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Résume
Le présent travail porte sur I’ effet de I’ extrait éthanolique des graines de la coloquinte

(Citrullus colocynthis) «Handal», famille des cucurbitacées, sur |'évolution quelques

parameétres biochimiques sériques chez les rats Wistar.

Cette plante est utiliste comme remede traditionnel pour le traitement du diabete

sucré dans larégion du Maghreb et du Moyen- Orient.

Les tests phytochimique de I’ extrait éhanolique des graines de Citrullus colocynthis
nous a permis de révéler la présence des. tanins, alcaloides, glycosides (stérols et triterpenes)
et des composés réducteurs. Par ailleurs, la chromatographie sur couche mince a permis la

separation de 9 taches pour notre extrait.

L’ influence de I’ extrait éthanolique des graines de la col oquinte (Citrullus col ocynthis)
sur |'évolution de paramétres biochimiques (glycémie, TGO, TGP, ALP, cholestéral,
triglycéride, créatinine) et poids corporel a été suivie 21 jours apres I'injection intra
péritonéal e des différents doses (75, 100, 200mg/kg).

Les résultats obtenus montrent une augmentation des parametres enzymatiques

hépatiques et de créatinine chez les rats wistars qui regoivent au moins une dose de 100mg/kg

d extrait éthanolique des graines de la coloquinte (Citrullus colocynthis).

De plus, une augmentation significative de triglycéride a été enregistrée ; par contre le

changement de cholestérol n’ étre pas significatif.

A partir des résultats obtenus nous pouvons conclure que I’ extrait éthanolique des
graines de Citrullus colocynthis a un effet toxique ramarquable sur la fonction hépatique et
rénale des rats Wistar.

Motsclés: Citrullus colocynthis, extrait é&hanolique, paramétres biochimiques, rats.
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Introduction générale

Depuis des millénaires, tous les peuples ont élaboré des médecines selon leurs
intelligence, leurs génie, leurs conception culturelle de la santé, de la maladie et les rapports
gu’ils entretenaient avec leur environnement [Eddouks et al., 2007].

L’échec des traitements pharmaceutiques conventionnels, surtout dans le cas de
maladies chroniques, la forte incidence des effets indésirables qui leur sont associés et
I'insuffisance des infrastructures sanitaires dans les pays en voie de développement font
gu’'une large tranche de la population mondiale dépend essentiellement de |la médecine

naturelle, complémentaire ou paralléle pour se soigner.

Traiter, soigner, ou gueérir les maladies, ¢’ est le but des phytothérapeutes a travers le
monde. De ce fait plusieurs maladies qui posent de tres graves problemes al’ échelle mondiale
sont prises en charge par les chercheurs dans ce domaine afin de trouver de nouveaux

remedes.

Une des maladies les plus dangereuses est le diabete sucré qui est considéré parmi les
maladies |es plus fréquentes de notre civilisation. Le diabéte sucré est un groupe de maladies
métaboliques dont la caractéristique principale est une hyperglycémie chronique résultant
d’'un défaut de secrétion, d’action de I’insuline ou de ces deux anomalies associées [The
Expert Committee...,1997].

Il est I’une des principa es maladies non transmissibles dont |a fréquence augmente a
une vitesse alarmante partout dans le monde, aussi bien dans les pays développés que dans

les pays en voie de dével oppement.

L’ impact de cette pathologie sur les systémes de santé est tres lourd a travers les pertes
humaines et les colts liés aux traitements, a la prise en charge et aux complications. Les
traitements actuels représentés essentiellement par I'insuline et les hypoglycémiants oraux
visent a soigner et non a guérir la maladie. Au cours des derniéres décennies, une attention
particuliere a ciblé I’ utilisation des plantes médicinales dans le traitement et le contrble de
cette maladie conformément aux recommandations de|’OM S [Eddouks et al., 2007].

Ainsi, une grande partie de la population diabétique, en Algérie comme dans les
autres pays du reste du monde, se tournent de plus en plus vers les traitements traditionnels a

base des plantes.

Plusieurs études ethnopharmacologies ont été réalisées dans la région du Maghreb,

dont la population est reconnue par I’ usage de plantes médicinaes, montrent la diversité des

[1]



Introduction générale

plantes médicinales utilisées pour le traitement du diabéte comme la Citrullus colocynthis,
Berberis wulgaris, Trigonella Foenum, ... [Ziyyat et al, 1997; Jouad et al., 2001;
Bnouham et al., 2002].

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 ,... ont démontré que les extraits de la coloquinte présentent des effets

antihyperglycémiants.

De notre part, nous nous sommes intéressees a |’ étude de I’ évolution des paramétres
biochimiques sériques chez les rats Wistar traités par I’ extrait éhanolique des graines de la

coloquinte (Citrullus colocynthis).
Pour cela, nous allons proposer un protocole expérimental en deux parties :
Analyses phytochimiques :

- préparation des graines de coloquinte broyées et dégraissées ;

- extraction d extrait éhanolique des graines de coloquinte par décoction a reflux
durant 6 heures;

- tests phytochimiques des différentes familles des métabolites secondaires
(alcaloides, tanins, flavonoides, saponosides, glycosides, coumarines, ...)

- Séparation des différents composants d’extrait préparé par chromatographie sur
couche mince dans diff érentes phases mobiles.

Analyses biologiques

- élevages et préparation des rats Wistar;

- injection intra-péritonéale des différentes doses d'extrait éhanolique (une
injection chaque semaine);

- suivie I'évolution de quelques parametres sériques biochimiques (glycémie,
cholestérolémie, triglycéridémie, transaminases, urée et créatinine) avant et

3semaines apres |’ injection d’ extrait.

(2]



|. Généralitéssur lediabéte

Le diabéte sucré est défini par un désordre métabolique, d étiologies diverses,
caractérisé par la présence d’ une hyperglycémie chronique accompagnée d’une perturbation
des métabolismes glucidique, lipidique et protéique, résultant d'un défaut de sécrétion

d’insuline, de son activité ou des deux associés [Widjaja et al., 1999].

Il est aussi défini par une glycémie supérieure a 1,26g/| (7mmol/l) & deux reprises.
Cette définition est fondée sur le seuil glycémique a risque de microangiopathie, en particulier
arisque de rétinopathie [Sachon et al., 2004].

Une glycémie toujours élevée peut causer des dommages along terme et provoquer la
dysfonction et la défaillance de divers organes comme les reins, les yeux, les nerfs, le ceeur et
les vaisseaux sanguins. Les complications qui touchent ces organes peuvent entrainer la mort.
[Santé canada, 2002]

Selon les données récentes de Fédération Internationale du Diabéte (FID), le nombre
des personnes touchées par |e diabéte dans e monde entier a augmenté de facon spectaculaire
ces derniéres années.il a passé de 177 millions diabétiques en 2001 [IDF, 2005] a 286
millions diabétiques en 2010 [Tiphaine, 2010]. Actuellement, il y a plus de 366 millions de
diabétiques dans le monde et il peut augmenter a 552 millions ou plus dici I'an 2030
[Whiting et al., 2011].

Ainsi, en Algérie, laprévalence du diabéte n’a cessé d’ augmenter ces quinze dernieres
années: 2,1 % aAlger en 1992 [Bezzaoucha, 1992], 8,7 % en 1995 [K emali, 1995].

Selon les données épidémiologiques publiées par I'Ingtitut national de la santé
publique (INSP) (Algérie) en 2005, le diabete sucré est |la deuxiéme pathologie chronique
aprés I'hypertension, en Algérie. Sa prévalence est de 12,29% sans différence significative
selon le sexe (11,93% pour les hommes et 12,54% pour les femmes) [T ahina, 2007].

Dans la région de Tlemcen (Ouest algérien) une éude menée sur un échantillon de 7
656 individus a révélé une prévalence du diabete estimée a 14,2 % (10,5 % prévalence de
diabéte de type 2 et 3,7 % prévalence de diabete de type 1) [Zaoui et al., 2007].

En ce qui concerne les types de diabéte, une nouvelle classification du diabéte a été
proposée par |I’American Diabetes Association (ADA) en 1997. Cette classification
différencie quatre grands types de diabete : [The expert Committee..., 1997]

[3]
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1-Lediabéte de type 1 (anciennement insulino-dépendant) : est une affection auto-immune,
caractérisée par la destruction des cellules 3 du pancréas. Le manque d'insuline qui en
découle rend I’administration de cette hormone indispensable. Cette affection apparait

généralement pendant lajeunesse. Il est divisé en 2 sous types:

- Le diabéte de type 1 auto-immune

-L e diabéte de type 1 idiopathique [Wens et al., 2007; Drouin, 1999].

2-Diabéte de type 2: anciennement appel € le diabéte non insulinodépendant (DNID), 11 est
peut étre surtout attribuable a une résistance a I’'insuline accompagnée d'une carence
insulinique relative ou a une anomalie de la sécrétion d'insuline accompagnée d une
insulinorésistance [Girard, 1999 ; Halimi et al., 1999 ; Drouin et al., 1999 ; Association
Canadienne du diabete, 2003].

3-Diabétes gestationnel : cette forme de diabéte est généralement transitoire et disparait
dans les semaines suivant |'accouchement. Les femmes qui ont souffert du diabéte
gestationnel risquent davantage de développer un diabéte type 2 par la suite [Naylor et al.,
1997].

4-Autres types de diabete spécifiques (ex-secondaires): Il Sagit d'un ensemble
hétérogene daffections du pancréas exocrine, d endocrinopathies, de diabetes
meédicamenteux ou chimiques, et d affections génétiques, en particulier au niveau de la
cellulef (diabete MODY [Maturity Onset Diabetes of the Young] et diabéte mitochondrial)
[Buysschaert et Her mans, 199§].

L’ American Diabetes Association (ADA) propose, pour la pratique clinique, de
déterminer la glycémie a jeun sur du plasma veineux. Le test est simple a effectuer, non
incommodant pour le patient, peu onéreux et relativement bien reproductible. «A jeun »
signifie que le patient n'a absorbé aucun aiment (calories) dans les 8 heures au moins
précédant le test. Le test TOTG (Test oral de tolérance au glucose) est uniquement
recommandé a des fins de recherche ou pour le diagnostic du diabete de grossesse [ADA,
2005].

[4]
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Tableau 1 : Critéres diagnostiques pour le diabéte de type 2 [ADA, 2005]

Stade (état) Concentration en glucose Diagnostic

A jeun < 100 mg/d! (5.5 mmol/l) normal

>100 mg/dl et < 126 mg/dl | glycémie ajeun anormale
(5,5 mmoal/l et 7,0 mmol/Il)

>126 mg/dl (7,0 mmol/I) diabéte sucré

(Au hasard) Non ajeun >126 mg/dl et < 200 mg/dl | répéter ajeun
(7,0 mmol/I et 11.1 mmol/l)

>200 mg/dl (11,2 mmol/I) diabete sucré

2heuresapreslaprise >140 mg/dl et < 200 mg/dl | Intolérance  au  glucose
275 g de glucose (TOTG¥) (7,8 mmol/l et 11.1 mmol/l) | (IGT**)
>200 mg/dl diabéte sucré

* TOTG : Test ora de tolérance au glucose
**|GT : Impaired Glucose Tolerance

Le diabéte type2 est laforme de diabéte la plus répandue représentant prés de 90% des
cas diagnostiqués. Ce type de diabéte se manifeste communément a |I'age adulte [OMS,
2002].

Il est le plus souvent associé a plusieurs facteurs de risque: la prédisposition
génétique, I’ &ge, I’ obésité dans 80% des cas, |a sedentarité et I’ intolérance au glucose [Bucsh-
brafin et Pignet, 2001 ; Girard, 1999; Vaag, 1999].

Il est aujourd’ hui admis que I" hyperglycémie des sujets diabétiques de type 2 est la
conséguence de deux troubles interdépendants [Arbouche, 2007].

« Untroubledel’insulinosécr étion :

- qualitativement, diminution du pic de réponse précoce aux aliments, en particulier au
glucose,

- quantitativement, diminution des capacités insulinosécrétoires qui se majorent
progressivement dans le temps pour aboutir de facon plus ou moins tardive a une
insulinopénie profonde.

[S]
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« Destroublesdela sensibilité al’insuline ou insulinor ésistance:

Diminution des effets de I’insuline sur les tissus insulinosensibles (tissus musculaires,
tissus adipeux, le foie). L’insulinorésistance est donc caractérisable au niveau des tissus
périphériques, en particulier, du transport du glucose dans le muscle, dans le tissu adipeux et
de la production hépatique de glucose. Cette insulinorésistance est aggravée par
I" hyperglycémie et I’excés d’ acide gras libre circulants ou de triglycérides stockés en exces
dans le muscle [Halimi, 2003].

La prévaence des complications liées au diabete varie suivant la durée du diabete et |la
régulation de la glycémie. Les maadies macro- et microvasculaires sont les causes les plus
importantes de morbidité et de mortalité attribuées au diabete. Le diabéte est la cause la plus
importante de cécité chez I'adulte, ains que d amputation non traumatique des membres
inférieurs et d’insuffisance rénale impliquant transplantation et dialyse. De plus, le risque de
maladie coronarienne est deux a quatre fois plus élevé chez les patients diabétiques et le
risque daccident vasculaire céréoral et de maadie vasculaire périphérique augmente
fortement [ADA, 2005].

Ces complications non traitées conduisent a un taux de mortaité élevé; d'ou le

traitement présente alors un intérét essentiel [Stratton et al., 2000].

Pour cette raison, le traitement du diabéte a pour objectif d’améliorer le bien-étre du
patient diabétique pour qu’il-puisse mener une vie similaire du point de vue qualitatif et

guantitatif a celle d’ une personne ne souffrant pas du diabéte.
Concrétement, celasignifie:

- eviter les symptomes liés al’ hyperglycémie,

- prévenir les complications aigués (hypoglycémie, hyperglycémie),

- éviter les complications chroniques,

-diminuer lamortalité,

-maintenir I’ autonomie du patient,

-contrer ladiscrimination sociale [Wens et al., 2007].

Toute prise en charge du patient diabétique de type 2 doit commencée par des mesures

nutritionnelles associées a un exercice physique régulier.

[6]
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Ces deux mesures améliorent la sensibilité destissus al’insuline. Elles peuvent suffire,
tout au moins au début de la maladie, a atteindre les objectifs glycémiques recommandés
[Avignon et al., 2001].

Lorsgque les mesures diététiques et |’ exercice ne procurent pas les résultats souhaités,
on a habituellement recours a un seul agent de n’importe quelle classe d’ antihyperglycémiants
oraux; I'administration précoce d'un traitement d’association est une autre option pour la
prise en charge du diabéte de type 2 a |I’aide d’'agents antihyperglycémiants oraux. Chez
certaines personnes atteintes de diabete de type 2, on a généralement recours a
I’insulinothérapie [Hanna et al., 2003].

Les médicaments existant du diabéte de type 2 (antidiabétiques oraux) se répartissent

en trois familles pharmacologiques :

- les agents insulino-stimulants, capables de restaurer la réponse insulinique pancréatique :
ce sont les sulfonylurées ou substances apparentées (glinides), qui stimulent la sécrétion
d’insuline en agissant sur le canal potassique-ATP dépendant présent sur la membrane de la

cellule B pancréatique.

- les agents agissant sur I’action de I’insuline sur les tissus cibles extra-pancréatiques ; ce
sont des insulino-sensibilisateurs. Le chef de file est un biguanide, la metformine. Plus

récemment ont été dével oppées les glitazones.

- les inhibiteurs des a glucosidases qui réduisent 1’absorption intestinale de glucose

(acarbose et substances apparentées) [Charbonnel et Cariou, 1997].

En cas d échec du traitement antidiabétique oral chez le diabétique de type 2, il parait
nécessaire dinstaurer précocement une insulinothérapie pour préserver le capital
insulinosécrétoire résiduel [Grimaldi, 2004].

L’insuline est souvent temporairement nécessaire en cas de déreglement aigue de la
glycémie, comme lors d’une infection, d'un infarctus du myocarde, d une intervention
chirurgicale, de!’ utilisation de corticostéroides, etc [Yki-Jarvinen et al., 1999].

Ainsi, éant donné le nombre croissant de diabétiques de type 2, la recherche de
nouveaux agents pharmacologiques ou I’ identification de nouvelles cibles pharmacol ogiques
S est intensifiée ces dernieres années. Les plantes peuvent fournir la source pour de nouveaux
meédicaments antidiabétiques, et des centaines de plantes ont été citées dans le traitement
traditionnel du diabéte[Ivorraet al., 1989].

[7]
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II. Lesplantes médicinales

Il'y aenviron 500000 plantes sur terre; environ 10000 d entre elles, possedent des
propriétés médicinales[L ar ousse, 1997].

Depuis des temps immémoriaux, les plantes ont servi comme premiere source de
meédicaments pour les hommes, et elles ont continué a fournir a |I”humanité, des remédes

thérapeutiques nouveaux et originaux jusqu’ a aujourd’ hui [L educ, 2006].

Durant ces deux dernieres décennies, |a recherche en phytothérapie devient une des
plus grandes préoccupations scientifiques [Njike et al., 2005]. De fait, 'OMS a mis une
stratégie pour la médecine traditionnelle dont le but est de maximiser les possibilités de cette
forme de médecine en tant qu'une source de soins de santé, et de protéger la matiére premiere
surtout dans le cas des plantes[OM S, 2002].

Selon les estimations de |’ Organisation mondiale de la santé (OMS), plus de 80% de
la population mondiale, surtout dans les pays sous-développés, ont recours aux traitements
traditionnels pour satisfaire leurs besoins en matiere de santé et de soins primaires
[Farnsworth et al., 1985].

II1. Lesplantesantidiabétiques
Pour pallier aux effets secondaires des traitements antidiabétiques, les recherches
scientifiques portent sur 1123 plantes utilisées traditionnellement contre le diabéte [M arles et
Farnsworth, 1996]. Cependant, juste une minorité de ces plantes connaissent une évolution
scientifique, citons essentiellement, Momordica charantia, Catharanthus roseus,

Trigonella foenum-greacum, Allium cepa, Allium sativum, et autres [Al Achi, 2005].

Bnouham et al., en 2006, ont regroupé 176 espéces des plantes appartenant a 84
familles montrant un pouvoir antidiabétique et reporté dans la littérature entre 1990 et 2000.
La plus part des plantes étudiées ont confirme leur pouvoir hypoglycémiant, soit en corrigeant
les anomalies métaboliques ou en retardant les complications du diabéte [Bnouham et al.,
2006].

[8]



Synthése bibliographique

Tableau 02: Quelques plantes a pouvoir antidiabétique sélectionnées par Bnouham et al.,

2006 reporté dans lalittérature entre 1990 et 2000, montrant leur partie utilisée ou principe

actif et leur effet.

Familles

Especes

Partie utilisée

Principe actif

Effets antidiabétiques sur Référence

Rats (50-200mg/kgi.v) et
souris (50-100 mg/Kg S.c)

Yang et al.

Panax ginseng Rslc mz (tgilcllleS:)ng normaux et hyperglycémie | 1990; Wang
polypep induit par adrénaline, etal., 1990
L, glucose et alloxane)
Araliacées . , Souris (normaux et Ohnishi et
Ginseng Radix . (e )
Extrait aqueux hyperglycémie induit par al,, 1996
adrénaline)
Aralia elata Ecorce_des racines ) . Yoshikawa
(elatosides saponins; | Tolérance au glucose chez
. . etal, 1994
acides oleanoliques les rats
glycosides)
. Perez-
Brickellia Extrait d’hexane 233;2%1/0 Il(fn 1;52?2&%5 Gutierrez
veronicaefolia ' etal.,, 1998
Astéracées Extraits 10-50 mg/Kg .Souris Perez et al.
chloroformiques des , '
. normaux et diab. (alloxane) | 2000
feuilles (Flavone)
Gynura Extraits éthanoliques 50f150 et 300 mg/Kg par Zhang et
procumbens . voie orale chez les rats
des feuilles 1 sas Tan, 2000
diabétiques par STZ
. Alca101d_e, Administration orale Abdel-
Citrullus saponoside et , . .
colocynthis alycoside de d’extraits chez les lapins Hassan et
iy . diab. (Alloxane) al,, 2000
Cucurbitacées I'épicarpe des fruits
. Extraits 50% 30 mg /Kg administré par . .
Momordica p . . Higashino
h tia L méthanolique et vois orale chez des rats etal. 1992
charantia £ extrait n-butanolique | diabétiques STZ N
Poudre de fruits Traitement de 15 jours Rao et al,,
pour des rat diab. Alloxane | 1999
Crgton ]?}terpene extrait de Rats diab. alloxane Farias et al.,
cajucara I’écorce 1997
Diminution de la glycémie 3
. 0 R
L Phyllanthus Ex,t r}? Its 510 o {}e(tilre's apres d Higashino
Euphorbiacées urinaria Linn methanolique et administration de etal. 1992
extrait n-butanolique | 30mg/Kg par vois orale ’
chez des rats diab. STZ
Diminution de glucose
Maprounea . . N . . Carney et
: Extraits ethanoliques | aprés I'administration orale
africana . al., 1999
chez les souris
Administration orale
Lamiacé Ocimum Extraits alcooliques chez des rats normaux Chattopad
amiacees sanctum des feuilles hyay; 1993

diab. STZ
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Marrubium
vulgare

Extrait brut par
décoction

Administration intra

50% dextrose 4ml/Kg)

gastrique chez des lapins Roman-
avec hyperglycémie Ramos et
temporaire (solution de al., 1992

Salvia
lavandifolia

10mg/Kg Résidu
secs

Rats diab. STZ

Zarzuelo et
al., 1990

STZ: Streptozotocine; Diab: Diabétiques

1. Etudesethnobotaniques et ethnophar macologiques des plantes

antidiabétiques

+» Dansle monde

Plusieurs enquétes ethnopharmacologiques ont été menées a travers le monde pour

recenser les plantes antidiabétiques utilisées dans les différentes pharmacopées traditionnelles
[Eddouks et al., 2007]. Par exemple au Maroc, Ziyyat et al., 1997; Merzouki et al., 2000;
Jouad et al., 2001 ; Bnouham et al.,2002 ; EI Amrani et al., 2010 ont classé plus de 100

plantes médicinal es destinées au traitement du diabete dans ce pays.

Le tableau suivant résume quelques éudes ethnobotaniques sur les plantes

antidiabétiques dans différentes régions du monde.

Tableau 03:

recensées dans différentes régions du monde [Azzi, 2007].

Pays (régions)

Nombre d’ espece

Quelques éudes ethnobotaniques sur les plantes antidiabétiques

Référence

Algérie (région de Tlemcen)

80

[Benmehdi, 2000]

Maroc

152 especes (45 familles)

[Eddouks et al., 2007]

Maroc

176 espéces (84 familles)

[Bnouham et al., 2006]

Isradl, Golan et Palestine

26

[Said et al., 2002]

Afrique du Sud (région
d’Eastern Cape Province)

14 especes pour 6 familles

[Erasto et al., 2005]

Canada (Québec)

18 espéces pour 9 familles

[Leduc et al., 2006]

Mixique

269

[Hernandez-Galicial et
al., 2002]

Inde (région de Sikkim et
Darjeeling Himalayan)

37 especes pour 28 familles

[Chherti et al., 2005]

Chine 20 [Dhar mananda, 2003]
le monde entier 53 [Bailey et Day, 1989]
le monde entier 389 [Padavala et al., 2006]
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% Danslarégion de Tlemcen

En Algérie, comme dans tous les pays du Maghreb et les pays en voie de
développement le recours a la médecine traditionnelle est largement répandu, et plusieurs
remedes a base de plantes utilisés individuellement ou en combinaison sont recommandés

pour soigner le diabete.

Dans larégion de Tlemcen, les informations ethnobotaniques recueillies par Benmehdi
en 2000 confirment |'importante dépendance de la population locae vis-avis des plantes
médicinales pour traiter le diabéete. Plus de 80 espéces de plantes médicinales ont été
répertoriées dans cette région et sont utilisées seules ou en combinaison avec les médicaments
de synthéses. La coloquinte (Citrullus colocynthis) est la plante la plus utilisée apres le
fenugrec [Benmehdi, 2000].

Tableau 04: Quelques plantes antidiabétiques utilisées dans la région de Tlemcen

[Benmehdi, 2000], parties utilisées et leurs modes de préparations traditionnelles [Bnouham

et al., 2002].

Familles

Botanique

NOM SCIENTIFIQUE

Nom

vernaculaire

Méthode de

préparation

Parties

utilisés

Ammi visnaga Lam. Bachnikha Décoction Fruits
Apiacées Daucus carota L. Zroudia Jus, purée Racines
Décoction Résine,
Foeniculum dulce DC. Besbas, . . graines,
inhalation . .
feuilles, racine
Décoction,infusion
Nerium oleander L. Defla , macération, Feuilles
Apocinacées fumiger
, .. A . Partie
Ptychotis verticillata L. Nankha Infusion ‘o
aérienne
Apparacées Capparis spinosa L. Kebbar Décoction, poudre | Fruits, graines
. , . . Habb er sad, , . .
Brassicacées Lepidium sativum L. rchad Décoction, poudre | Graines
Chénopodiacées | Chenopodium ambrosioides Mkhinza Infusion, Jus frais | Feuilles, fleurs
, , Décoction, .
. i Cistus ladaniferus L. Taouzla ecoctio Feuilles
Cistacées infusion
Cistus libanotis L. Yazir lahmir Décoction Feuilles
.. . . Partie
Artemisia arborescens L. Chhiba Infusion .
aérienne
Composités Artemisia herba-alba Asso. Shih, Poudre ac_1ne
feuilles
Taraxacum officinale Garnina Décoction Feuilles
Cucurbitacées | Citrullus colocynthis L. Handal Maceration, Fruits, pulpe
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utilisation externe

Fabacées Glycyrrhiza glabra L. Argsouss Décoction Fruits, racines
< . . . Feuilles,
Geraniacées Geranium robertianum L. laatarcha Infusion eurres,
fleurs, tige
o . : Décoction, .
Globulariacées | Globularia alypum L. Ain larnab Jecocton Feuilles
infusion
Til, njem, affie, . . .
Cynodon dactylon L. . Décoction Rhizomes
tagamait
Sorghum vulgare L. Bachna, tafstit | Bouillant Graines
Lavandula dentata L. Khzama, pecoFtlon, Plante entier,
taymerza infusion poudre fleurs
. . . Parti
Graminées Mentha pulegium L. Fliou Infusion aZ;i:me
Origanum compactum Zatar Infusion Feuilles
Benth.
Thymus ciliatus (Desf.) Z'atar, z'itra Décoction, poudre | Feuilles
Benth.
Rosmarinus officinalis L. Yazir, barkella PECOFUOH, P?r.tle
infusion aérienne
. . Trigonella foenum-graecum Décoction, poudre .
Leguminosés 9 f g Halba ction, p Graines
L. macération,
Allium sativum L. Toum, Cru bulbe
Liliacées Allium cepa L. Elbesla Cru bulbe
Aloe socotrina Lamk.r Sibr, sabr Poudre, jus, sec Feuilles
Feuilles fraiche, .
Lythracées Lapa communis B Bardane, Décoction Racines,
’ arkitoun . . ’ feuilles, fleurs
infusion
Moracées Ficus carica L. Karmfl, Extrait, poudre Fruits, feuilles
kermés
. o Décoction, .
Eucalyptus globulus Labill. Kalitls ecoction Feuilles, fleurs
, infusion poudre
Myrtacées , X
. . Décoction, . .
Myrtus communis L. Raihane . . Fruits, feuilles
infusion
. Zitoun, . . :
Oleacées Olea europea L. Var. oleaster . Décoction Feuilles
zebbouj
Palmés Phoenix dactylifera L. Nakhla, ttmer | Infusion, poudre Fruits, graines
Punicacées Punica granatum L. Qchour Décoction, poudre | Péricarpe
romman
Ranunculacées | Nigella sativa L. Sanouj Poudre Graines
i Zizyphus lotus L. Sadra, nnbeg Décoction, poudre | Fruits, feuilles
Rhamnacées : : — X - ) X
Zizyphus spina-christi Aroug essfizef | Décoction, poudre | Raciness
Prunus amygdalus Stokes Louz mar, louz Extraits Graines
var. Amara D.C. harr
Rosacées . .
. E)l_lraq EIA . Fruits, feuilles,
Rubus fructicosus aligue, Tt Infusion
fleurs
lakhla
Rutacées Ruta montanal. Fidjel PECOFUOH, P:,;\r.tle
infusion, poudre aérienne
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2. Etude desplantes antidiabétiques

Il est aujourd’ hui largement reconnu que le monde végétal constitue la source majeure
de médicaments, gréce alarichesse des produits dits des métabolites secondaires, celui-ci
produit des molécules variées permettant aux plantes de contréler leur environnement animal
et végétal [Fabricant et Farnsworth, 2001; Farnsworth et al., 1985].

2.1. Principes actifsisolés des plantes antidiabétiques

Il existe plus de 200. 000 métabolites 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 Farnsworth, 1996 ; Sanjay, 2002].
Le tableau n°5 regroupe I’ effet antidiabétique des principes actifs isolés de quelques plantes
meédicinales.

Tableau 05 : Principes actifs hypoglycémiants isolés de quel ques plantes médicinales
[Benariba, 2003].

Nature Principe actif Plante Action thérapeutique

Leurosine, vindoline | Catharantus 100 mgkg présente  un  effet
vindolinine, roseus hypoglycémiant [Farnsworth et
catharanthis Segelman, 1971].
Alcaloides Trigonelline Trigonella Effet hypoglycémiant chez rats normaux et
foenum diabétiques [Ajabnoor et Tilimsani,
graecum 1988].
Castranospermine Castranospermine | Diminution de I’ hyperglycémie provoquée
austrle par le glucose et le saccharose [Marles et
Norman, 1994].
Diphenylamine Alliumcepa L. 100mg/kg  réduisent  I'hyperglycémie
induite par le glucose chez le lapin
[Krawya et al., 1984].
Bengalenoside Ficusbenglensis | Réduction légére de la glycémie de
rongeurs normaux et diabé&iques
[Brahmachari et Augusti, 1964].
Flavonoides - o o : L .
Catéchines Théa sinensis Activité anti-oxydante 4 fois supérieure a
celle de la vitamine E e C [Robin et
Roucky, 2001].
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B-sisterol-D- Monordica Provoque une reduction de
Glycosides glycoside, charantia I"’hyperglycémie chez les patients DNID
stigmodine glucose [Cliford et al., 1989].
Neomyrtilline Vaccinum Diminution de [ hyperglycémie post-
myrtillus prandiale chez les diabétiques [Cliford et
al., 1989].
Saponosides Ginsenosides Panax gensis Stimulation deslots de Langerhans et de
la glycogenése hépatique [Waki et al.,
1982].
Composés Allylpropyl Allium cepa 1g/kg diminue le glucose sanguine de 7 a
sulfonylurés Disulfure Allium sativum 18% pendant 1 & 2h [Augusti, 1974;
Diallyl disulfide- Augusti et Benaim, 1975].
oxyde
Hypoglycine A, Belghia sapida
Hypoglycine B
Acides aminés 100ug/l & ImMol/l stimuli la sécrétion
4-hydroxy- Trigonella d'insuline des flots de Langerhans isolés
isoleucine foenumgraecum | [Sauvaireet al., 1998].
Potentialisation de I’ effet de I’insuline sur
I"utilisation du glucose par les cellules
Chrome, Atriplex halimus | adipeuses de |’ épididyme de rats
lons Manganese, Selsde La complexe protéi ned tyrlosi neI kinase
: magnésium associé au récepteur de I'insuline est
organiques dépendante du manganese [Olivier et
Zahnd, 1979].
Aconitan A, B, C, D | Aconitum Active la phosphofructokinase et le

Polysaccharides
et Glycanes

Galactomanane

charmichaelis

Cerotonia silique

glycogene synthétase hépatique [Kinno et
al., 1985].

Diminution de |’ absorption intestinale du
glucose [Raghuran et al., 1994].

2.2. Mécanismesd’ action

Une trés grande variété de mécanismes est impliquée dans la baisse du niveau de

glucose du sang ceci est di a la grande variété des classes chimiques des constituants

hypoglycémiants provenant des plantes. Certains de ces composées se révélent véritablement

hypoglycémiants et pourraient avoir un potentiel thérapeutique, alors que d autres produisent

simplement une hypoglycémie comme effet paraléle de leur toxicité, particulierement

hépatique.

L’ activité antidiabétique des plantes peut dépendre de plusieurs mécanismes [Edwin,

2008]:

- Réduction de larésistance al’insuline
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- Stimulation de la sécrétion d'insuline a partir des cellules béta ou/et inhibition du

processus de dégradation de I’ insuline.

- Apport de quelques éléments nécessaires comme le Calcium, le Zinc, le Magnésium, le

Manganése et e Cuivre pour les cellules béta.
- Régénération ou/et réparation des cellules pancréatiques béta
- Effet protecteur de la destruction des cellules béta
- Augmentation du volume et du nombre de cellules dans les il ots de Langerhans
- Inhibition de la réabsorption rénale du glucose
- Inhibition de -galactosidase, de a-glucosidase et de a-amylase.

- prévention du stress oxydatif, qui peut ére impliqué dans le dysfonctionnement des

cellules beta remarqué dans le diabéte.
- Stimulation de la glycogenese et de la glycolyse hépatique.
- Prévention de la conversion de |’ amidon en glucose.

- Diminution des activités du cortisol .

V. Lacoloquinte «Citrullus colocynthis»

Figure Ol : Citrullus colcoynthis L. Schard, Linnaea 12 : 414 (1838) Cucurbitacées

1. Nomsvernaculaires

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

Francais : coloquinte, chicotin

Anglais : Colocynth, bitter apple, bitter gourd

Allemand : Bitterzitrulle, Bitterapfel
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Inde : Tumba ou Gartoomba

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

2. Position taxonomique de la coloquinte

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 mor phologique et répartition géographique

Citrullus colocynthis est une espéce rampante herbacée, annuelle ou vivace, munie
de fleurs jaune verdétre a sexes séparés, pédoncul ées, solitaires, apparaissent |’ été : entre Mai
et Aout al’aisselle des feuilles. Les feuilles sont larges de 5 a 10 cm de longueur, rugueuses et
découpées en 5 a 7 lobes. Chague plante produite 15-30 fruits appelés gourdes, de 7 a 10 cm
de diametre ressemblent a une petite pastéque, de couleur verte panachée de jaune clair,
devient complétement jaune a maturité, garnis de pulpe intérieure, spongieuse dans laquelle se
fixent les graines. Les graines sont de petite taille (6mm de longueur) ovoides, de couleur
variant de I’orange au brun noirétre et une saveur amere mucilagineuse [Feinbrun, 1978 ;
John et Cincinnati, 1898 ; Duke, 1983 ; Debuigne, 1984 ; Merad Chiali, 1973].

La coloquinte, originaire des sols arides, est trés fréquente dans les régions tropicales
humides ou modérément seches, elle est peu présente dans les zones tempérées [Bruneton,
1996]. Elle pousse en abondance dans les zones séches d'Afrique du Nord, le Sahara, les
zones du Maroc, I'Egypte et le Soudan, a l'est par I'lran a l'Inde, et d'autres parties de I'Asie
tropicale, ainsi que la région méditerranéenne [Duke, 1978 ; Dane et al., 2007].
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4. Propriétésthérapeutiques

les fruits de la coloquinte sont largement répandus dans la médecine traditionnelle,
car ils possedent diverses propriétés thérapeutiques: purgatives, anti-tumorale [Abdel-
Hassan et al., 2000 ; Al-Yahya et al., 2000 ; Ziyyat et al., 1997 ; Sayed et al., 1973 ], anti-
inflammatoire [Al Ghaithi et al., 2004 ; Barth, et al., 2002], antirhumatisma [Boukef et
Souissi, 1986], laxative [Ziyyat et al., 1997 ; Al Faraj, 1995] et contre les trouble
urogénitaux, laleucémie, I'ictére lafievre, |’ ascite, les désordres biliaires, les hémorroides,...
[Duke,1978; Ziyyat et al., 1997]. Des études récentes ont montré que la col oquinte peut avoir
un antidiabétique, cancérigenes, antioxydant, des effets antibactériens et toxiques [Al-Ghaithi
et al., 2004; Dehghani et al., 2008; Kumar et al., 2008; Dallak et al., 2009; Memon et al.,
2003].

5. Citrullus colocynthis comme plante anti-diabétique

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

Au Maroc, Ziyyat et al., en 1997 et Bnouham et a., en 2002, ont classé les fruits de
la coloquinte parmi les plantes médicinales destinées au traitement du diabéte dans ce pays
[Ziyyat et al., 1997 ; Bnouham et al., 2002].

Une enquéte ethnobotanique effectuée par Benmehdi en 2000 sur 80 plantes
traditionnellement utilisées pour traiter le diabéte dans larégion de Tlemcen (Algérie), révéle

gue la coloquinte est la plante la plus utilisée apres le fenugrec [Benmehdi, 2000].

D’ autres effets hypoglycémiants et antihyperglycémiants ont été recherchés sur des

extraits isolés a partir de différentes parties de la coloquinte ; citant :

En 2002, Azzi et Boumellah ont vérifié les effets antidiabétiques des saponosides et
des glycosides extraits des graines de la coloquinte (Citrullus colocynthis) sur des rats Wistar
rendus diabétique par la STZ. Ils ont constaté que I’injection de 20mg/kg p.c des saponosides
ou 20mg/kg p.c des glycosides cucurbitacines extrait chloroformique  par voie
intrapéritonéale provogquent une diminution significative de la glycémie durant 5 semaines
chez lesrats diabétiques [Azzi et Boumellah, 2002].
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En 2003, Benariba a éudié |'effet antidiabétique dextrait 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 diabétiques 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 I’ effet insulinosécrétoire de
chaque extrait). Elle a observé que ces extraits provoquent une diminution significative de
I” hyperglycémie 6 heures aprés leurs injections aux rats diabétiques. De plus ils exercent un

effet insulino- sécrétoire sur lesilots de Langerhansisolés [Benariba, 2003].

En 2004 Al Ghaithi et a., ont examiné les effets de I’ extrait aqueux des graines de la
coloquinte Citrullus colocynthis sur les paramétres biochimiques des rats normaux et des rats
rendus diabétiques par I’injection de 60mg/kg de STZ. lls ont constaté que I’ administration
orale de I'extrait réduit significativement les taux plasmatiques de |’aspartate amino
transférase (AST) et de lactique aspartique (LDH). 1l baisse les taux plasmatiques de gamma-
glutamyl transférase (GGT) et d’acaline phosphatase (ALP) chez les rats diabétiques. De
méme, ils n"ont pas observé des différences significatives pour les taux plasmatiques de
créatinine, k', Na', Ca?* et P chez les rats normauix et diabétiques [Al Ghaithi et al., 2004].

6. 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.

Afifi et al 1973, ont déterminé la présence de deux acaloides: Ci;oHisNO;3 et
C16H24N O3z dans tous les organes de la plante alors qu’ un troisieme alcaloide (CzoH3sNOg) est

présent au niveau des graines, pulpes, feuilles et racines [Afifi et al., 1973].

Ainsi que, les fruits de la coloquinte contiennent trois flavonoides : 3'-méthoxy-iso-
orientine, iso-orientine et iso-vitexine. Les feuilles contiennent aussi trois flavonoides : 8-C-p-
hydroxybenzoyl- iso-vitexine, 6-C-p-hydroxylvitexine et 8-C-p-hydroxybenzoyl- iso-vitexine
4’ -0- glucoside [Maatooq et al, 1997].

Citrullus colocynthis renferme divers glycosides, Meissner et Vauquelin 1898, ont
identifié pour la premiére fois un colocynthin (CsgH34053), qui est responsable de I’ amertume
et des propriétés médicinales de la pulpe [John et al., 1998]. Ces glycosides se trouvent en
grande quantité (0,22%) dans la pulpe. Les graines, lestiges et les feuilles renferment des taux
respectifs de I’ordre de 0,18%, 0,17%, 0,15% [Darwish et al, 1974]. C’est B—cistosol-D-
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glucoside qui est reconnu essentiellement par son effet antidiabétique, alors que les
cucurbitacées A et B, sont responsables de I’ activité anticancéreuse et insectifuge [Duke,
2002].

Cependant, les Graines de coloquinte contiennent 26,6% dhuiles, 13,5% des
protéines, 2,1% des cendres, 52,9% des fibres brutes, 4,9% d azote libre et contient 322
mg/100g de potassium, 119 mg/100g de phosphore et 3,3 mg/100 g de fer. [Sawaya et al.,
1986]. Contiennent aussi la phytosteroline (ipurand), 2 phytosterols, 2 hydrocarbures,
saponines, alcaloides, polysaccharides, glycosides, et destannins [Duke, 1978].

7. Toxicitéde Citrillus colocynthis

Pendant des périodes bibliques, les fruits de la cologuinte ont é€té recueillis et
considérés comme poison mortel [Yanif et al, 1999]. Elle renferme 2 principes actifs : la
colocynthe et l1a colocynthine. Cette derniére conféere ala plante un effet purgatif extrémement
violent et dangereux, qui provogue genéralement des hémorragies intestinales dont |I’issue est
souvent fatale [Ben Salah et al, 1986].

A des doses élevées, cette plante est hautement toxique pour les animaux et les
humains. Les signes dintoxication sont: douleurs gastro-intestinales avec diarrhée,
vomissement, rétention urinaire, fatigue, hypothermie, désordre cardiague et congestion
cérébral e produisant un effondrement fatal [Char not, 1945].

Pour déterminer I’ effet toxique de Citrullus colocynthis, il est possible de réaliser des

études expérimentales. Parmi ces études, |’ évolution des parameétres biochimiques sériques:

- Les parametres hépatiques. TGO (Transaminase Glutamo-oxalo-acétique), TGP
(Transaminase glutamopyruvique), ALP (Alanine Amino Transférase, LDH (Lactat

deshydrogénase), GGT (gamma-glutamyl transférase), ... e&tc.
- Lesparametresrénaux : créatinine, urée, micro albuminurie, corps cétonique,...€tc.
-D’autres paramétres : cholestéral, triglycéride, glycémie, fructosamine,...€etc.

Ainsi, laréalisation des coupes histologiques du foie, reins, cerveau, ... etc.
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|. Analyses phytochimiques
1. Matériel végétal
Notre étude est portée sur les graines de la coloquinte (Citrullus colocynthis);
récoltées a maturité durant le mois de novembre dans lawilaya d’ Adrar.

Au laboratoire, les graines sont récupérées a partir des fruits et séchées a |’abri de la

lumiére. Les graines sont ensuite broyées en poudre fine al’ aide d’ un moulin a café.
2. Dégraissage du matériel vegétal

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

percolation al’ aide d' un soxhlet.

Pour ce faire, le corps de soxhlet, contenant une cartouche remplie de 100g des graines
de coloquinte broyées, est monté sur un ballon rempli par 500 ml d’ hexane, est surmonté d’ un
réfrigérant et I’ensemble est porté a reflux pendant 6 heures a I’aide d une chauffe ballon

avec une température d ébullition stable.
3. Testsphytochimiques[Harborne, 1973 ; Trease et Evans, 1989]
Nous avons réalisé une décoction de 10 g des graines de Citrullus colocynthis dans
100 ml de I’ é&hanol (80%), areflux pendant 1 heure : 30minutes et 3 heures.
Afin de mettre en évidence la présence ou |'absence de certains métabolites
secondaires, un criblage phytochimique est réalisé dansles deux extraits prépareés.
» Lesalcaloides
Les tests sont réalisés par des réactions de précipitation avec les réactifs de Mayer et

de Wagner.

Prendre 1ml de I’ extrait dans 2 tubes a et gjouter 5 gouttes du réactif de Mayer
dans le premier tube et 5 gouttes du réactif de Wagner dans le second tube, I’ apparition de
précipité blanc et brun, respectivement, révéle la présence d’ al caloides.
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> Lessubstances polyphénoliques
% Lestanins

Dans un tube a essai, introduire 5 ml d’ extrait & analyser et gouter 1 ml de solution
aqueuse de FeCls a 1%. En présence de tanins, il se développe une coloration verdétre ou

bleu-noiréatre.
 Lesflavonoides

A 5 ml d'extrait a tester, gouter 5 ml d acide chlorhydrique, 1 ml d'alcool iso
amylique et quelques copeaux de magnésium, I’ apparition d’'une coloration rose ou rouge

indique la présence des flavonoides.
» Lessaponosides

Préparer 2 tubes a essais, chacun contient 5 ml de I'un de ces extraits, gjuster le
volume dans chaque tube a 10ml avec de I’ eau distillée et agiter chagque tube dans le sens de
lalongueur pendant 15 secondes a raison de 2 agitations par seconde. Une mousse persistance

durant 15 minutes indique la présence des saponosides.
» Lescoumarines: Fluorescence U.V

Introduire 2 ml d’extrait dans un tube, gouter 0,5 ml de NH,OH a 25%. Mélanger et

observer sous UV a 366 nm, une fluorescence intense indique la présence de coumarines.
> Stérolset triterpenes: laréaction de Liebermann Buchard

Evaporer a sec 10 ml de la solution a analyser, dissoudre le résidu dans 5 ml
d anhydride acétique puis 5 ml de chloroforme. A I’aide d’ une pipette agjouter 1 ml de H,SO,
concentré au fond du tube sans agiter. Laisser reposer 30 minutes. La formation d’ un anneau
rouge brunétre a la zone de contact des deux liquides et une coloration violette de la couche

surnageant révelent la présence de stérols et triterpenes.
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> Lessucresréducteurs

Introduire 2 ml d’extrait dans un tube, gjouter 2 ml de liqueur de Fehling (1 ml réactif
A et 1ml réactif B) et porter I’ ensemble 8 min dans le bain marie bouillant. L’ apparition d'un

préci pité rouge brique indique la présence des composes réducteurs.
4. Préparation del’extrait é&hanoliques des graines de coloquinte

Extraction sous reflux, pendant 6 heures, de 50g des graines de la cologuinte broyées

et dégraissees en présence de 200ml d’ éhanol 80%.

e Filtration du mélange et récupération du filtrat;

e Extraction liquide — liquide du filtrat (3 a 4 fois) a I’aide d’une ampoule a décanté
avec 50ml d acétate d éthyle

e Elimination des traces d’eau qui peuvent renfermer le solvant organigue décanté par
I’adition de Mg SO; ;

e Filtration;

e Concentration de la phase organique a sec al’ aide d’ un rotavapor ;

Un résidu solide de couleur brune est obtenu.

Figure 02 : Montage d’ une Figure 03 : Rotavapor
extraction sous reflux

[22]



Matériels et méthodes

E 50 g des graines de la coloquinte broyées et dégrai ssées B

1 200 ml éthanol 80%

Extraction areflux (6 heures)

!

Filtration
|

: !

Lefiltrat : Lemarc i

|

Extraction liquide-liquide avec
50ml d’ acétate d' éhyle (3 a4 fois)

Phase organique E Phase acoolique |

désséchant (Mg SO,)

Evaporation

Solide de couleur brun : extrait

éthanolique

Figure 04 : Diagramme montrant la préparation d’ extrait éthanolique selon la méthode de
Natiq et al., 1989.
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5. Séparation des constituants de [I'extrait éthanolique par

chromatographie sur couche mince (CCM)

Lamise en ceuvre d’ une CCM nécessite plusieurs éapes :

Choix delaphase stationnaire : gel de silice fluorescent (Merck) 5 x 20cm;
Activation de la plague dans I’ é&tuve a 100°C pendant 30 min ;

Choix de la phase mobile : Chloroforme/méthanol (17/3)

Saturation de la cuve par les solvants d' éution ;

Préparation de 10mg de I’échantillon d extrait éthanolique dans 0.5ml d acétate
d ethyle;

Dépdts d’ échantillon en petits spots (3 a4 fois) sous forme des points ;

Introduction de la plaque dans |a cuve saturée ;

Suivre le développement du chromatogramme jusqu’ a I’arrivé du solvant au front
supérieur ;

Révélation : lampe UV (longueurs d’ondes A = 254 nm) et vapeur d’iode ;

Délimitation des taches colorées al’aide d’un crayon ;

Calcul pour chaque constituant e rapport frontal Rf :

Distance parcourue par le constituant

Rf

" Distance parcourue par le front de l'éluant

Spectre d’absorption UV

Le spectre UV de I’ extrait éthanolique isolés a été mesuré en solution DMSO al’aide

d un spectrophotométre UV/Visible, piloté par un ordinateur et géré par un logiciel

d application.

A max (nm) représente lalongueur d’ onde de maximum d’ absorption.
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1.  Analysesbiologiques

1. Lesanimaux

Dans cette éude, nous avons travaillé sur des rats abinos (Rattus norvegicus) de

variété Wistar de sexe mée et femelle &gés de 2 a 3 mois ayant un poids de 120 a 200g.

Les rats sont maintenus dans les conditions favorables d' éevage (au niveau de
I"animalerie du département de biologie, faculté des sciences de la nature et de la vie et des

sciences de laterre et de I’ univers, université Abou Bekr Belkaid-Tlemcen).

Ces animaux sont nourris avec un aliment complet standard sous forme de granulés. |
est composé de cérédes, tourteaux de soja, issues de céréales, huile de soja, phosphate
monocalcigque, carbonate de calcium, lysine, methionine, choline plus un complexe minéralo-
vitaminiques (glucides 55%, protéines brutes 18%, matiere grasse brute 2.5%, cellulose brute
3.9%, cendres brutes 4.9%, humidité 14%, vitamines 1.7%).

L’eau et I’aliment leur sont fournis ad libitum.

2. Répartition deslotsdesrats

- 20ratsméles et femelles sont utilisés, ils sont répartis en 4 |lots de 5 rats chacun

- Les animaux sont privés de nourriture 18 heures avant les tests et ils sont peses au
moment de I’injection de I’ extrait.

- Les extraits éthanoliques des graines de coloquinte (Citrullus colocynthis) sont
administrés a différentes doses, par voie intra-péritonéale, a raison d’ une dose par lot.

- Le prdévement du sang est effectué a I’aide d’'une pipette pasteur a travers le sinus
rétro-orbital au niveau de I’ ceil, avant et 3 semaines apres I’injection des différentes
doses. Le sang total récupéré est ensuite centrifugé a 3000 t/min pendant 15 min.

- Le sérum est recueilli dans des tubes et conservé a -20°C en vue de |’analyse des
parametres biochimiques (glycémie, triglycéridémie, cholestérolémie, transaminases :
(TGO, TGP, phosphatase alcaline) et créatinine).

- Le poids corporel et la croissance des rats sont suivie avant et 3 semaine apres
I’injection intra-péritonéal e des différentes doses d’ extrait éhanolique.
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Tableau 06 : Répartition des lots des rats wistar soumis a une injection unique intra-
péritonédle des différentes doses d'extraits éthanoliques des graines de la coloquinte

(Citrullus colocynthis)

Lots N°Lot | Nombrede Poids Dosasin'ecte&sj

RTN 1 05 159.5 0.9% NaCl
RN75 2 05 183,6 75
RN100 3 05 173 100
RN200 4 05 185,6 200

3. Dosage de quelques paramétres biochimiques sériques

3. L Dosage de la glycémie

La mesure de la glycémie a éé effectuée a I’aide d’un glucometre a bandelettes
réactives ««One Touch Ultra>, dont le principe est basé sur une réaction au glucose oxydase et

au ferricyanure de potassium.

Une goutte de sang prélevée a partir de I’extrémité caudale des rats (sang veineux)
déposée sur la bandel ette est mise en contacte avec :

-Un glucose oxydase qui libére de I'oxygene, ce dernier oxyde un réactif chimique
«réducteur>>, le ferricyanure en ferrocyanure de potassium, cette oxydation produit des
électrons qui sont mesurés par |I'électrode. Le ferrocyanure produit est proportionnel a la
concentration du glucose sanguin [Dufaire-Patouraux et al., 2003].

Lesteneurs en glucose sont exprimées en g/l.

3. 2. Dosages enzymatiques des par amétres lipidiques

Le taux du cholestérol total et des triglycérides sériques est déterminé par une
technique enzymatique colorimétrique a I'aide d'un spectrophotomeétre par un kit de

SPINREACT spécifique pour chagque parametre.
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< Dosage dela cholestérolémie

Ladétermination du cholestérol sefait selon laméthode de [Fasce, 1982]

> Principe

Le cholestérol est ses esters sont libérés a partir des lipoprotéines par des détergents.

Le cholestérol estérase hydrolyse les esters. H,O, est formé dans I’ oxydation enzymatique

consécutive du cholestérol par |e cholestérol oxydase selon les réactions suivantes :

Cholestérol ester + H,0, —£» Cholestérol + acidesgras.  CHE: Cholestérol Estérase.

Cholestérol + O, CHop Cholesten-3-on + H,0,. CHOD:Cholesterol Oxydase.

2H,0, + phenol + 4-aminoantipyrine PO—quui nonneimine + 4H,0. POD: peroxydase.
Réactifl: tampon, PH 6.9. Réactif2: enzymes (CHE, CHOD et POD).
Réactif3: Etalon de cholestérol (2g/l).

> Solution detravalil

Dissoudre le contenu du réactif 2 avec la solution tampon (réactifl).
La solution est stable pendant 14 jours de 20 & 25°C ou 56 jours de 2 2 8°C.

> Méthode de dosage

Blanc Etalon Dosage
Solution du travail 1 1 1
(ml)
Etalon (Réactif 3) 10
(ut)
Sérum (ul) e

-  Méanger, et attendre 5 min a 37°C ou 10 min de 20 a 25°C. Puis lire la densité
optique de dosage a 505 nm (DOD) contre la densité optique de I’ é&alon (DOE).

Calcul : Taux de cholestérol = (DOD/DOE) x 2g/l

Les teneurs en cholestérol sont exprimées en g/l.
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% Dosagedela Triglycéridémie

La détermination du triglycéride dans le sang se fait selon la méthode de [Fossati et
al., 1982].

> Principe

L’ échantillon de triglycérides incubé avec lipoprotéinlipase (LPL), libérer le glycérol
et des acidees gras. Le glycérol est transformé en glycérol-3-phosphate (G3P) et adenosine-5-
diphosphate (ADP) par le glycérol kinase et I' ATP. Glycérol-3-phosphate (G3P) est ensuite
transformé par le glycérol phosphate dehydrogenase (GPO) en dihydroxyacétone phosphate
(DAP) et peroxyde d’ hydrogene (H,0,).

Dans la derniére réaction, le peroxyde d'hydrogene (H.O,) réagit avec amino-4-
antipyrine (4-AP) et p-chlorophenol en présence de peroxydase (POD) pour donner une
couleur rouge :

Triglycérides + H,O _ LR, Glycérol +acidegras L PL: lipoprotéinlipase

Glycerol + ATP —GlyceralKinase  3p4 ADP

G3P+ O, i» DAP + H,0, GPO : glycérol phosphate dehydrogenase

H,0, + Chloro-4-Phénol + amino 4 antipyrine ——FQL—» Quinone rose + H,0
POD : peroxydase

L’intensité de la coloration formée est proportionnelle a la quantité de triglycérides

contenue dans I’ échantillon du sérum.
Réactifl: tampon, PH 7.5 Réactif2: enzymes (LPL, GK, GPO, POD, 4-AP et ATP).
Réactif3: Etalon de triglycéride (2g/1).

» Solution detravail

Dissoudre le contenu du réactif 2 avec la solution tampon (réactifl).

La solution est stable pendant 14 jours de 20 & 25°C ou 56 jours de 2 2 8°C.
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» Méthode de dosage

Blanc Etalon Dosage
Solution du travail 1 1 1
(ml)
Etalon () 10
Sérum () 10

-  Méanger, et attendre 5 min a 37°C ou 10 min de 20 a 25°C. Puis lire la densité
optique de dosage a 505 nm (DOD) contre la densité optique de I’ é&alon (DOE).

Calcul : Taux detriglycérides = (DOD/DOE) x 2g/|

Les teneurs en triglycéride sont exprimees en g/l

3. 3. Dosages des transaminases

Le taux des transaminases est déterminé par une cénitique enzymatique col orimétrique

al’aide d' un spectrophotométre par un kit de SPINREACT spécifique pour chaque parametre.
+ Transaminase Glutamo-oxalo-acétique (TGO)
> Principe
Aspartate aminotransferase (AST) ou Transaminase Glutamo-oxal o-acétique (TGO)
catalyse laréaction suivante :
AST
Aspartate + o- cétoglutarate — > Glutamate + Oxalacétate

AST : Aspartate aminotransferase

_MDH | \Maae+ NAD*

Oxalacétate + NADH + H*
MDH : Malate déshydrogénase

le taux de diminution de la concentration de NADH, Mesuré photométriquement, est
proportionnelle a la concentration de catalyseur de AST présente dans |'échantillon [Murray
et al., 1984].
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Réactif 1 : tampon, pH 7.8
Réactif 2 : substrat (NADH, LDH, MDH, a-cétoglutarate).
» Solution detravail
Dissoudre le contenu du réactif 2 avec la solution tampon (réactifl).
Lasolution est stable pendant 21 jours de 2 28°C ou 72 heures de 15 a 25°C.

» Méthode de dosage

Solution du travail (ml)

100

Sérum (ul)

-  Méanger, et attendre 1 min ;
- lirea340nm I’ absorbance apres 1min, 2min et 3min ;

- Cadculer ladifférence entre les absorbances et la moyenne de la différence par minute
(AA/min).

- Leblanc de cette réaction est I’ eau distillé

Calcul : AA/min x 1750 = TGO (UI/L)

s Transaminase glutamopyruvique (TGP)

» Principe

Alanine aminotranferase (ALT) ou Transaminase glutamopyruvique (TGP) catalyse
le transfert reversible d’un groupe amine de 1’alanine a ’acide a-cétoglutarique ont formant

I” acide glutamique et I’ acide pyruvique.

L’acide pyruvique produit est réduit en acide lactique par lactate déshydrogénase
(LDH) et NADH:

Alanine + a-cetoglutarate L» Glutamate + pyruvate

LDH

Pyruvate + NADH + H* Lactate + NAD"
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le taux de diminution de la concentration de NADH, mesuré photométriquement, est
proportionnelle a la concentration de catalyseur de ALT présente dans I'échantillon [Murray
et al., 1984].

Reéactif 1 : tampon, pH 7.8
Réactif 2 : substrat (NADH, LDH, MDH, a-cétoglutarate).

» Solution detravalil

Dissoudre le contenu du réactif 2 avec la solution tampon (réactif1).

Lasolution est stable pendant 21 jours de 2 a8°C ou 72 heures de 15 a 25°C.

» Méthode de dosage

Solution du travail (ml)

Sérum () 100

- Méanger, et attendre 1 mn ;
- lirea340nm I’ absorbance apres 1mn, 2mn et 3mn ;

- Cadlculer la différence entre les absorbances et la moyenne de la différence par minute
(AA/min).

- Leblanc de cette réaction est |’ eau distillé

Calcul : AA/min x 1750 = TGP (UI/L)

¢ Alcaline phosphatase (ALP)
> Principe
L’ Alcaline phosphatase (ALP) catalyse | hydrolyse de p-nitrophenyl phosphate au pH

10.4, ont libérant p-nitrophenol et phosphate, selon laréaction suivant :

p-Nitrophenylphosphate + H,O i, p-Nitrophenol + phosphate

Le taux de la formation de p-Nitrophenol, mesuré photométriquement, est
proportionnel a la concentration catalyseur de I’ Alcaline phosphatase présente dans le sérum
[Wenger et al., 1984 ; Rosalki et al., 1993].

Réactif 1 : tampon, pH 10.4 Réactif 2 : substrat (pNPP).
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» Solution detravalil

Dissoudre le contenu du réactif 2 avec la solution tampon (réactif 1).

Lasolution est stable pendant 21 joursde 2 a8°C ou 5 joursde 15 a25°C.

» Méthode de dosage

Solution du travail (ml) 12

Sérum () 20

-  Méanger, et attendre 1 min ;
- lirea405 nm | absorbance apres 1min, 2min et 3min ;

- Cadculer ladifférence entre les absorbances et la moyenne de la différence par minute
(AA/min).

Le blanc de cette réaction est | eau distillé

Calcul : AA/min x 3300 =ALP (UI/L)

Unité: 1 unité internationale (Ul) est la quantité d’ enzyme nécessaire pour transformer
1umol de substrat par minute. La concentration est exprimée par unité par litre de sérum
(UI/L).

3. 4. Dosage de la créatinine

Le taux de créatinine est déterminé par une technique enzymatique colorimétrique a
I”aide d’ un spectrophotomeétre par un kit de SPINREACT.

> Principe

Le test est basé sur la réaction chimique de la créatinine avec le picrate de sodium

comme décrit par Jaffe.

Créatinine réagit avec le picrate acalin formant un complexe rouge. L'intervalle de
temps choisi pour les mesures évite les interférences provenant d'autres constituants du sérum.
L'intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de créatinine dans

I'échantillon [Murray et al., 1984].
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Réactif 1 : réactif picrique.  Réactif 2 : réactif alcalin

Réactif 3 : Ethalon de créatinine 2g/|

> Solution detravail
Méanger des volumes égaux de réactif 1 et réactif 2.
Dissoudre le contenu du réactif 2 avec la solution tampon (réactif 1).
Lasolution detravail est stable pour 10 jours de 15 a 25°C.

» Méthode de dosage

Blanc Etalon Dosage
Solution du travail 1 1 1
(ml)
Etalon () 100
Sérum (ul) 100

- Méanger;

- Lire a 492 nm (490-510) I’ absorbance (A1) aprés 30 secondes et apres 90 secondes

(A2) de sérum;

- Calculer: A A=A,—-A;

) AA sample
Calcul : [ Whalpon X 2 = g/l de créatinine dans le sérum ]

4. Analyses statistiques

Les calculs statistiques sont souvent utiles aux biologistes pour la détermination des
valeurs normales ou plus exactement des valeurs de référence. Comme pour |’ évaluation de

précision et I’ exactitude d’analyse [Schwartz, 1992 ; Amotte, 1971].

¢ Lamoyenne
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« Lavariance

s L’écart-type

s L’erreur standard dela moyenne (Sm)

S

" n-1 n(n-1)

X/
L %4

Test de Student

Dans les éudes 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
considérés comme réellement différents. On a impliqué ce test a but pour comparer deux

moyennes
e 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 :

D (x-mp)Z+ > (x-m,)? - ol no/l+n,o?

n+n,-2 n+n,—2

2 _ 2 2 _
c°=0,+0, =

Dans ces conditions. La variance standard de la différence des moyennes est :

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

qui dépend de lataille de I’ échantillon :

[v=d.|.l=nl+n2—2] te\/ 2[1 1}
o —+ —
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S le t caculé ou expérimentae est plus élevé que t, de la table de Student, la
différence entre les moyennes des deux échantillons est significative.
Lavaleur de «t » nous donne le degré de signification « p » lu sur la table de Student.
Ladifférence entre deux moyennes est :
e Peusignificative :P< 0.05(*);
e Significative :P<0.01(**);
e Tressignificative :P<0.001 (***);
e Hautement Significative : P <0.0001 (****).
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|. Analyses phytochimiques
1. Extraction
L’ extrait éthanolique des graines de la coloquinte est récupéré sous forme d’un solide
de couleur brune, avec un rendement de 0,772%.

Tableau 07 : Rendement de |’ extrait éthanolique des graines de coloquinte

Extrait, aspect physique | Masse (mg) Rendement (%)

Solide de couleur bun 386 0,772

2. Tests phytochimiques

L es tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composés qui
existent dans les graines de la coloquinte (Citrullus colocynthis), par des réactions de
précipitation ou de coloration, en utilisant des réactifs spécifiques a chague famille de

COmposEs, les résultats obtenus sont représentés dans le tableau n°08.

Tableau 08: Résultats des tests phytochimiques d’extraits éthanolique des graines de
coloquinte broyées et dégrai ssées préparés par décoction durant 1h 30min et 3h.

Réaction, Extrait éhanolique | Extrait é&hanolique

Familles o _
réactif 1h 30min 3h
Mayer ++ ++
Lesalcaloides
Wagner ++ ++
L es substances Tanins FeCl; a1% +++ +++

polyphénoliques | Flavonoides | HCI, Mg**

L es saponosides La mousse - -
L escoumarines NH,OH, UV _ _
Lesglycosides Liebermann
+ +
(Stérolset triterpénes) Buchard
; Liqueur de
Lessucresréducteurs _ + ++
Fehling

(+) : positif ; (++) : Tréspositif ; (+++) : Hautement positif ; (-) : négatif
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Selon les résultats résumés dans le tableau ci-dessus, nous avons constaté |’ absence
totale des flavonoides, des saponosides et des coumarines dans les deux extraits, par contre
nous avons noté un test positif des tanins, des alcaloides et des glycosides (stérols et

triterpenes), et les composés réducteurs.

3. Analysed’extrait é&hanolique par chromtographie sur couche mince

Tableau 09 : Résultats de |’ analyse par CCM d' extrait éthanolique des graines de coloquinte

Eluant Nombrede Rf
taches
Chloroforme /méthanol 0.089, 0.173, 0.217, 0.255, 0.320,
a7/ 3) 9 0.440, 0.603, 0.679, 0.763

Aprés révéation sous lampe UV a 254 nm de la plaque de CCM, nous avons constatés
gue le systeme Chloroforme/méthanol (17/3) a permis la séparation de 9 taches pour I’ extrait

éthanolique.

4. Spectre d’absorption d’extrait éthanolique

Tableau 10 : Résultats de I’ anal yse de spectre d’ absorption de |’ extrait éthanolique des
graines de coloquinte

Amax (nm)

Picsd’ absorbance | 190, 200, 230, 240, 250, 270, 280, 290, 300, 320,
230, 340, 350, 360, 370

Le spectre UV de I'extrait éthanolique étudié dans une solution de DMSO par un
spectrophotometre UV/visible donne (15) pics d’ absorbance maximal entre 190-370nm.

|I. Effet del’extrait é&thanolique sur quelques parameétres
biochimiques sériques
Le but de cette partie est de suivre la variation de quelques paramétres sériques,
hépatique (transaminases), rénale (Créatinine), lipidiques (Cholestérol et triglycéride) et
glucidique (glucose) chez les rats Wistar, avant et aprés 3 semaines de I’ unique injections
intra-péritonéale de différentes doses d' extraits éthanolique des graines de coloquinte (75,

100 et 200mg/kg p.c) et de rechercher d’ éventuel effet toxique atravers ces parametres
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1. Evolution delaglycémie

Tableau 11 : Variation de la glycémie chez les rats normaux témoins et traités par |’ extrait

éthanolique des graines de la coloquinte durant 3 semaines.

Glycémie (g/l) técartetype
Doses injectés par . -
Lot voieintra- Variation dela glycémie (%)
éritonéale (mg/k
p (mg/kg) P -
1,16+0,11
RNT NaCl 0.9% 1,02+0,27
(14,08%)
0,80+0,03
RN75 75 1,05+0,08
(-24,05%) ***
1,02+0,12
RN100 100 0,60+0,07
(70,57%) **
0,64+0,13
RN200 200 0,70+0,10
(-9,54%)
* . degré de signification par rapport a.Jo,
Glycémie = RNT
. m RN75
12 . RN100
3
@ 00
\g !
% 04
O 0,2
0
J0 21J

Temps (jours)

Figure 05 : Evolution de la glycémie chez les rats normaux témoins et traités par

I’ extrait éthanolique des graines de la coloquinte durant 3 semaines.

Dans le tableau 10 et la figure n°05, nous avons remarqué une diminution trés

significative de I’ ordre de 24,05% chez les rats soumis a une injection intra-péritonéale de
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75mg/kg d extrait éthanolique des graines de la coloquinte. Ainsi, une diminution non

significative de I’ ordre de 9,54% chez les rats traités par 200mg/kg de |’ extrait éthanolique.

Mais ces valeurs restent dans I'intervalle normal de la glycémie chez les rats, sans avoir un

effet hypoglycémiant pour ces doses.

Par contre chez les rats traités par 100mg/kg, il a été observé une augmentation

significative, dont le taux d augmentation est de 70,57%.

2. Evolution de quelques enzymes hépatique (TGO, TGP, ALP)

Tableau 12 : Evolution de quelques enzymes hépatiques chez les rats normaux témoins et

traités par I’ extrait éthanolique des graines de la col oquinte durant 3 semaines.

Evolution des enzymes hépatiques (Ul/L) * écartetype

Doses Variation par rapport au temps JO (%)
Lot injectés
(i.p) TGO TGP ALP
mg/kg p.c
JO 21J JO 21J JO 21J
NaCl 31,00+8,88 24,97¢2,03 | 14722130 | 156 75,587
RNT 0.9% 39,14+11,10 (-20,57%) 19,95+8,62 (25,15%) 6 (6,47%)
39,97+7,86 | 20,81+3,57 | 19,50+6,04 78,34+27,10
RN75 75 38241866 | ()0 (63106 | 86892019 | "o
57,02+20,88 26,95+6,90 94,22+19,54
RN100 100 30,52+15,08 (86,80%) 14,53+0,74 (85,54%) 74,17+11,38 (27,03%)
27,7414,21 18,51+5,38 69,06+£22,28
RN200 200 21,26+1,11 (30,44%) 11,55+2,10 (60,22%) 71,78+35,24 (-3,79%)

i.p : intra-péritonéale
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L estransaminases

180 -
£ 160 -
S 140 -
S 1007 = RNT
g~ 80 -
< 4. = RN75
xD
8= 40 - RN100
3 20 - = RN200
c 0 m
o
= J0 21J J0 21J Jo 21J
= TGO TGP ALP

Temps (jours)

Figure 06 : Evolution de quelques enzymes hépatique (TGO, TGP, ALP) chez les rats
normaux témoins et traités par I’extrait éhanolique des graines de la coloquinte durant 3

semaines.

% TGO (transaminase glutamo-oxaloacétique) ou ASAT (Aspartate
aminotransfér ase)

Nous avons observé une augmentation non significative d’ enzymes TGO, 21 jours
apres I'injection intra-péritonéale de différentes doses d’ extrait éthanoliques au rats Wistar.
Cette augmentation est tres remarquable d’ ordre de 86,80% chez les rats de lot RN100 qui
regoivent 100mg/kg d’ extrait.

Alors que chez les RNT, nous avons noté une diminution non significative de TGO

dans le méme intervalle du temps (21J).

% TGP (transaminase glutamo-pyruvique) ou ALAT (Alanine Amino
Transférase)

Nous avons constaté une augmentation non significative de TGP d’ ordre de; 85,54%
et 60,22% Chez les rats soumis a une seule injection intra-péritonéale de 100mg/kg et

200mg/kg d extrait éthanolique des graines de coloquinte, respectivement.

Tandis que, nous avons noté une diminution d’ ordre de 6,31% chez les rats de lot

RN75 qui recoivent une injection intra-péritonéale de 75mg/kg.
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% ALP (phosphatase alcaline)

Concernant I’ ALP, une augmentation non significative a été observée chez les rats de
lot RN100 d’ ordre 27% par rapport al’ ALP du 1% jour (JO)

Par contre, une diminution non significative de I’ordre de 9,84% et 3,79% a été

enregistré chez les rats deslots RN75 et les RN200 respectivement.
% Conclusion

Une augmentation des parametres enzymatiques hépatiques étudiés a été enregistrée
chez les rats wistar qui recoivent au moins une dose de 100mg/kg d’ extrait éhanolique des

graines de coloquinte (Citrullus colocynthis).

3. Evolution des parametreslipidiques

Au cours de notre expérimentation, deux parametres lipidiques sont suivis, la
triglycéridémie et la cholestérolémie total ; les résultats obtenus sont représentés dans la
figure 08 et tableau 13.

Tableau 13: Evolution de quelques paramétres lipidique (triglycéridémie, cholestérolémie)

chez les rats normaux témoins et traités par |’ extrait éhanolique des graines de la coloquinte

durant 3 semaines.
Evolution des paramétres lipidiques (g/l) + écartetype
Doses injectés Variation par rapport JO(%)
Lot (i.p) o o
Triglycéridémie Cholestérolémie
mg/kg p.c
JO 21J JO 21J
2,42+0,91 0,74+0,34
RNT 0,9% NaCl 1,80+0,55 1,07+0,63
(34,73%) (-31,44%)
2,48+0,97 0,79+0,27
RN75 75 0,35+0,20 0,59+0,18
(605,87%) ** (33,67%)
0,83+0,13 1,79+£1,42
RN100 100 0,53+0,09 1,00£0,20
(55,42%) ** (78,30%)
0,29+0,09 0,64+0,05
RN200 200 0,27+0,04 0,51+0,16
(8,86%) (24,68%)

* . degré de signification par rapport au JO
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Triglycéridémie et cholestérolémie = RNT
3 m RN75
* RN100
= RN200

[EEN

0,5

Evolution du taux destriglycérides et de
cholestérol (g/l)

JOo JOo 21

Triglycéride Cholestérol
Temps (jours)

Figure 07 : Evolution de quelques paramétres lipidiques (triglycéridémie, cholestérolémie)
chez les rats normaux témoins et traités par I’ extrait éthanolique des graines de la coloquinte

durant 3 semaines.

% Triglycérides

Chez les rats normaux traités par 75mg/kg de I’ extrait éhanolique et méme chez les
rats traités par 100mg/kg nous avons noté une augmentation significative du triglycéride de
I’ ordre de 605,85% et 55,42% respectivement.

Alors que chez les rats traités par 200mg/kg de notre extrait et méme chez les rats

normaux témoins, nous avons observes une augmentation non significative.
« Cholestérol total
Concernant le taux de cholestérol, nous avons remarqué une augmentation non
significative de I’ ordre de 33,67%, 78,30 et 24,68% respectivement chez les rats soumis a une

injection intra-péritonéale de 75, 100 et 200mg/kg de I’ extrait éthanolique des graines de la

coloquinte.

Par contre, chez les rats normaux témoins nous avons noté une diminution non
significative (31,44%).
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4. Evolution dela créatinine

Tableau 14 : Evolution de la créatinine chez les rats normaux témoins et traités par I’ extrait
éthanolique des graines de la col oquinte durant 3 semaines.

Dosesinjectés Evolution de créatinémie (g/l) + écartetype
Lot (i.p) Variation par rapport JO(%)
mg/kg p.c Jo 21J
0,38+4,50
RNT NaCl 0,9% 0,34+3,40
(10,72%)
0,54+0,30
RN75 75 0,19+0,12
(182,32%) *
0,33+0,1
RN100 100 0,12+0,007
(189,83%) *

* . degré de signification par rapport a JO

créatinine
0,60 - *
0,50 -
0,40 -
0,30 - B RNT
0,20 - m RN75

010 RN100

0,00 -

J0 21)
Temps (jours)

evolution de la créatinine (g/l)

Figure 08 : Evolution de la créatinine chez les rats normaux témoins et traités par I’ extrait

éthanolique des graines de la col oquinte durant 3 semaines.

Une augmentation peu significative de la créatinine d’ ordre de 182,32 et 189,83% a
été observée chez les rats soumis a une seule injection intra-péritonéale de 75 et 100mg/kg de

I’ extrait éhanolique des graines de coloquinte, respectivement. Ce qui peut justifier un risque
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d atteinte rénal pour les rats traités par des fortes doses d extrait éthanolique (au-dela de

75mg/kg p.c).

1. Evolution du poids corpor€

Le suivi régulier du poids corporel des rats normaux témoins et traités par les

différentes doses de I’ extrait éhanolique, nous a amené d obtenir les résultats représentés
danslafiguren©06 et le tableau 11.

Tableau 15 : Variation du taux de croissance chez les rats normaux témoins et traités

par I’ extrait é&hanolique de la coloquinte durant 3 semaines.

Doses injectés Poids corporél (g) + écartetype
Lot (i.p) Taux de croissance (%)
mg/kg p.c Jo 21]
277,2+21,45
RNT NaCl 0.9% 238,12+17,59
(16.41%)
228+19,80
RN75 75 183,6+26,06
(24,18%)*
143,25+15,90
RN100 100 173+9,30
(-17,20%) *
190+7,07
RN200 200 185,6+14,79
(2,37%)
* . degré de signification par rapport a Jo.
Poids
300 -
=2 250 - *
2 200 -
§ 150 * mRNT
§ 100 - W RN75
3 50 - RN100
a.
0 - ® RN200
Jo 21)
Temps (jours)

Figure 09 : Evolution du poids corporel chez les rats normaux témoins et traités par |’ extrait
éthanolique des graines de la coloquinte durant 3 semaines
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Nous avons observé une augmentation de croissance réguliere d’ ordre de 16,14% et
24,18% chez les rats témoins RTN et les rats traités par 75mg/kg de I’ extrait éhanolique
(RN75) respectivement. De méme, une faible croissance non significative a été enregistrée
chez lesrats traités par 200mg/kg de I’ extrait éthanolique (RN200) d’ ordre de 2,37%

Par contre, les rats normaux traités par 100mg/kg de I’ extrait éthanolique (RN100)
subissent une chute peu significative du poids, d ordre 17,20% (de 173g a 143,25q).
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La valorisation des plantes médicinales utilisées traditionnellement pour le traitement
du diabéte sucré, ains que la recherche de nouvelles substances a activité antidiabétique,
constituent aujourd’hui une des plus grandes préoccupations scientifiques, devant la
complexité métabolique de la maladie et son importante prévalence mondiale [Vulksan et

Sievenpiper, 2005].

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

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 ,... ont démontré que les extraits de la coloquinte présentent des effets

antihyperglycémiants.

Pour cela, cette plante afait |’ objet de notre recherche ol nous nous sommes intéressés
a I'effet de I'extrait éthanolique des graines de la coloquinte sur I'évolution de quelques

parametres biochimiques sériques chez |les rats normaux.

Les résultats des tests phytochimiques de |’extrait éthanolique des graines de la
cologuinte ont montré, la présence des tanins, des acaloides, des glycosides et des composés
réducteurs, mais |’ absence des flavonoides, des saponosides et des coumarines dans les deux
extraits (1h : 30min et 3h)

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

Cependant, le dépistage phytochimique qualitatif de I’ extrait éhanolique des graines
de Citrullus colocynthis a noté la présence des tanins, acaoides, flavonoides et des
glucosides [Najafi et al., 2010].

En effet, Benlahcen en 2010 ; Djedidi et Sahi en 2009, ont indiqué |la présence des

flavonoides, tanins, saponosides et térpenoides, et |'absence des adcaoides, des
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anthraguinones, des quinones libres et des sucres réducteurs dans |’ extrait eau-méthanol des

graines broyées et dégraissées de la coloquinte.

En 2009 Marzouk et al., ont révélé la présence des flavonoides et des stéroides et
I’absence des anthraquinones et des coumarines dans |’extrait acétone de graines de la

coloquinte.

D’aprés I'analyse chromatographique, I'extrait éthanolique serait compose d au
moins 9 substances.

Darwish-Sayed et al. en 1974, ont montré que |'analyse chromatographique par
CCM, en présence d'un mélange de solvant contenant n-Butanol, acide acétique et eau
(4/1/5), de I'extrait chloroformique des graines de la coloquinte, récoltées dans la région de
Marsa-Matrouh (Egypte), révéle quatre glycosides cucurbitacines (E, B, I, L) seulement ;
alors que I’ extrait éhanolique révéle 8 composeés (4 glycosides cucurbitacines et 4 formes

aglycones des cucurbitacines).

De méme, Natiq et al. en 1989, ont identifié quatre glycosides cucurbitacines (2-O-f-
D-gluco-pyranosyl-cucurbitacine I, 2-O-B-D-glucopyranosyl-cucurbitacine E, 2-O-B-D-
glucopyranosyl-cucurbitacine L et 2-O-B-D-glucopyranosyl-(22-27) hexanorcucurbitacine I) a
partir d’extrait chloroformique de la partie aérienne et les fruits des la coloquinte broyés et
dégraissés récoltés dans la région de Basrah (Sud Irag) et seulement deux glycosides
cucurbitacines  (2-O-B-D-gluco-pyranosyl-cucurbitacine I,  2-O-B-D-glucopyranosyl-
cucurbitacine L) a partir d’ extrait éthanolique des mémes parties utilisés. La phase mobile

utilisée est formée par le mélange chloroforme / méthanol (17 :3).

Delazar et al. en 2006, ont isolé et identifié a partir des fruits trois flavones
glycosides : isosaponarine, isovitexine et isoorientine 3'- O- méthyle éther; et deux glycosides
cucurbitacinee:  2-O-B-D-glucopyranosyl-cucurbitacine I et 2-O-B-D-glucopyranosyl-

cucurbitacine L.

Nayab et al., 2006 ont signadé la présence de deux nouveaux glycosides
cucurbitacines : 2-O-beta-D-glucopyranosyl-cucurbitacine B (arvenin 1) (2) et de 2,25-di-O-
beta-D-glucopyranosyl-cucurbitacine L (3), dans I'extrait méthanolique du fruit de la
coloquinte par RMN 1D et 2D.

Au cours de notre expérimentation, Nous NOUS sommes intéressees par le suivie de

guelques parameétres biochimiques: glycémie, cholestérol total, triglycéride, transaminases
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(TGO, TGP, ALP) et créatinine 21 jours apres I'injection intra-péritonéale des différentes
doses de notre extrait et de rechercher d’ éventuel effet toxique a travers ces paramétres.

Dans notre étude, |’extrait éthanolique des graines de la coloquinte a 75, 100,
200mg/kg ne présente pas un effet hypoglycémiant pour les rats normaux a moyenne terme

durant 21 jours.

De méme, Azzi en 2007 a démontré que I’ extrait éthanolique et chloroformique de
graines de Citrullus colocynthis n'ont pas un effet hypoglycémiant chez les rats normaux

traités par I’ injection intra-péritonéal e de 20mg/kg des extraits.

Zhang e Tan (2000), ont montré qu'une seule dose (150mg/kg p.c) d’extrait
éthanoliqgue de Gynura procumbens Merr. famille des Astéracées, administrée par voie
orale, provoque une diminution significative de la glycémie chez les rats rendus diabétiques
par la Streptozotocine. De méme, ils n'ont pas noté un effet hypoglycémiant chez les rats

normaux.

Abdel-barry et al. (1997), ont démontré que I’administration intra-péritonéale de
0.8g/kg dextrait éthanolique des feuilles de Trigonella foenum-graecum L. (Fenugrec)
famille des légumineuses provoque une diminution significative de la glycémie chez les rats
rendus diabétiques par | alloxane. De méme, ils n’ont pas noté un effet hypoglycémiant chez

les rats normaux.

Concernant les paramétres lipidiques, nous avons constaté que I’ extrait éthanolique
provogue une augmentation significative de triglycéride, mais il entraine une augmentation

non significative de cholestérol.

De ce fait, on peut dire que I'injection intra-péritonéale de notre extrait n’assure pas
une grande modification de ces paramétres lipidiques.

Une éude évaluant I’ effet des graines de Citrullus colocynthis sur le profil lipidique
des lapins hyperlipidémiques, a suggéré que I’ extrait eau-méthanol (30: 70) obtenu par
macération pendant 24 heures a une dose de 100 mg/kg, diminue significativement le taux de
triglycérides et cholestérol total [Zamani et al., 2007].

Benlahcene en 2010, a noté que I’injection intra-péritonéale de |’ extrait eau-méthanol
(100mg/kg) de graines broyeées et dégraissés de Citrullus colocynthis, ne provogue aucune

modification de la cholestérolémie et latriglycéridémie.

[48]



Discussion

Azzi en 2007, a démontré que I’extrait éhanolique et | extrait chloroformique
(20 mg/kg) de graines de Citrullus colocynthis administrés par voie intra-péritonéale aux rats
wistar normaux et rendus diabétiques par la Streptozotocine (65mg/kg), ont un effet
antihyperglycémiant (a court et a long terme), corrigeraient les désordres métaboliques
glucidiques (hyperglycémie) et lipidiques (hypercholestérolémie et méme probablement

autres perturbations)

Abd EI-Baky et al., (2009), ont noté que I’extrait de Citrullus colocynthis diminue
significativement le taux de glucose, cholestérol et triglycéride dans le sang. Donc, ils ont
conclu que Citrullus colocynthis exerce un effet hypoglycémiant, hypolipidique et

antioxydant chez les rats normauix et diabétiques.

Suivant nos résultats, |’ extrait éthanolique des graines de la coloquinte induit une
augmentation des enzymes hépatiques (TGO, TGP, ALP) chez les rats qui recoivent au moins
une dose de 100mg/kg.

De méme, I'injection intrapéritonéale de I’extrait éhanolique (75, 100mg/kg p.c)
provoque une augmentation peu significative de la créatinine. Ce qui peut justifier un risque
d atteinte rénal pour les rats traités par des fortes doses d extrait éthanolique (au-dela de
75mg/kgp.c).

D’ apres Phillipe (1983), la teneur plasmatique de la créatinine nous renseigne sur le
métabolisme endogéne. De plus, ce taux est proportionnelle a la masse musculaire de
I’organisme [Alain et al., 1980].

Al-Ghaiti et al en 2004, ont trouvé que I’administration orale de I’ extrait agueux des
graines de Citrullus colocynthis chez les rats normaux et rendus diabétiques par STZ réduit
significativement le taux d’AST (Aspartate aminotransferase) et provoque une diminution
significative de GGT (Gamma-Glutamyl transferase) et d’ ALP (phosphatase alcaline), mais

ne provogue pas des différences significatives de la créatinine.

Atole et al. (2009), ont constaté que I’administration de I’ extrait agueux de Citrullus
colocynthis (50 et 100mg/kg p.c) chez les rats ne présente aucune différence significative des

parametres biochimiques sériques (TGO, TGP, ALP, LDH, créatinine, urée, abumine).

Selon Abd EI-Baky et al., (2009), le traitement des rats normaux et diabétiques par
I’extrait de Citrullus colocynthis (50mg/kg/jour) provoque une augmentation significative de
TGO, TGP et ALP dans le sérum. Ces résultats sont confirmés par I’ é&ude de [Ethan, 2003]
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qui ont démontré que I’administration orale de I’ extrait des graines de la coloquinte chez les

rats augmente significativement y-glutamyltransferase et 1’alcaline phosphatase.

Fallah Huseini et al. (2009), ont montré que le traitement des diabétiques de type 2
par des gélules de la coloquinte (100mg) 3 foigjour et pendant 2 mois n'assure aucun

changement significative des paramétres seriques (TGO, TGP, ALP, urée et créatinine).

Al-Yahya et al., (2000), ont noté que I’ aliment composé de 10% de fruit de Citrullus
colocynthis ou 10% des feuilles de Nerium oleander ou le mélange de (5%+5%) cause une
atération de I’ activité des enzymes hépatique AST, ALT, ALP.

Dehghani et Panjehshahin (2006), ils ont constaté que les doses 50 et 100 d’ extrait
alcoolique de Citrullus colocynthis n'assurent pas un effet toxique, mais ce dernier est
remarguabl e pour les doses 200 et 400mg/kg. Alors, ils ont conclu que Citrullus colocynthis a

sa dose antidiabétique est sans danger et ne provoque aucun effet toxique.

Al-Qarawi et Adam (2000), ont trouve que le mélange de 1 :1(5%+5%) de Citrullus
colocynthis et Capsicum frutescens provoque chez les rats: la Iésion des organes vitaux
accompagnée par |I’anémie, la leucémie, un changement de I'activité d’ALP, AST, ALT et
auss une modification de la concentration de protéine total, albimune, urée et autres

constituants de sérum.

D'aprés Adam et al., 2000, I'administration orale d'un mélange de Citrullus
colocynthis et Rhazya stricta (0,25%g+0,259) est toxique pour les moutons et provoque des
enterohepatonephrotoxicity, gélitination des lipides rénale et cardiague, atération de la
fonction de TGO et la concentration de protéine total, d’abimun, de cholestérol et d autres

parameétres sériques.

Selon Bakhiet et Adam (1995), les poussins nourrissent par un aliment contient 10%
de Citrullus colocynthis présentent un gaine de poids et une augmentation de: LDH, AST et

de la concentration des lipides total.

La recherche de I'effet d extrait éhanolique des graines de coloquinte (Citrullus
colocynthis) sur quelques parameétres biochimique sérique, nous a conduis a des résultats
montrant un effet toxique surtout sur les enzymes hépatique et les reins mais a partir des doses

élevées.
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Conclusion

A T’issue de ce travail, nous pouvons conclure que 1’extrait éthanolique des graines de
coloquinte (Citrullus colocynthis), administré par voie intra péritonéale chez les rats normaux
a partir de la dose 100mg/kg p.c, influence négativement sur la concentration des
transaminases liée a la fonction hépatique et la concentration de créatinine liée a la fonction

rénale et provoque aussi des perturbations lipidique.

Ces résultats mériteraient d’étre approfondis et des travaux complémentaires seraient

nécessaires tels que :

- Tester les composés purifiés afin de déterminer la structure chimique et le
principe actif de 1’extrait

- Utiliser d’autres méthodes d’analyse chimique de I’extrait éthanolique
(Chromatographie sur colonne, HPLC, CPG, RMN,...)

- Doser d’autres parametres biochimiques plasmatiques : HDL- cholestérol,
I’insulinémie, hémoglobine glycosylé, urée, albuminurie, LDH... ;

- Utiliser d’autres espéces animales et modeles expérimentaux,. ..

- Elargir le nombre des rats expérimentaux et la durée de I’expérimentation.

- Utiliser d’autres modes d’administration.
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