique ou aigué,
mucoviscidose, tumeur), a I’hémochromatose, a des cirrhoses, a diverses endocrinopathies
(phéochromocytomes, acromegalie, syndrome de Cushing, hyperthyroidie, tumeurs endocrines
pancréatiques et digestives ou iatrogénes). Il peut étre a Torigne d’une destruction des filots
pancréatiques et donc d’une insulinopénie, d’une msulinorésistance ou d’une association des deux.

[Maugendre et al., 2007].

Le diabéte de type 2 est une maladie chronique, évolutive, insidieuse qui représente un Véritable
probleme de santé publigue [Grimaldi, 2003]. Il est diagnostiqué, dans la majorité des cas, par la
découverte fortuite d'une hyperglycémie ou d'une glucosurie. A linverse du type 1, il réside une

sécretion endogéne d'insuline [Buysschaert ,1998].

Le diabete de type 2 est une maladie hétérogene, multifactorielle, ou se conjuguent des facteurs
héréditaires et environnementaux. [Raccah etal., 1999.]

I est établi que les facteurs d’environnement jouent un réle fondamental dans la genése du diabéte de

type 2. L’obésité constitue le principal facteur de risque de diabéte de type 2 [Golditz et al., 1995].

Le gain de poids et la localisation abdominale de la graisse sont des facteurs de risque majeur de
diabete type2 [Fumeron, 2005].

D’autre part, la consommation de certains aliments (tout particulierement les graisses et les sucres

raffinés) a été associée a un risque plus elevé de présenter un diabete [Feskens etal., 1991].

Plusieurs études épidémiologiques ont montré que I'exercice physique joue un role protecteur contre le
diabéte car le manque d’activité physique fait diminuer la sensibilit¢ insulinique et la tolérance au

glucose [OMS, 1985].

L’age s’accompagne physiologiquement d’une réduction progressive de la sécrétion d’msuline et de la
masse maigre utilisatrice du glucose [Rigalleau et al., 2003] et peut étre, d’une diminution de sa
sensibilit¢ a I'insuline [Ferrannini et al., 1996] qui favorisent I'augmentation de prévalence du diabéte

de type 2 et diminué apres I'age de 85ans.[Dornan,1994] .



Les principales anomalies impliquées dans I'étiologie du diabéte de type 2 sont : une résistance aux
diverses actions de I'insuline; une perturbation de la sécrétion d’hormones pancréatiques; Il est a noter
que toutes ces perturbations peuvent varier en fonction de la sevérité et la durée de I'obésité, de la
résistance a I'insuline et du diabéte [Girard, 1999; Porte et Sherwin, 1997]. Ces anomalies ont été plus
facilement mises en évidence avec la mise au point du dosage radio- immunologique de I'insuline et des

peptides apparentés secrétés -par la cellule fB: pro-insuline et pro-insulines clivees [Sobey et al., 1989].

- L’insulinorésistance : La résistance a I'msuline se définit comme un état de diminution de la réponse
cellulaire et donc tissulaire de I’hormone avec toutefois la présence d’une sécrétion normale de
I'insuline. L’msulinorésistance reste constante chez les sujets diabétiques de type2 et est spécifique de
I'état diabétique. Elle se traduit par un trouble métabolique, caractérisé par une augmentation de la
production hépatique de glucose. Cette derniére est directement corrélée au degré d’hyperglycémie

observé a jeun. [Grimaldi et al., 2004].

-L’insulinosécrétion : L’insulinosécrétion des patients atteints de diabéte de type 2 est caractérisée
par sa réduction progressive avec le temps. Ceci se traduit par une insulinodéficience qui est en partie
responsable de I'’hyperglycémie et du diabéte de type 2. Ce phénomene est précédé par 10 a 20 ans
d’hyperinsulinisme  euglycémique qui est la conséquence d’une insulinorésistance. [Virallya et al.,
2007].

Le but principal du praticien face & un patient diabétique sera d’éviter I'apparition des complications

inhérentes a la maladie. Ces complications sont de deux types : aigués et chroniques :

TableauOl1: Complications du diabéte [Capet et al., 1999].

Complications aigués |f hypoglycémie (suite au traitement)
hyperglycémie acidocétose
coma hyperosmolaire

acidose lactique

Complications microvasculaires (microangiopathie) rétinopathie

chroniques néphropathie

neuropathie

macrovasculaires (macroangiopathie) Cardio vasculaire




Les autres complications :

Les complications infectieuses : Elles sont liées a une diminution de Iimmunité ainsi qu’a

I’hyperglycémie qui reste un facteur majeur dans le développement infectieux. [Grimaldi et al., 2004].

Le pied diabétique : La notion de pied diabétique regroupe I’ensemble des affections atteignant le
pied, directement liées aux conséquences de la maladie diabétique. En effet, il traduit une complication
tardive du diabete qui survient surtout chez les patients 4gés de 60 ans et plus. [Grimaldi et al., 2004 ;
Grimaldi etal ., 2005].

Le patient diabétique a besoin d’une prise en charge thérapeutique adaptée. Le traitement vise a
¢liminer les signes cliniques liés a I'hyperglycémic et a la glycosurie (c’est a dire la polyurie-polydipsie,
la polyphagie) et a prévenir les complications liées au diabéte sucré, au traitement ou a la survenue de
maladies intercurrentes [Fanny et al.,, 2009]. Les trois grands moyens thérapeutiques sont : la

diététique, les médicaments et I'exercice physique [Lecor, 2000].
+ Traitement non médicamenteux :

Le traitement du diabéte de type 2 repose d’abord sur des modifications du style de vie (régime, perte

de poids et exercice physique) et sur la prise en charge des facteurs de risque cardiovasculaire associes.

Selon les recommandations de I'HAS (Haute Autorité de Santé) de 2006, la diététique est la premiere
étape de la prise en charge du diabéte de type 2. Une alimentation équilibrée est conseillée, avec une
augmentation des apports en glucides lents et une diminution des apports en graisses saturees
[Grimaldi, 2005].

L’exercice régulier est bénéfique dans le diabéte de type 2; il améliore le contrdle glycémique grace a
une augmentation de la sensibilit¢ & I'msuline. De plus, la pratique de I'exercice physique associé¢ a des

conseils diététiques retarde la progression de I'état pré-diabétique vers le diabete.

Lorsque les mesures précédentes n’apportent pas un controle suffisant de la glycémie, I'introduction

d’un hypoglycémiant oral s’avére nécessaire [Ducobu, 2003].
+ Traitement médicamenteux (Les antidiabétiques oraux) :
Le traitement antidiabétique oral s’articule actuellement auteur de 5 classes thérapeutiques, dirigé
contre 3 cibles physiopathologiques différentes :
» Une stimulation de I'insulino-sécrétion par les sulfamides hypoglycémiants et les glinides ;

» Une diminution de I'insulino-résistance par les biguanides et les thiazolidinediones ;



» Un ralentissement de I’absorption intestinale du glucose par les inhibiteurs des alpha glucosidases
[Charbonnel et Cariou, 1997].

» Insulinothérapie chez les diabétiques de type?2 :

Si environ 70 % des diabétiques de type 2 sont initialement correctement contr6lés par un traitement

antidiabétique oral, mais 5 a 10 % échappent au traitement oral chaque année [Kreider et al. 1997].

Les mises a I'msuline se font dans un contexte d’urgence immédiate ou a trés court terme. Ces
situations aigu€s conduisent a une insulinothérapie dont la nécessit¢ doit étre réévaluée apres I'épisode

aigué [Brun etal., 1995].

Il est recommandé actuellement d’utiliser des associations d’insuline et d’antidiabétiques oraux dont
les mécanismes d’action different, afin d’obtenir un équilibre glycémique dans des conditions de

sécurité maximale [Halimi, 1999].

Parmi les nombreuses voies de recherche qui essayent de développer d’autres médications contre le
diabete, un intérét particulier est porté sur le traitement par les plantes médicinales. [Ivorra MD et al.,
1989 ; Li etal., 2004 ; Esmaeili, 2004].



Il. Plantes antidiabétiques :

Pour  paller aux effets secondaires des traitements antidiabétiques,  les recherches
scientifiques portent sur 1123 plantes utilisées traditionnellement contre le diabéte de type 2. Ces
plantes représentent 725 genres et 183 familles. 81% de ces plantes testées sur les animaux de

laboratoire montrent une réduction de I'hyperglycémic [Marles et Farnsworth, 1996].

Le tableau suivant résume quelques études ethnobotaniques sur les plantes antidiabétiques dans

differentes régions du monde.

Tableau 02: Résultats de quelques études éthnobotabiques sur les plantes antidiabétiques dans
differents régions du monde [Azzi, 2007]

Pays (régions) Nbre d’espéce Reéférence

Algérie (région de Tlemcen) 80 [Benmehdi, 2000]
Maroc 41 [Ziyyat etal., 1997]
Maroc 94 especes pour 38 familles [Bnouham et al.,2002]

Maroc ( région de Fez-
Boulemane : Nord Centre)

Israél, Golan et Palestine 26 [Said et al.,2002]

54 [Jouad et al., 2001]

Afrique du Sud (région de Eastern

Cape Province) 14 especes pour 6 familles [Erasto et al., 2005]

Canada (Québec) 18 especes pour 9 familles [Leduc et al., 2006]
. [Hermandez-Galicial et
Mixique 269 al. 2002]
Inde 48 [Satyavati et al.,1989]
Inde 800 [Grover et al.,2002]

Inde (région de Sikkim et
Darjeeling Himalayan)

Chine 20 [Dharmananda,2003]

37 espéces pour 28 familles [Chherti et al., 2005]

le monde entier 53 [Bailey et Day, 1989]

le monde entier 389 [Padavala et al., 2006]




1. Utilisation de plante contre le diabete en Algérie :

L’Algérie bénéficie d’un climat trés diversifie, les plantes poussent en abondance dans les régions
chtieres, montagneuses et également sahariennes. Ces plantes constituent des remédes  naturels
potentiels qui peuvent étre utilises en traitement curatif et préventif [Belouad, 1998;  Mahmoudi,
1986].

Des publications anciennes et récentes ont en effet rapporté qu'un grand nombre de plantes

médicinales  sont traitement de diverses maladies

2006].

Des enquétes

utilisées  pour le [Hammiche et Maiza,

ethnobotaniques récentes effectuées dans le but de répertorier les plantes
médicinales antidiabétiques dans I'Est et 'Ouest Algérien [Allali et al., 2008; Hamza et al., 2009]
soulignent I'importance qu’occupe ce patrimoine végétal dans la pharmacopée traditionnelle

et surtout dans le traitement du diabete.

2. Utilisation des plantes antidiabétiques dans la région de Tlemcen :
Une étude ethnobotanique réalisée dans la région de Tlemcen, a recensé plus de 56 especes dont 23 sont
les plus utilisées par les diabétiques de la région, notamment, Trigonella foenum graecum (Halba),
Berberis vulgarise (Ghris), Nerium oleander (Defla), Laurus nobilis (Rend), Nigella sativa (Sanouj),

Punica granatum (Romman) et citrullus colocynthis (Handal) [Benmehdi, 2000 ;Allali et al.,2008]

Tableau 03: Quelques plantes antidiabétiques utilisées dans la régions de Tlemcen [Benmehdi, 2000],

parties utilisées et leurs modes de préparations traditionnelles [Bnouham et al., 2002].

Familles L Nom Méthode de . o
Botanique Nomscientifique vernaculaire [ |préparation Parties utilisés

Ammi visnaga Lam. Bachnikha Décoction Fruits

Daucus carota L. Zroudia Jus, purée Racines
Apiaceae . . . . -

Ferula asafoetida Hantit Décoction Résine

Foeniculumdulce DC. Besbas, Decoction, Reésine, graines,

inhalation feuilles, racine

Neriumoleander L. Defla r?}:ggf;?g;:%ﬂg?' Feuilles
Apocinaceae ’

Ptychotis verticillata L. Ndnkha Infusion Partie aérienne
Apparaceae Capparis spinosa L. Kebbar Décoction, poudre  ||Fruits, graines
Brassicaceae Lepidiumsativum L. 'r_é?]z z er sad, Décoction, poudre |/ Graines




Chenopodiaceae | Chenopodiumambrosioides | Mkhinza Infusion , Jus frais Feuilles, fleurs
Cistus ladaniferus L. Taouzla Décoction,infusion | /Feuilles
Cistaceae
Cistus libanotis L. Yazir lahmir Décoction Feuilles
Artemisia arborescens L. Chhiba Infusion Partie aérienne
Artemisia herba-alba Asso. | Shih, Poudre Racine, feuilles
Compositae Artemisia campestris L. Allal Décoction Feuilles, fleurs
Cynara scolymusL. Kharchouf, Décoction Racines, feuilles
Taraxacum officinale Garnina Décoction Feuilles
Cucurbitaceae Citrullus colocynthis L. Handal Mi?i(s:gtrizﬂogyxteme Fruits, pulpe
Cupressaceae Juniperus phoeniceal L. Araar Décoction, poudre
Fabaceae Glycyrrhizaglabra L. Argsouss Décoction Fruits, racines
Gentianaceae Centauriumerythraea Rafn. :Zlﬁr:giﬁt’ Infusion Partie aérienne
Geraniaceae Geranium robertianum L. laatarcha Infusion Egélilles, fleurs,
Globulariaceae GlobulariaalypumL. Ain larnab Décoction,infusion | Feuilles
Cynodondactylon L. ;Iz;ié arr]Tj]earQ’ aftie, Décoction Rhizomes
Gramineae Sorghumvulgare L. Bachna, tafsit  |[[Bouillant Graines
Stipa tenacissima L. EL Halfa
Zea mays Chéar eddora
Ajugaiva L. Chendgora Décoction, poudre | Partie aérienne
Lavandula dentata L. Khzama, Décaoction, infusion, |Plante entier,
taymerza poudre fleurs
Marrubiumvulgare L. Marriwa Décoction Partie aérienne
Lamiaceae Mentha pulegium L. Fliou Infusion Partie aérienne
Origanum compactum Benth. [(Zatar Infusion Feuilles
Thymus ciliatus (Desf.) Benth. || Z’atar, z’itra Décoction, poudre | Feuilles

Rosmarinus officinalis L.

Yazir, barkella

Décoction,infusion

Partie aérienne

Leguminosae

Trigonella foenum-graecum

Halba

Décoction, poudre

Graines




L. maceration,

Allium sativum L. Toum, Cru bulbe
Liliaceae Allium cepa L. Elbesla Cru bulbe

Aloe socotrina Lamk.r Sibr, sabr Poudre, jus, sec Feuilles
Lythraceae Lapa communis B. <'I:13r{il<riSlglunr:3 , E%lgg?jigrr\ﬁjwcfni ion E}i?lilgg,s’ﬂeurs
Moraceae Ficus carica L. Karma, kermds | Extrait, poudre Fruits, feuilles

Eucalyptus globulus Labill. | Kalit(s IIODOéucdorcetion, infusion, Feuilles, fleurs
Myrtaceae Myrtus communis L. Raihane Décoction,infusion || Fruits, feuilles

Syzigiumaromaticum Qranfal Décoction, poudre | Fruits, feuilles
Oleaceae Olea europeaL. Var. oleaster |[Zitoun, zebbouj |[Décoction Feuilles

Phoenix dactylifera L. Nakhla, ttmer Infusion , poudre Fruits, graines
Palmae

Chamaerops humilis L. Doum Résine
Punicaceae Punica granatumL. Qchour romman || Décoction, poudre  ||Péricarpe
Ranunculaceae | Nigella sativa L. Sanouj Poudre Graines

Zizyphus lotus L.

Sadra, nnbeg

Décoction, poudre

Fruits, feuilles

Rhamnaceae Zizyphus spina-christi Aroug essfizef  ||Décoction, poudre  |[Raciness
Rhamnus alaternus Meliles
Prunus amygdalus Stokes var. ||Louz mar, louz Extraits Graines
Amara D.C. harr
Rosaceae — _ _
Rubus fructicosus OH“”‘q elaligue, Infusion Fruits, feuilles,
Tat lakhla fleurs
Rutaceae Ruta montana L. Fidjel Décaction, infusion Partie aérienne
, poudre
Urticaceae Urtica urens L. Harrigua Infusion Partie aérienne
Zingiber officinae Roscoe. iabi
Zingiberaceae J an!apll, Macération Rhizomes
skinjbir
Peganumharmala L. Harmal Poudre, infusion Graines
Zygophyllaceae . -
Zygophyllumalbum L. ssp. Aggaya Decoction, infusion Feuilles, tiges

, poudre




3. Principe actifs isolés des plantes antidiabétiques :

La plupart des espéces végetales qui poussent dans le monde entier possedent des vertus
thérapeutiques car elles contiennent des principes actifS qui agissent directement sur I'organisme. On les
utilise aussi bien en médecine classique qu’en phytothérapie; elles présentent, en effet, des avantages
dont les médicaments sont dépourvus [Ticli, 1997].

Les agents thérapeutiques isolés des plantes sont essentiellement des métabolites secondaires
caractéristiques du monde Vvégétal, et ne paraissent pas essentiels a la vie de la plante [Marles et
Norman, 1995].

Il existe plus de 200.000 metabolites secondaires, dont plus de 200 présentent une activité
hypoglycémiante ; ce sont principalement des alcaloides, des glycosides, des huiles essentielles, des

tanins et les principes amers [Marles et Fransworth, 1996 ; Sanjay ,2002].

Tableau 08 : Quelques plantes a pouvoir antidiabétique recensées par Bnouham et al., 2006,
montrant leur partie utilisée ou principe actif et leur effet.

Famllles Especes Pal_’ue_ ut|||se.e Effets antidiabétiques sur
Principe actif Référence

Panax ginseng Racine (ginseng Rats (50-200mg/kg i.v) et Yang et al.
polypeptides) souris (50-100 mg/Kg S.c) || 1990; Wang
normaux et hyperglycémie etal., 1990
induit par adrénaline, glucose
et alloxane)
Acanthopanax|| Feuilles (saponins) 100, 200 mg/kg i.p. pour Sui et al.,
Araliaceae senticosus souris avec hyper-glycémie 1994
induite par adrénaline, glucose
et alloxane)
Aralia elata Ecorce des racines || Tolérence au glucose chez les || Yoshikawa et
(elatosides saponins; al.,
acides oleanoliques
glycosides)

Brickellia Extrait d’hexane 300 mg/Kg i.p pour des souris Perez-
veronicaefolia normaux et diab. Gutierrez et
al., 1998

Brickellia Extrats chloroformique J[10-50 mg/Kg .Souris normaux || Perez et al.,
veronicaefolia| des feuilles ( Flavone) et diab.(alloxane) 2000

Asteraceae




Psacalium Extrait par décoction Souris normaux voie i.p et Roman-
decompositum des racines lapin a hyperglycémie Ramos et al.,
temporaire 1992b

Citrullus Alcaloide, saponoside || Administration orle d’extraits
colocynthis et glycoside de chez les lapin diab. (Alloxane) J|Hassanet al.,
I’épicarpe des fruits

Cucurbitaceae Momordica Extraits 50% 30 mg /Kg adiministré par J Higashino et
charantia L. ||méthanolique et extrait vois orale chez des rats al., 1992
n-butanolique diabétiques STZ

Momordica Poudre de fruits Traitement de 15 jours pour Rao et al.,
cymbalaria des rat diab. Alloxane 1999

Croton Diterpéne extrait de Rats diab. alloxane Farias et al.,
cajucara I’écorce 1997
Euphorbiaceae

Phyllanthus Extraits 50% Diminution de la glycémie 3 || Higashino et
urinaria Linn Jlméthanolique et extrait]| heures aprés I’administration al., 1992
n-butanolique de 30mg/Kg par vois orale
chez des rats diab. STZ

Marrubium Extrait brut par Administration intra gastrique Roman-
vulgare décoction chez des lapins avec Ramos et al.,
hyperglycémie temporaire 1992a
(solution de 50% dextrose
4ml/Kg)

Ocimum Extraits alcooliques des || Administration orale chez des || Chattopadhy
sanctum feuilles rats normaux diab. STZ ay; 1993
Lamiaceae

4. Les antidiabétiques : de I’efficacité ala toxicité :

Généralement, tous les agents antidiabétiques causent différents effets secondaires qui varient selon la
classe et la génération du médicament. Précisément, les sulfamides, insulinosécrétagogues, provoquent
un effet d'hypoglycémie. Cet effet est considéré comme principal a coté de I'hyponatrémie, I'hépatite, les
atteintes  hématologiques, Il'éventuelle réaction dermatologique ainsi quun gain de poids di a
I'hyperinsulinémie [Marles et Farnsworth, 1994 ; Marles et Farnsworth, 1995 ; Dey lucey et al.,
2002].

Suite a leurs effets secondaires néfastes, certains biguanides, inhibiteurs de la néoglucogénese et

I'absorption intestinale du glucose, sont ¢liminés du marché. La metformine, le biguanide le plus



commercialisé dans le monde, n'est plus disponible qu’aux USA car il provoque une acidose lactique,
une fatigue, des nausees et une toxicité rénale [Dey lucey et al., 2002].

L'acarbose (C25H43N018), un médicament de la classe des inhibiteurs des alpha-glucosidases
présente divers effets secondaires, comme les gaz, le ballonnement et la diarrhée. [Marles et
Farmsworth, 1995 ; Dey lucey et al., 2002].

5. Toxicité des plantes antidiabétiques :

L’emploi des plantes médicinales peuvent poser des problémes d’empoisonnement, les atteintes
toxiques concernent la plus part des organes, ce sont essentiellement les atteintes hépatiques qui sont les
plus remarquables [Larrey, 1998 ; Larrey, 1997].

Plus de 377 especes associées au traitement du diabete sucré sont considérées toxiques, I’hypoglycémie
provogquée est accompagnée d’un effet P-bloquant adrénergique d’une hépatotoxicit¢ [Marle et
Norman, 1994 ; Marle et Farnsworth, 1996].

Une plante est considérée toxique lorsqu’elle contient une ou plusieurs substances nuisibles pour
’homme ou pour les animaux et dont I'utilisation provoque des troubles variés plus ou moins graves
voire mortels [Fournier, 2001].

Les plantes sont a lorigne de 5% des mtoxications signalées au CAP (Centre Anti Poison) de
Strasbourg et 3.2% des intoxications selon I’ Association Américaine des Centres Anti Poison [Patrick,
2003 ; Flesch, 2005]. Parmi I'ensemble des plantes réputées toxiques, certaines présentent un danger
réel en cas d’ingestion alors que d’autres ne provoquent que des troubles mineurs, principalement
digestifs. Tous les organes de la plante contiennent les principes toxiques, mais surtout les racines et les
graines, renferment des alcaloides di terpéniques dont le principal est I'aconitine qui a une toxicité
principalement neurologique et cardiaque [Flesch, 2005].

Selon la nature des principes toxiques, le mode de préparation des remedes et la maniere
d’administration, cette toxicité est variable d’une espéce a une autre .De ce fait, la voie intra-péritonéale
facilite I'absorption et la passage rapide de la drogue dans la circulation sanguine, contrairement a la
voie orale ou I'absorption de la drogue au niveau du tractus gastro-intestinal est freinée par la présence
d’aliments, le temps de passage a travers I'épithélium mtestinal, ainsi que la digestion de la drogue par

les enzymes et le suc gastrique acide[Marles et Farnsworth,1996] .



a) L’évaluation d’un effet toxique :

L’évaluation de la toxicit¢ s’appuie sur des études qualitatives (non mesurables) ou quantitatives
(mesurables) adéquates. Il existe plusieurs types d’études qui nous permettent d’évaluer les effets d’un
toxique. On peut les classer dans quatre catégories :

» Les études épidémiologiques, qui comparent plusieurs groupes d’individus ou les études de cas ;
> Les études expérimentales in vivo, utilisent des animaux (ex. : lapin, rat et souris) ;

> Les études in vitro, effectuées sur des cultures de tissus ou des cellules ; et

» Les études théoriques par modélisation (ex. : structure-activité) [CSST, 2004].

Toxicité par administration unique : Toxicité aigué :

Elle se manifeste rapidement, voire immédiatement, aprés une prise unique ou a court terme apres
plusieurs prises rapprochées. C’est I’étude qualitative et quantitative des phénomenes toxiques qu’il est
possible de rencontrer apres administration unique de la ou des substances actives contenues dans le
médicament. Cette étude décrit les symptdmes observés, y compris les phénomenes locaux et fournit
pour autant que cela soit possible, 'indication de la DLsg avec ses limites de confiance (95%). L’étude
sur 'animal de laboratoire doit étre effectuée sur un nombre égal d’animaux males et femelles. La durée
de T'observation des animaux est précisée par I'expérimentateur. En général elle n’est pas mnférieure a
une semaine [Ruckebusch, 1981]. L’étude de la toxicité aigué permet d’exprimer la dose qui tue 50%
des animaux d’expérience(DLsp) ainsi que la dose maximale sans effet toxique (DME) c’est a dire la
dose la plus élevée pour laquelle aucun effet toxique n’est relevé par rapport au lot témoin [Traore,
1999].

% Détermination de la dose Iétale DL1qo, DLso :

» la dose létale DLjgo :c’est la dose qui entraine la mort de la population des animaux d’essais. La
DLioo est un indice de Ktalit¢ qui méne a mentionner le degré de toxicit¢é d’un produit chimique
donné [Bonvalot, 2002].

» Ja dose létale DLsp: la dose létale médiane la c’est la valeur statistique de la dose d’une
substance chimique qui provoque la mort de 50% des organismes d’une population donnée dans
des conditions expérimentales définies [Laigneau, 2000].

b) Toxicité par administration réitérée : toxicité sub-aigué et chronique :

Ces épreuves ont pour objet de mettre en évidence les altérations fonctionnelles et/ou pathologiques
consécutives aux administrations répétées de la substance active examinée et d’établir les conditions
d’apparition de ces altérations en fonction de la posologie. Les expérimentations se font sur deux
espéces de mammiferes dont un non-rongeur. Une des deux épreuves durera 2 a 4 semaines, 'autre 3 a 6
mois. Le choix de la ou des voies d’administration doit tenir compte de la voie pour I'emploi

thérapeutique et des possibilités de résorption. Le mode et le rythme des administrations ne sont pas



codifiés strictement mais doivent étre clairement indiqués ainsi que la durée des essais. Il est utile de
choisir la dose la plus élevée de facon a faire apparaitre des effets nocifs, les doses inférieures
permettent alors de situer la marge de tolérance du nouveau produit chez I’animal. L’appréciation des
effets toxiques est faite sur la base de lexamen du comportement, de la croissance, de la formule
sanguine et des épreuves fonctionnelles particulierement celles qui se rapportent aux organes extérieurs
ainsi que la base des comptes rendus nécropsiques, accompagnés des examens histologiques qui s’y
rattachent [Ruckebusch, 1981].

La majorit¢ des études pharmacologiques commencent par une étude toxicologigue descriptive chez
I'animal et par des observations cliniques chez I'humain. Idéalement les études animales devraient
comporter des observations chimiques et comportementales. Le plus souvent, les analyses portent sur
I'urine et le sang [RDM, 1990 ; Berthiaum, 1995]



I11-Coloquinte (Citrullus colcoynthis) :

1. Noms vernaculaires

Arabe : Handal, Hadag, Handhal ; Hantal, Hadjja ;
Berber : Taberka, Tefersite, Tadjellet,

Francais : coloquinte, chicotin

Anglais : Colocynth, bitter apple, bitter gourd
Allemand : Bitterzitrulle, Bitterapfel

Inde : Tumba ou Gartoomba

Italien : coloquintida, popone amaro coloquinte [Sincich, 2002 ; Batanouny coll., 1999 ; John et
Cincinnati, 1898 ; Merad Chiali, 1973 b ; Bedevian, 1936 ; Carter, 1997].

2.Taxonomie

Regne Végétale
Sous régne plantes vasculaires
Super division spermaphytes
Division angiospermes
Classe dicotylédones
Sous classe dialypétales
Ordre violales
Famille cucurbitacées
Genre Citrullus
Espéce colocynthis

3. Description morphologique :

C’est une espece annuelle ou vivace, liane herbacée a tiges angulaires, rampantes ou migrantes, munir
de leurs jaune verdatre a sexes séparés, pédonculées, solidaires aux axiles des feuilles. Les feuilles sont
larges de 5 a 10 cm de longueur, rugueuses et deécoupées en 3 a 7 lobes.
Chaque plante produit 15-30 fruits appelés gourdes, de 8 a 12 cm de diametre, dont la couleur varie du
jaune clair au roux, garnis de pulpu intérieure,spongieuse dans la quelle se fixent les graines[Merad
Chiali R,1973 a].
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Figure 02 : Citrullus colocynthis
4. Répartition géographique :

La coloquinte, originaire des sols arides, est tres fréquente dans les régions tropicales humides ou
modérément seches, elle est peu présente dans les zones tempérées [Bruneton, 1996]. Elle occupe une
région trés vaste qui s’étend du Nord African, du Sahara, Egypte, Arabie Saoudite jusqu’au Inde, ainsi

que la région méditerranéenne [Batanouny coll., 1999 ; John et Cincinnati, 1898].
5. Composition chimique :

Le screening phytochimique de différentes parties de la coloquinte (racines, tiges, graines et feuilles)

permis de caractériser les familles de composés chimiques existants dans la plante.

Les résultats d’examen phytochimique présentés par Benmehdi en 2000, montrent la présence des
alcaloides dans toutes les parties de la coloquinte surtout dans les graines et I'épicarpe. Les stéroides et
les tanins sont retrouvés dans toutes les parties, et a des quantités moindres les flavonoides et les
saponines. Il a aussi mentionné que les coumarines, les anthracénosides, les anthraquinones, les
ergolines et les émodols sont totalement absents [Benmehdi, 2000].

Les fruits de la coloquinte contiennent trois flavonoides : 3’-méthoxy-iso-orientine, iso-orientine et
iso-vitexine. Les feuilles contiennent aussi trois flvonoides : 8-C-p-hydroxybenzoyl- iso-vitexine, 6-C-
p-hydroxylvitexine et 8-C-p-hydroxybenzoyl- iso-vitexine 4’ -O- glucoside [Maatooq et al, 1997].et
quatre triterpénes tetra cyclique ont été isolés a partir du fruit : 2-O-B-D glucopyranosylcucurbitacins 1,
J, KetL [Segeretal., 2005].



La coloquinte est riche en alcaloides : deux alcaloides sont déterminés dans tous les organes de la
plante (C10H1503 et CleH2403), alors qu’un troisiéme alcaloide (CongeOs) est présent au niveau des

graines, pulpes, feuilles et racines [Afifi etal, 1973].
6. Utilisation traditionnelle de la coloquinte et action thérapeutique :

L’utilisation traditionnelle de cette espece varie dans le monde d’une région a l'autre en fonction du

climat et son écologie.

Plusieurs études ethnopharmacologiques classent la coloquinte comme étant une plante traditionnelle
utilisée pour traiter le diabéte. Bnouham et al; en 2006, ont classé la coloquinte parmi les plantes
antidiabétiques les plus étudiées dans les recherches scientifiques entre 1990 et 2000 [Bnouham et al ;
2006].

Une enquéte ethnobotanique effectuée par Benmehdi en 2000 sur 80 plantes traditionnellement
utilisées pour traiter le diabete dans la région de Tlemcen (Algérie), révele que la coloquinte est la plante

la plus utilisée apres le fenugrec [Benmehdi, 2000].

De méme Ziyyat et al 1997, ont cité cette espéce parmi les 41 plantes médicinales destinées au
traitement du diabéte au Maroc. En Arabie Saoudite et Emirats Arabes Unis, les graines sont
recommandées aux diabétiques pour leur effet hypoglycémiant. Cependant, en Tunisie, la coloquinte est

connue pour son effet antirhumatismal [Boukef et Souissi, 1986 ; Wasfi et al.,1995].

D’autres effets hypoglycémiants et anti hyperglycémiants ont ét€¢ recherchés sur des extraits isolés a

partir de différentes parties de la coloquinte ; citant :

En 2002, Azzi et Boumellah ont verifie les effets antidiabéetiques des saponosides et des glycosides
extraits des graines de la coloquinte (Citrullus colocynthis) sur des rats Wistar rendus diabétique par la
STZ. lls ont constaté que I'injection de 20mg/kg p.c des saponosides ou 20mgkg p.c des glycosides
cucurbitacines extrait chloroformique par voie intrapéritonéale provoquent une diminution significative

de la glycémie durant 5 semaines chez les rats diabétiques [Azzi et Boumellah, 2002].

En 2003, Benariba a ¢étudié leffet antidiabétique d’extait brut aqueux, des saponosides, des
flavonoides et les acides aminés libres extraits des graines de la coloquinte (Citrullus colocynthis), in
vivo sur des rats normaux et rendus diabétigues par la STZ (hyperglycémie permanente et
hyperglycémie provoquée par voie orale) et in vitro sur les flots de Langerhans isolés du pancréas de rat

normal (évaluer T'effet insulinosécrétoire de chaque extrait). Elle a observé que ces extraits provoquent



une diminution significative de I’hyperglycémie 6 heures aprés leurs mjections aux rats diabétiques. De

plus ils exercent un effet insulino- seécrétoire sur les Tlots de Langerhans isolés [Benariba, 2003].

En Irag, Abdel-Hassan et al. (2000), ont recherché les effets hypoglycémiants et antihyperglycemiants
des extraits aqueux, des saponosides, des glycosides et des alcaloides de fruit de Citrullus colocynthis
chez les lapins normaux et rendus diabétiques par I’Alloxane. Ils ont not¢ que 1’administration orale de
300mg/kg d’extrait aqueux, aux lapins normaux, provoque une diminution de la glycémie aprés une

heure et une diminution hautement significative apres 2,3 et 6h. [Abdel-Hassan et al., 2000].

D’autres travaux ont été realisés par Nmila et al, en 2000, ont montré I'effet insulinotropique des
extraits de fruits de Citrullus colocynthis. 1l ont observé que la perfusion durant 20 min de 0.1 mg/ml
d’extrait brut ou d’extrait alcoolique aqueux ou de Dbéta-pyrazol-1-ylalanine, stimule la sécrétion
d’insuline dans le pancréas et les ilots de Langerhans isolés des rats, en présence de 8.3 mM du glucose

[Nmila et al.,2000].

Pendant des périodes bibliques, les fruits de la coloquinte ont été recueillis et considérés comme
poison mortel [Yanif et al., 1999].la plante est considérée comme cathartique, émménagogue,

hydragogue, purgative et vermifuge[DuKe,1978].

Le fruit de cette espéce est largement répandu en médecine naturelle, car elle posséde diverses
propriétés thérapeutiques elle est utilisés dans le traitement des infections génito-urinaires, dont

I’aménorrhée en provoquant une contraction de I'utérus [Ozaki,1990 ; Harvey,1898]

Ce fruit et cité également pour le traitement du cancer, les hémorroides et la fievre et il est réputé étre

un excellent anti-inflammatoire [Wasfi et al.,1995 ; James et DuKe,1992]

Les racines sont employées dans les traitements de lictere, les maladies urinaires et le rhumatisme, les
douleurs de jont, I'inflammation et extérieurement dans les maladies ophtalmiques. Les feuilles sont
employées pour le traitement de Tictere et I'athsme [Kirtikar et Basu, 1984 ; Baquare et Tasnif,
1984].

De nombreux travaux se sont consacrés aux propriétés antidiabétiques de la coloquinte (Citullus

colocynthis) :

Abdel-Hassen et al., 2000 ; Nmila et al., 2000 ; Azzi et Boumellah, 2002 ; Benariba, 2003 ;
Azzi,2007 ;... ont démontré que des extraits de la coloquinte : extrait brut aqueux, flavonoides,
saponosides, alcaloides, glycosides, acides aminés libres, présentent tous des effets

antihyperglycémiants.



7. Toxicité de la coloquinte :

A des doses éleves, cette plante est hautement toxique pour les animaux et les humaines. Les
signes d’intoxication sont : douleurs gastro-intestinales avec diarrhée, vomissement, rétention urinaire,

fatigue, hypothermie, désordre cardiaque et congestion cérébrale produisant un effondrement fatal
[Charmot, 1945].
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I. Analyse phytochimique
1. Matériel vegétal :

Notre étude a été realisée sur les graines de la coloquinte (Citrullus colocynthis) qui sont

récoltées a maturité le mois d’Octobre dans la région d’Adrar.
Les fruits sont séchés al’air et a I’abri de la lumiére.
Les graines sont isolées et broyées en poudre fine a 1’aide d’'un moulin a café.

2. Dégraissage du matériel végetal :

A fin d’éliminer les graisses et d’autres substances lipophiles qui peuvent perturber le
processus extractif ultérieur, notamment en induisant la formation d’émulsions. Il a été procede
a une délipidation (dégraissage) préalable des graines de coloquinte broyées, par percolation a

I’aide d’un soxhlet.

Pour ce faire, le corps de soxhlet, contenant une cartouche remplie de 1009 des graines de
coloquinte broyées, est monté sur un ballon rempli par 500 ml d’hexane, est surmonté dun
réfrigérant et 1’ensemble est porté a reflux pendant 6 heures a ’aide d’une chauffe ballon avec

une température d’ébullition stable.

3. Extraction des alcaloides totaux :

3.1. Extraction en milieu acide :
Cette extraction est faite selon la méthode de Harborne, 1989 :

@ Macération sous reflux avec agitation, pendant 48 heures, de 100g de graines de
coloquinte broyées et dégraissées en présence de 250ml de H ¢l 2% et 105ml d’acétate
d’éthyle ;

Filtration du mélange et récupération du filtrat ;

Adition du NH,OH a la phase acide jusqu’a ce que pH soit ajusté entre 9.5-10 ;

Filtration du mélange et récupération du filtrat et de précipité;

@ @ @ @

Extraction liquide-liquide de précipité et de filtrat (3 a 4 fois) a I’aide d’une ampoule a
décanté¢ avec 50ml d’acétate d’éthyle jusqu’a épuisement total des alcaloides de la phase

aqueuse ;



# Elimination des traces d’eau qui peuvent refermer la phase organique par 1’adition de
MgSO, ;

# Filtration ;

# Concentration de la phase organique a sec a l’aide d’un rotavapor a une température

inferieure a 40°C afin d’éviter la dénaturation des alcaloides.

Les alcaloides totaux sont obtenus sous forme un résidu sec cristallisé, de couleur jaune.

Figure 01: Extraction liquide-liquide a laide | Figure 02 : Evaporation d’extrait par rotavapor

d’une ampoule a décanté
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Figure 03: Diagramme montrant l’extraction d’alcaloides totaux en milieu acide selon la

méthode de Harborne, 1998.




3.2. Calcul du rendement :

Le pourcentage en alcaloides totaux est calculé par la formule :
R(%)= (M/M0) x 100

R : Rendement des tanins en (%)

M : Masse en grammes de 1’extrait sec résultant
MO : Masse en grammes du matériel végétal de départ
3.3. Caracterisation des alcaloides :

Elle a éte effectuee par des réactions de précipitation avec les réactifs généraux des

alcaloides :
“# Réactif de Mayer
Il est préparé a partir de deux solutions :
v" Solution A : 1.358g de chlorure de mercure HgCl, sont dissous dans 60 ml d’eau distillée.
v" Solution B : 5g d’iodure de potassium KI sont dissous dans 10ml d’eau distillée.

v' Les solutions A et B sont mélangées extemporanément et le volume final est ajusté a 100ml

avec d’eau distillée.

v Le test de 0.5ml d’extrait avec 2 a 3 gouttes de ce réactif, entraine la formation d’un

précipité blanc, qui indique la présence des alcaloides.
# Reéactif de Wagner

v 29 de Kl et 1.27g de | sont dissous dans 75ml d’cau distillée, puis ajustés a 100ml avec

d’eau distillée.

v Le test de 0.5ml d’extrait avec 2 a 3 gouttes de ce réactif, entraine la formation d’un

précipité brun, qui indique la présence des alcaloides.
3.4. ldentification des alcaloides :
# Chromatographie sur couche mince (CCM)

La CCM est une methode de séparation physico-chimique faisant intervenir une phase

stationnaire ou adsorbant et une phase mobile ou éluant.



La CCM n’est pas suffisante pour identifier un produit mais elle apporte des renseignements

susceptibles d’orienter vers une hypothése de structures, Par exemple: fluorescence, coloration,

Rapport frontal (Rf) (Villars, 1971).
La mise en ceuvre d’'une CCM nécessite plusieurs étapes :
v Choix de la phase stationnaire : gel de silice fluorescent (Merck) 5x10cm ;
v Choix de la phase mobile :
Systéme 1 : Chloroforme/Méthanol (9/1)

Nous avons fait dissoudre 10 mg de 1’échantillon d’alcaloides dans 0.5 ml de chloroforme ;
A I’aide d’une pipette pasteur, nous avons déposé ’échantillon en petits spots (3a 4 fois) sous

forme des points sur la plaque qu’elle était activée dans 1’étuve a 100°C pendant 30min;

Ce plaque est ensuite placée dans une cuve conventionnelle en verre, remplis a environ 0.5cm
avec une phase mobile. La recouvrir, afin que I’atmosphére dans la cuve reste saturée en

vapeurs d’¢luant.

Apres dewveloppement et lorsque le solvant a atteint 1 ¢cm du bord supérieur, la plague est
observée a I’extinction de la fluorescence a 366 nm et apres révélation par vapeur d’iode afin de

mettre en évidence des constituants ou classes de constituants présents dans 1’échantillon.

On détermine alors, pour chaque constituant, le rapport frontal (Rf) :

Distance parcourue par le constituant

Distance parcourue par le front de I’éluant

“+ Balayage spectral :

Dans le but de déterminé le spectre d’absorption des différents composants de notre extrait nous
avons dilu¢ 5g d’alcaloides totaux extraits des graines de coloquinte dans 5Sml de DMSO et leur
spectre UV-visible est mesuré a 1’aide d’un spectrophotometre.

4. Tests phytochimiques :

L’espéce sélectionnée fait l'objet d’une étude phytochimique qui consiste a détecter les

différents composés chimiques existant dans la plante.



Deux solvants de polarité différente 1’eau, et HCI ont été utilisés, I’extraction se fait par infusion
et macération du matéeriel vegétal pendant 24 heurs. Le mélange est filtré et ensuite soumis aux
différents tests phytochimiques, qui sont basés sur des essais de solubilité, des réactions de

coloration et de précipitation ainsi que des examens en lumiére ultraviolette.
4.1. Préparation des extraits :

e Macérationen milieu acide

On mélange 10g des graines de coloquinte (Citrullus colocynthis) broyées et degraissees
avec 100ml d’H cl 2% ; on laisse macérer sous agitation, a température ambiante pendant 24h a
I’abri de la lumiére. Apres filtration, on récupere le filtrat acide dans un flacon opaque afin de

réaliser des tests phytochimiques.

e Infusion dans 1’eau distillée

On werser 100 ml d’eau distillée bouillant sur 10g de graines de coloquinte (Citrullus

colocynthis) broyées et dégraissées, on mélange bien et laisse le mélange refroidir.

Apres filtration, on récupére le filtrat sous forme extrait aqueux dans un flacon opaque afin de

réaliser des tests phytochimiques.
4.2. Tests phytochimiques :
> Lesalcaloides

Dans deux tubes a essai nous avons introduit 1 ml de filtrat et ajouté 5 gouttes de réactif de
Mayer dans le premier tube et 5 gouttes de réactif de Wagner dans le second. La présence

d’alcaloides est confirmée par I’apparition d’un précipité blanc et brun respectivement
> Les substances polyphénoliques

-les tanins : Dans un tube a essai, nous avons introduit 5 ml de filtrat et ajouté 1 ml de
solution aqueuse de Fecl3 a 1 %. En présence de tanin, il se développe une coloration verdatre

ou bleu-noiratre.

-les flavonoides : nous avons introduit dans un tube a essai 5 ml de filtrat et ajouté 5 ml

d’alcool chlorhydrique, 1 ml d’alcool iso amylique puis quelques copeaux de magnésium.
L’apparition d’une coloration rose ou rouge indique la présence des flavonoides.

» Les saponosides :



Dans un tube a essai, nous avons introduit 1 ml de filtrat et ajouté 5 ml de I’eau distillée.
Ensuite, nous avons agité bien le tube dans le sens de la longueur pendant 15 secondes en

raison de 2 agitations par seconde.

Le tube dans lequel la mousse persiste durant 15 minutes indique la présence des

saponosides.
» Lescoumarines : Fluorescence U.V

Nous avons introduit 2 ml d’extrait dans un tube a essai, La présence de coumarines est
révélée aprés ajout dans le tube de 0,5 ml de NH,OH a 25 % et observation de la fluorescence

intense sous une lampe UV a 366nm.
» Stérols et triterpénes : la réaction de Liebermann Buchard.

Nous avons évaporé a sec 10 ml de 1’extrait, aprés nous avons dissout le résidu dans 5 ml
d’anhydride acétique puis 5 ml de chloroforme. Nous avons mis dans le fond du tube a essai a
I’aide d’une pipette 1 ml de H,SO4 concentré sans agité. A la zone de contact des deux liquides,
la formation d’un anneau rouge brunatre ou violet, la couche surnageant devenant verte ou

violette révele la présence de stérols et triterpénes.
> Les composés réducteurs :

Nous avons introduit 2 ml d’extrait dans un tube a essai, et ajouté 1 ml de liqueur de Fehling
(1 ml de réactif A et 1 ml de réactif B) aprés nous avons porté I’ensemble 8 min dans le bain
marie bouillant. L’obtention d’un précipité rouge-brique indique la présence de composés

réducteurs.



Analyses biologiques

Le but recherché de ces tests est de déterminer la toxicité aigue et I’effet hypoglycémiant
d’alcaloides totaux extraits des graines de coloquinte sur des rats Wistar normaux en fonction

des différentes doses administrées par voie intra-péritonéale.
1. Les animaux :

Notre étude expérimentale est réalisée sur les rats blancs « Rattus norvegicus » variété
Wistar, agés de 2 a 3 mois avec un poids corporel de 100 a 150g. L’élevage de ces animaux
s’est déroulé¢ au sein de ’animalerie du département de biologie, faculté des sciences de la
nature et de la vie et des sciences de la terre et de 1'univers, Université Abou Bekr Belkaid-

Tlemcen, Algérie.

Les rats sont hébergés dans des cages en plastiqgue et maintenus dans les conditions
favorables d’élevage et disposés d’eau du robinet et de nourriture standard, la litiere est

renouvelée trois fois par semaine.

Les animaux sont nourris avec un aliment complet (El ALF) d’AIN FEZZA sous forme de
granulés. Il est composé de Céréales, Issus de Céréales, Tourteaux de soja, Huile de soja,
Phosphate monocalcique, Carbonate de Calcium, Lysine, Méthionine, Choline, plus un
complexe minéralo-vitaminiques (protéines brutes 18%, grasses brutes 2.50%, minérales brutes

4.20%, cellulose brute 3.90% et vitamines).
2. Répartition des rats :

Cette expérimentation a été faite sur 25 rats répartir en 5 lots de 5 rats dans chaque lot qui

doit recevoir une dose unique de 1’extrait préparé (voir tableau 01).
3. Préparation des doses a tester :

Les alcaloides totaux extraits des graines de coloquinte a tester est préparé par la
solubilisation du solides brun des alcaloides dans 0.5ml de DMSO et dilué dans de 1’eau

physiologique jusqu’a le volume voulu.



4. Administration des doses aux différents lots :

Les animaux sont privés de nourriture 16 heures avant les tests. Ils sont pesés au moment de

I’application de I’extrait et identifi€s par une marque au niveau de la queue.

Ensuite, une glycémie basale (T,) est mesurée, pour I’ensemble des rats, a laide d’un lecteur

du glucose (glucométre a bandelettes réactives One Touch Ultra).

L’évolution de la glycémie a jeun, ainsi le poids des rats des différents groupes est contrdlée

dés le premier jour de I’injection.

Les alcaloides totaux extraits des graines de coloquinte (Citrullus colocynthis) sont

administrés a différentes doses, par voie intra-péritonéale, a raison d’une dose par lot.

Tableau 01 : détermination des doses létales des alcaloides totaux injectées aux rats par voie

intra-péritonéale.

extrait Lot Nombre de Poids Dose injectés en

rats moyen (g) | I.P. mg/kg (p.c)

RTN 1 05 159.5 1ml Na Cl 0.9%
RN150 2 05 180.4 150
2 : Les alcaloides RN300 3 05 140.4 300
totaux des graines de
_ RN600 4 05 151.6 600
coloquinte
RN800 5 05 152.75 800

IP : intra-péritonéale.

5. Evaluation de la toxicité aigue chez les rats Wistars

Les essais de la toxicité aigue permettent d’évaluer les effets toxiques qui apparaissent dans

un temps court (de 1 a 21 jours).

Aprés 1’administration de 1’extrait de graines, les animaux sont observés individuellement

chaque une heure pendant 3 heures, le premier jour et tous les jours pendant 21 jours.

Pendant toute la durée de 1’expérience, nous notons le nombre de morts ainsi que les troubles

symptomatologique observés.



Les principaux effets recherchés sont :

% les signes cliniques,

% les modifications pathologiques visibles a 1’ceil nu,
+ et la létalité (mortalite).

6. Détermination de la DL50 :

Apres administration des déférentes doses des alcaloides totaux des graines de coloquinte, par
voie intra-péritonéale, aux différents lots. On évalue la DL 50 (dose 1étale 50) c’est-a-dire la
dose unique qui détermine dans un délai de 21 jours la mort de 50 % des animaux traités. A

partir de ces données, on trace la courbe : nombre de rats morts = f (log dose mg/kg).

La DL50 et son intervalle de confiance sont calculés par la méthode graphique de Litchfield et

Wilcoxon.
7. La suivie des poids corporel des rats :

Pendant la période d’expérience, le poids corporel et la croissance des rats sont suivis apres

I’injection des différentes doses des alcaloides totaux par voie intra-péritonéale.

Le poids est mesuré a 1’aide d’une balance en gramme (g) et le taux de croissance des rats par

rapport au 1% jour est exprimé en % et calculé selon la formule suivante :

(Pi —Pi0) X100 Pjo : poids du 1°" jour
i~

Taux de croissance (%) = P :poids du jour J
Pio

8. Effet hypoglycémiant des différentes doses des alcaloides totaux :

Le pouvoir hypoglycémiant est mesuré afin de déterminer la dose la plus faible des alcaloides
totaux qui provoque u risque d’hypoglycémie chez le rat.

Pour cela, I’évolution de la glycémie des rats des différents lots est suivie a court termes
durant 3heures (T, ,1h, 2h, 3h) aprés I’injection intra-péritonéale d’extrait.

Le sang est prélevé a partir de la veine caudale et la glycémie est mesurée a 1’aide d’un
lecteur de glucose (glucometre a bandelettes réactives One Touch ultra).

Les teneurs en glucose sont exprimées en g/l et les variations de la glycémie sont exprimées
en pourcentage (%).

Go : glycémie basale ;

(Gt-Go) x 100 (temps =0 min) To.

Pourcentage de variation de la glycémie(%0)=

Go Gt : glycémie atemps T.



La glycémie des rats survivants des différents lots son suivie a moyen terme durant 3
semaines  (2°™¢, 7°™ 14°™ et 21°™ jour).

Analyse statistiques

L’ensemble des résultats est analysé par des calculs statistiques qui sont souvent utiles aux
biologistes pour la détermination des valeurs normales ou plus exactement des valeurs de

référence. Comme pour I’évaluation de précision et I’exactitude d’analyse.

€ La moyenne x = L Zixi

m

V- X;(xi—x)?

€ La variance
@ L’écart-type Ox =/ Vx

€ L’erreur standard de l1a moyenne (Sm) Sm e — (;‘_7))2
n-1 nn-1

€ Test de Student

Dans les études biologiques il est important de savoir si deux échantillons d’individus ou
encore deux ou plusieurs séries de résultats d’expériences ou d’observations doivent étre comme

réellement différents. On a impliqué ce test a but pour comparer deux moyennes.
o En cas de petits échantillons (n, et/ou n, < 30)
Comme notre cas on a 5 rats dans chaque lot, on applique cette loi ; dans un premier temps on

calcule la variance commune comme suit :

nq 0'% +n, 0'%

6 =05 + 05 = & ot =
n1+n2 -2 n1+n2—2



1 1
2 2
62 = o*[— + —
d [n1 n')]

Pour comparer les deux moyennes on applique le teste de student, a v degrés de liberté qui

dépend de la taille de 1’échantillon :

v=dll=n{+n, —2

m; — my

o2+ L

A

Si le t calculé ou expérimentale est plus élevé que t, de la table de Student, la différence entre

les moyennes des deux échantillons est significative [Schwartz, 1992 ; Amotte, 1971].

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

diférence entre deux moyennes est :

v’ Peu significative si p<0,05 (*)

v’ Significative si p<0,01 (**)

v’ Trés significative si p<0,001 (***)

v Hautement significative si p<0,0001 (****)



Résultat et interprétation:
Analyse phytochimique

1. L’extraction des alcaloides totaux :

L’extraction des alcaloides totaux des graines de coloquinte nous a permis de calculer le
rendement.

Le rendement qui a été déterminé par rapport a 100 g de matériel végétal sec, broyé et
dégraissé est exprimé en pourcentage. Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau:02

Tableau 02 : rendement des alcaloides totaux extrait des graines de coloquinte :
Extrait, aspect physique Masse (g) Rendement (%0)

Cristallisé de couleur jaune 0,5 0,5

L’extraction des alcaloides totaux obtenus a partir du 100g des graines de la coloquinte permet
de récupérer 0,5 g d’un produit solide cristallisé de couleur jaune, avec un rendement de 0,5%.

Ce résidu donne un test positif avec les réactifs de Mayer et Wagner.

2. Analyse chromatographique sur couche mince des alcaloides totaux :

Pour un essai d’analyse qualitative du contenu de notre extrait on a eu recours a I’utilisation de
la chromatographie sur couche mince (CCM) puisqu’elle est I’une des méthodes de séparation
des différents constituants d’un extrait végétal et qui est plutdt simple a mettre en ceuvre.

Dans notre étude, nous avons réalisé une chromatographie sur couche mince pour les alcaloides
totaux extrait des graines de coloquinte sur une plaque de gel de silice en utilisant le systéme
suivant : chloroforme/méthanol (9/1). Les résultats obtenus sont démontrés dans la figure 04

et résumés dans le tableau 03.



Figure 04 : Photo du chromatogramme résultant de
I’analyse des alcaloides totaux par le systéeme
chloroforme/Méthanol (9/1)

Tableau 03 : Résultats de la chromatographie sur couche mince des alcaloides totaux extrait

des graines de coloquinte :

0.05

0.08

9/1 11 0.11

Chloroforme/Méthanol 0.14
0.19

0.22

0.23

0.37

0.54

0.75

0.86




L’analyse du résidu par chromatographie sur couche mince réwvele la présence de 11 taches

importantes avec le systeme Chloroforme/Méthanol (9/1).

3. Balayage spectral :
Les alcaloides totaux extraits des graines de coloquinte sont dissous dans DMSO et leur
spectre UV-visible est mesuré a ’aide d’un spectrophotometre.

Les données issues de ces mesures sont reprises dans le tableau 04 suivant :

Tableau 04 : Résultat de balayage spectral des alcaloides totaux extrait des graines de

coloquinte :

_ 220, 230, 260, 270, 300, 310, 350

4. Tests phytochimiques

Les tests phytochimques consistent a détecter les différentes familles de composes existantes
dans la partie étudiée de la plante par les réactions qualitatives de caractérisation. Ces réactions
sont basées sur des phénomenes de précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques a
chaque famille de compose.

Les résultats des tests phytochimiques effectues sur les deux extraits préparés par macération
en milieu acide ou infusion en milieu aqueux des graines de coloquinte sont regroupés dans le
tableau 04 suivant :

Tableau 05 : Résultats des tests phytochimiques des extraits acides et aqueux des graines
de coloquinte (Cirtullus colocynthis).

Meétabolites Réaction et réactif | Macération en Infusion en

milieu acide milieu aqueux

Les alcaloides Mayer +4++ +

Wagner 4t T

Les tanins FeCl3al% - +




Les flavonoides Mg** - _

Les saponosides Test de mousse - +

Les coumarines NH,OH - -

Stérols et triterpenes PRCEMe[plsl + -
Libermann Buchardt

Les composés Liqueur de Fehling +++ -

réducteurs

+ : positif ; ++ : trés positif ; +++ : hautement positif ; - : négatif.

D’apres les résultats obtenus, nous avons constaté la présence des alcaloides dans les deux
extraits, les tanins et saponosides dans 1’extrait préparé par infusion ; les hétérosides (Stérols et
triterpénes) et les composés réducteurs dans I’extrait préparé par macération. De méme nous

avons noté I’absence des flavonoides et les coumarines dans les deux extraits.



Analyses biologiques
1. Evaluation de la toxicité aigue :
Aprés I’administration intra-peritonéale des différentes doses (de 150 mg/kg a 800mg/kg) des
alcaloides totaux extraits des graines de coloquinte (Citrullus colocynthis), aux différents lots
des rats, nous avons obtenu les résultats suivants :

1.1. Observation du comportement et détermination de la dose Iétale (DL50 et DL100) :

Dés le début du traitement et ceci méme pour les doses faibles, nous avons constaté chez les
animaux une carte clinique caractérisée par des symptomes graves :
> une difficulté de respiration et agitation,
7 Tactivité des animaux se réduit, leur démarche devient lente, puis peu a peu ils se
couchent sur le ventre, et enfin ils se rangent les uns a coté des autres .
> La mort survient a partir de la 2°™ heures jusqu'a 24°™ heures.
> Aprés 48 heures, les animaux survivants ont retrouvé un comportement normal

comparable a celui des témoins.

Les Symptdmes observés et la mortalité notée des rats durant les 24 h sont résumés dans

les Tableau 06 et 07 respectivement.

Tableau 06: Les symptdmes apparus chez lesrats normaux glycémiques aprés 1’injection de

différentes doses des alcaloides totaux.

Dose (mg/kg) NaCl (9 g/l) 150

symptémes

Comportement anormal 0 0 5 5 5
Marche anormale 0 0 4 5 5
Activité réduite 0 0 4 5 5
Contraction abdominal 0 0 0 3 5

Gonflement de la partie 0 0 0 4 5
d’mjection

Sang dans I'urine




agitation 0 0 0 0 3
Coma 0 0 0 0 1

Tableau 2 : Mortalité des rats normaux glycémiques aprés 1’injection de différentes doses des

alcaloides totaux.

0 0 0

150

300 0 0 0

600 0 0 0

800 4 1 5

D’aprés les résultats ci-dessus, la dose létale DLy, (la dose qui entraine la mort de 100% de
I’effectif des rats du lot) des alcaloides totaux administrés par voie intra-péritonéale chez les rats

Wistars serait de 800mg/kg.

+«» Deétermination de la DLs, (par la méthode de Litchfield et Wilcoxon ;1985)

Nombre de rats morts
w
1

2,17 2,47 2,77 2,9
Log(dose mg/kg)

Figure 06: Détermination de la DL50 par la méthode de Litchfield et Wilcoxon

(taux de mortalité en fonction de logarithme la dose injectée).



D’apres la figure 06, qui présente la courbe de nombre des rats mort en fonction log la dose
injectée en mg/kg , nous avons déduit une dose létale médiane DL50 de 683,91 mg/kg p.c pour

les alcaloides totaux administrés par voie intra-péritonéale chez les rats Wistars

1.2. Le suivie des signe de toxicité et 1’effet des alcaloides totaux des graines de Citrullus

colocynthis sur les poids des rats pendant 21 jours :

Tous les rats survivants se trouvent a 1’état normal pendant toute la semaine qui suit 1’injection

intra-péritonéale.

Tableau 08 : Résultats de I’évolution du poids corporel en (g) et la variation de taux de

croissance en (%) pendant 21 jours qui suit I’injection d’extrait.

1*" jour 2™jour 7&me jour 14°™ jour 21°™ jour
243,52+17,23  252,88+23,78  274,08%+21,57 277,20%£21,45
RTN NaCl 0,9% 238,12+17,59
+2,27% +6,20% +15,10% +16,41%
180,60+29,04  181,40+33,16  184,20+36,07 215,4+37,84
RN150 150 180,40+25,53
+0,11% +0,55% +2,11% +19,40%
131,80+11,34  132,20+10,40 140,2+9,23 144,6+7,83
RN300 300 140,4+13,01
-6,13% -5,84% -0,14% +2,99%
140,8+13,59 158,00+14,78 161,6+14,29 177,2+16,60
RN600 600 151,60+15,92
-7,12% +4,22% +6,60% +16,89%
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Figure 07: Ewvolution du poids corporel chez les rats normaux glycémiques apres
I’injection IP d’alcaloide totaux.

Chez les rats témoins et les rats (RTN) nous avons constaté une croissance réguliére du poids

corporel.

Nous avons noté une diminution des taux de croissances chez la plupart des lots de rats, une
semaine aprés 1’injection intra-péritonéale des différentes doses d’alcaloides totaux des graines
de coloquinte, par rapport aux rats témoins, avant le retour d’une croissance réguli¢re a la fin
d’expérimentation. De plus nous avons noté des chutes de poids corporel , au 2™ jour, chez
certains lots qui peut arriver a -7,12% et — 6,13% chez les rats de lot (RN600 et RN 300) qui
recoivent une injection de 600mg/kg et 300mg/kg respectivement. Cette chute peut étre

expliquée par D’effet toxique des alcaloides administrés.

2. Recherche d’effet hypoglycémiant des alcaloides totaux des graines de
Citrullus colocynthis a difféerentes doses :

1.2. Effet des alcaloides totaux sur la glycémie a courte terme :

Le tableau 09 : présente 1’évolution de la glycémie durant 3heurs chez les rats Wistar normaux
glycémique soumis & des injections intra-péritonéales des différents dose des alcaloides totaux
des graines de Citrullus colocynthis. Cette variation de la glycémie est exprimée en % par
rapport au la glycemie basale de temps Omin (T).

Tableau 09 : Variation de la glycémie durant 3heurs aprés 1’injection intra-péritonéale des

alcaloides totaux des graines de Citrullus colocynthis.



0,92+0,28

0,82+0,15 0,91+0,13
NaCl 0,9% 1,01+0,26

-8,93 -18,68 -9,75

0,88+0,12 0,83+0,12 0,83+0,15
300 0,81+0,21

800 1,07+0,14

+8,89 +2,72 +2,47

1,05+0,64 0,82+0,20 0,54+0,45

-1,64 -23,36 -49,53
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Figure 08 : Evolution de la glycémie chezles rats traités par I’injection intra-péritonéale

de différentes doses d’alcaloides totaux a courte terme.

Apres I’injection intra-péritonéale de différentes doses d’alcaloides totaux extraits des graines
de coloquinte chez les rats normaux glycémique, nous avons enregistré un effet hypoglycémique
(une glycémie au dessous de 0,55¢/l) aprés une dose de 800mg/kg marqué par une diminution

de la glycémie d’ordre de 49% (de 1,07 a 0.54 g/1) par rapport a la glycémie basale au temps TO.

De plus, nous n’avons pas noté un effet hypoglycémique durant 3 heurs chez les rats normaux

glycémiques des autres lots (RTN, RN150, RN300et RN600).

Par contre, nous avons constaté une augmentation de la glycémie I'ordre de 39,82% et
8,89% par rapport aux Ty, chez les rats normaux soumis a une injection intra-péritonéal de

150mg/kg et de 300mg/kg d’alcaloides totaux respectivement.



2.2. Effet des alcaloides totaux des graines de Citrullus colocynthis sur la glycémie a

moyenne terme :
Apres I'injection intra-péritonéale de différentes doses d’alcaloides totaux extraits des graines de
coloquinte ; Les rats sont suivis chaque semaine (durant 3 semaines) .Les résultats obtenus sont
présentés dans le tableau 10 et la figure 09 suivants :

Tableau 10: évolution de la glycémie durant 3semaines aprés Iinjection intra-péritonéale des

alcaloides totaux des graines de Citrullus colocynthis.

2j 7i 14j 21j

1,32+10,12 0,9%+0,12 1,28+0,13 1,16%+0,11

NaCl 0,9% 1,01+0,26 30,9

-10,74 26,61 15,21

1,15+0,09 0,80%0,05 1,28+0,23 0,92%0,18

150 0,9020,16 +27,43 111,06 +41,37 +1,33

0,74%0,09 0,99%0,16 0,77%0,09 0,80%0,11

300 g;81:0,21 9,14 21,98 4,9 -1,48

0,70%£0,10 0,88%0,28 0,65%0,29 1,01+0,31

600 0,79+0,09 -11,42 11,68 -17,51 +28,43
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Figure 09 : Evolution de la glycémie chezles rats traités par I’injection intra-péritonéale

de différentes doses d’alcaloides totaux a moyenne terme.

Durant 3 semaines de suivis nous avons noté le retour a I’état normal de la glycémie, sans noté
d’effet hypoglycémiant, chez les différents lots des rats soumis a différentes doses d’alcaloides

totaux extraits des graines de coloquinte.



Discussion

L’utilisation des plantes médicinales est aujourd’hui la forme de médecine la plus répandue a
travers le monde. Le recours au traitement par les plantes ainsi que la recherche de nouwelles

substances a activité biologiques constituent une des plus grandes préoccupations scientifiques.

De ce fait, plusieurs travaux ont été¢ réalisés pour 1’évaluation des secrets des plantes
médicinales dont la présente étude qui est consacrée a la recherche de toxicité et 1’effet
hypoglycémiant a partir des alcaloides totaux extraits des graines de coloquinte(Citrullus

colocynthis).

Plusieurs études ethno pharmacologiques classent la coloquinte comme étant une plante
traditionnelle utilisée pour traiter le diabéte. Bnouham et al., 2006, ont classé la coloquinte
parmi les plantes antidiabétiques les plus étudiées dans les recherches scientifique entre 1990 et
2000.

Wasfi, 1994 ; Lev et Amar, 2002 ; Said et al., 2002 ont constaté que en: Arabie saoudite,
Emirats Arabe unie, Jordanie, Israél, Palestine et Golan, les graines et les fruits de la coloquinte

sont recommandées aux diabétiques pour leur effets antidiabétiques.
Plusieurs recherches confirment 1’effet antidiabétique d’extrait alcaloide citant :

Azzi en 2007, a montré que les alcaloides totaux (80mg/kg) extraits des graines de coloquinte
provoquent une diminution de I’hyperglycémie chez les rats rendus diabétiques par la

streptozotocine a court terme et a long terme.

Zekri et Dib (2000), ont trouvé que 1’administration intra-péritonéale d’un extrait d’alcaloides
des graines de Citrullus colocynthis (coloquinte) améliore 1’homéostasie du glucose chez des
rats rendus diabétiques par STZ par rapport aux rats diabétiques témoins. Cette diminution

persiste pendant 4 semaines.

Day et al. (1990), ont isolé des alcaloides a partir des fruits de Momordica charantia L.,
famille des cucurbitacées (méme famille que la coloquinte), par une extraction en milieu alcalin
et du chloroforme, lavé en suite par un acide et du chloroforme. Les résidus d’alcaloides obtenus

ont un effet antihyperglycémiant sur des souris rendues diabétiques par la STZ.



L’extraction des alcaloides totaux a partir de 100g des graines de coloquinte broyées et
dégraissées permet de récupérer un produit cristallisé de couleur jaune, avec un rendement de
0,5%.

En effet, d’aprés 1’analyse chromatographique en couche mince en présence d’une phase
mobile contenant du chloroforme et du méthanol (9 :1).I’extrait des alcaloides serait composé

d’au moins 11 constituants.

Darwish-Sayed et al. en 1973, ont séparé, par chromatographie sur couche mince, en plus
d’une choline trois alcaloides a partir des graines de coloquinte récoltées dans la région de
Marsa-Matrouh (Egypte) en utilisant une phase mobile contenant du chloroforme et du
méthanol (9 :1). Ces alcaloides sont identifiés par RMN : (C10 H;s N O3z et C,y Hz, NO) sont
considérés comme des dérivés de la pyridine, tandis que le troisieme (C,5H,4NO-) a été suggéré

étre le dérivé de laquinoléine.

D’aprés Azzi en 2007, 1’analyse chromatographique par CCM, en présence d’un mélange de
solvant contenant chloroforme et méthanol (9 :1), les alcaloides totaux extraits des graines de

la coloquinte révele au moins 3 substances.

D’aprés les différentes analyses biologiques in vivo que nous avons réalisés sur 1’effet
hypoglycémiant d’extraits d’alcaloides totaux des graines de Citrullus colocynthis. Nous avons
constaté que cet extrait n’a pas un effet hypoglycémiant a faible doses (moins de 600mg/kg).
Seul un effet hypoglycémiant marqué par une diminution de la glycémie d’ordre de -49.53%,

apres une injection intra-péritonéale de 800 mg/kg est enregistre.

D’aprés Abdel-Hassan et al. (2000), l'administration orale de 50mg/kg d’alcaloides de
I’épicarpe de citrullus colocynthis chez lapins normaux glycémiques ne provoque aucun effet

hypoglycémiant.

De méme, Raman et Lau (1996), ont noté que I’administration intra-péritonéale d’un
alcaloide pyrimidine nucléoside (Vicine) extrait des fruits de Momordica charantia L. cause

un effet hypoglycémiant chez des rats normaux a jeun.

Canal et al. (2000), ont montré que 1’administration d’un extrait des feuilles de figue (Ficus
carica L.) famille des Moracée, préparé par décoction des feuilles avec du HCI, traité par du
NaOH et extrait par du chloroforme (mode d’extraction des alcaloides), provoque une

diminution de I’hyperglycémie chez des rats diabétiques, Hammouda et Amer (1966), ont



montré que I’administration de tecomine et tecostanine, deux alcaloides isolés des feuilles de
Tcoma stans famille des bignoniacee, provoquent une diminution de la glycémie chez des

lapins normaux et rendus diabétiques par ’alloxane

La recherche de I’effet toxique des alcaloides totaux extraits des graines de coloquinte

(Citrullus colocynthis), nous a conduits a des résultats montrant un effet toxique clair et une

chute de la glycémie chez les rats normaux glycémiques a plusieurs niveaux de doses.

L’étude de la toxicité aigue (détermination de la DL50) par les alcaloides totaux des graines
de coloquinte (Citrullus colocynthis), a permis de estimer les valeurs de la DL50 chez rats
normaux glycémiques par la méthode graphique de Litchfield et Wilcoxon qui était de 683,91

mg/kg p.c et une DL100 enregistré de 800mlg/kg .

Ces valeurs nous a permis de constater que cet extrait ne provoque pas I’effet toxique sévere

chez les rats Wistar.

D’aprés Azzi R en 2007, La détermination de la dose létale 50 (DLs,) des alcaloides totaux
extraits des graines de coloquinte (Citrullus colocynthis), administrée par voie intra péritonéale
chez les rats Wistar nous a permis de confirmer la toxicité relative de cet extrait, qui a été de
800mg/kg

Mahdeb (2002), a montré que 1’administration par voie orale de 100 mg/kg des alcaloides

totaux extraits des feuilles du Datura stramonium L ne provoque aucun effet toxique.

Benouadah ( 2009), a noté que la détermination de la dose létale 50 (DLso) des alcaloides
totaux extraits des graines de Datura stramonium L. administrée par voie oral chez les rats
blanc (Albinos Wistars) a permis de confirmer la toxicité relative de cet extrait, qui a été de
DL50 =303.38mg/kg chez les males et (294,44mg/kg) chez les femelles.

Charnot (1945), a noté qu’a des doses élevées, cette plante est hautement toxique pour les
animaux et les humains. Les signes d’intoxication sont douleurs gastro-intestinales avec
diarrhée, vomissement, rétention urinaire, fatigue, hypothermie, désordre cardiaque et

congestion cérébrale produisant un effondrement fatal.



Conclusiongénérale :

A la lumiére des résultats obtenus, nous avons conclire que Iinjection intra-péritonéale des
différentes doses d’alcaloides totaux extraits des graines de coloquinte (Citrullus colocynthis) chez les
rats Wistar normaux glycémiques ont un légere effet toxique avec une DLso estimé de 683,91 mg/kg p.c.

et DLago enregistréee de 800mg/kg p.c.

De méme, cet extrait d’alcaloide ne provoque pas d’effet hypoglycémiant a des doses nférieur a

600mg/kg.

Par contre I'injection intra-péritonéale de différentes doses d’extrait ont montré une influence négative

sur la croissance réguliere des rats.

En perspectives; on propose :

» L’¢tude de la toxicocinetique.

> Tidentification, caractérisation, et séparation des différentes fractions des alcaloides par les méthodes
d’analyses chimiques : Chromatographie sur colonne, HPLC, CPG, RMN,...

> Tester des composés purifiés afin de déterminer le principe actif de chaque extrait.

»Utiliser d’autres especes animales et modelles expérimentaux.
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Tableau 01 : Variation de la glycémie durant 3heurs apres I'injection

intra-péritoneale de NaCl 0.9% chez les rats normaux témoins

Rat T0 1h 2h 3h
1 0,64 0,37 0,52 1,13
2 1,33 0,92 0,82 0,94
3 1,03 0,93 0,89 0,76
4 1,12 1,09 0,84 0,92
5 0,75 1,08 0,91 0,79
6 1,18 1,12 0,94 0,92

RTN 1,01 0,92 0,82 0,91
% -8,93 -18,68 -9,75

Tableau 02 : Variation de la glycémie durant 3 semaines aprés I'injection

intra-péritonéale de NaCl 0.9% chez les rats normaux témoins

rat TO 48h 7jour 14jour 21jour
1 0,64 1,37 0,91 1,38 1,05
2 1,33 1,41 0,97 1,42 1,16
3 1,03 1,12 0,91 1,27 1,14
4 1,12 1,41 0,97 1,27 1,25
5 0,75 1,37 0,67 1,27 1,05
6 1,18 1,24 0,97 1,05 1,32

RTN 1,01 1,32 0,9 1,28 1,16

% 30,91 -10,74 26,61 15,21

Tableau 03: Variation de la glycémie durant 3 heurs aprés I'injection

intra-péritonéale de 150mg/kg d’alcaloides totaux chez les rats normaux

glycémique.
rat TO 1h 2h 3h
1 1 1,43 1,31 1,29
2 0,72 0,85 0,87 0,98
3 1,12 14 1,55 14
4 0,86 0,82 0,82 1,81
5 0,82 0,92 0,98 0,84
RN150 0,90 1,08 1,11 1,26
% 19,91 22,35 39,82




Tableau 04: Variation de la glycémie durant 3 semaines aprés I'injection

intra-péritonéale de 150mg/kg d’alcaloides totaux chez les rats normaux

glycémique.
rat T0 48h 7j 14j 21j
1 1 1,13 0,81 1,68 0,71
2 0,72 1,17 0,76 1,24 0,83
3 1,12 1,11 0,79 1,23 1,14
4 0,86 1,06 0,89 1,12 0,84
5 0,82 1,29 0,77 1,12 1,06
RN150 0,90 1,15 0,80 1,28 0,92
% 27,43 -11,06 41,37 1,33

Tableau 05: Variation de la glycémie durant 3 heurs aprés I'injection

intra-péritonéale de 300mg/kg d’alcaloides totaux chez les rats normaux

glycémique
rat TO 1h 2h 3h
1 0,84 0,86 0,8 0,94
2 1,09 0,94 0,92 0,93
3 0,91 1,06 0,95 0,93
4 0,64 0,73 0,64 0,63
5 0,57 0,82 0,85 0,72
RN300 0,81 0,88 0,83 0,83
% 8,89 2,72 2,47

Tableau 06: Variation de la glycémie durant 3 semaines aprés I'injection

intra-péritonéale de 300mg/kg d’alcaloides totaux chez les rats normaux

glycémique
rat TO 48h 7j 14j 21j
1 0,84 0,71 1,19 0,79 0,78
2 1,09 0,82 0,98 0,84 0,9
3 0,91 0,61 0,75 0,7 0,91
4 0,64 0,82 1,05 0,66 0,63
5 0,57 0,72 0,97 0,86 0,77
RN300 0,81 0,74 0,99 0,77 0,80
% -9,14 21,98 -4,94 -1,48




Tableau 07: Variation de la glycémie durant 3 heurs apres I'injection

intra-péritonéale de 600mg/kg d’alcaloides totaux chez les rats normaux

glycémique
rat TO 1h 2h 3h
1 0,79 0,91 0,82 0,85
2 0,91 1,12 1,08 1,07
3 0,67 0,27 0,62 0,53
4 0,75 0,75 0,68 0,7
5 0,82 0,65 0,67 0,5
RN600 0,79 0,74 0,77 0,73
% -6,09 -1,78 -7,36

Tableau 08: Variation de la glycémie durant 3 semaines apres I'injection

intra-péritonéale de 600mg/kg d’alcaloides totaux chez les rats normaux

glycémique
rat T0 2j 7] 14j 21j
1 0,79 0,82 1,18 0,83 1,03
2 0,91 0,65 0,55 0,45 0,93
3 0,67 0,8 1,06 1,07 1,563
4 0,75 0,59 0,61 0,38 0,76
5 0,82 0,63 1 0,52 0,81
RN600 0,79 0,70 0,88 0,65 1,01
% -11,42 11,68 -17,51 28,43

Tableau 09: Variation de la glycémie durant 3heurs aprés I'injection intra-

péritonéale de 800mg/kg d’alcaloides totaux chez les rats normaux

glycémique
rat t0 1h 2h 3h
1 1,21 1,07 0,68 0,22
2 1,15 0,31] - -
3 0,89 0,96 0,96 0,86
4 1,03 1,87] - -
5 1,1 0,9]- -
RN800 1,07 1,02 0,82 0,54
% -5,02 -23,36 -49,53

Tableau 10 : Résultats de I'évolution du poids corporel en (g) et la

variation de taux de croissance en (%) pendant 21 chez les rats témoins




1 2j 7] 14] 21j
223,2 2254 2223 250,9 260,7
230 239 247 263,8 2572
228,2 236,3 281,1 307,7 310,8
242,2 2454 2418 267,4 274,5
267 2715 272,2 280,6 282,8
238,12| 24352 252,88] 274.08] 277,20
2,27 6,20 15,10 16,41

Tableau 11 : Résultats de I'évolution du poids corporel en

(g) et la variation de taux de croissance en (%) pendant 21

jours qui suit I'injection de 150mg/kg d’extrait.

1j 2] 7] 14j 21

221 225 228 233 266

169 165 161 164 192

189 195 205 212 246

166 162 159 161 189

157 156 154 151 184
180,40  180,60|  181,40[ 184,20 2154
0,11 0,55 2,11 19,40

Tableau 12 : Résultats de I'évolution du poids corporel en

(g) et la variation de taux de croissance en (%) pendant 21

jours qui suit I'injection de 300mg/kg d’extrait.

1] 48h 7] 14] 21j

123 114 116 127 134

149 139 141 146 153

130 127 128 134 140

152 141 140 148 151

148 138 136 146 145

140,4| 131,80] 132,20 140,2 144,6
-6,13 -5,84 -0,14 2,99




Tableaul3 : Résultats de I’évolution du poids corporel en

(g) et la variation de taux de croissance en (%) pendant 21

jours qui suit I'imjection de 600mg/kg d’extrait.

1j 48h 7 14j 21j

144 125 149 150 177

140 134 151 156 176

178 161 184 185 204

155 146 156 165 170

141 138 150 152 159
151,60 1408 158,00 161,6 177,2
-7,12 4,22 6,60 16,89




