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AVANT-PROPOS

Ce travail s’inscrit dans un axe pluridisciplinaire, qui concerne la valorisation de la
flore locale en plantes médicinales. Nous nous sommes intéresses, plus particulierement
aux plantes utilisées dans le traitement du diabete sucré, dont Hammada scoparia.
Les travaux qui ont fait I’objet de cette thése, ont été réalisés dans le laboratoire des
substances naturelles et activités biologiques (LASNABIO), université Abou Bekr
Belkaid-Tlemcen, I’expérimentation sur les animaux, a été entretenue dans 1’animalerie du

département de Biologie, université Abou Bekr Belkaid-Tlemcen.

Hammada scoparia, est une plante bien étudiée chimigquement, les structures des
principales molécules ont été bien élucidées, de ce fait notre approche a consisté de
reprendre initialement 1’étude phytochimique par des techniques simples non couteuses,
dans un but de confirmer la présence des métabolites secondaires déja identifiees, et
surtout pour caractériser chimiquement les extraits destinés a 1’étude biologique. Une fois
la fraction la plus active isolée, des analyses phytochimiques plus avancées seront ainsi

entrepris.
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RESUME

Les plantes médicinales représentent aujourd’hui une source incontournable pour la
découverte de nouvelles molécules thérapeutiques, tres efficaces contre de nombreuses maladies.
Dans ce contexte nous nous sommes intéressés a 1’étude de Hammada Scoparia connue sous le
nom de «Remth », une plante réputée pour ces vertus curatives, nous avons ainsi étudié sa
composition phytochimique, sa toxicité aigué et son activité antidiabétique in vivo chez le rat.

L’étude de la composition phytochimique de H. scoparia, a révélé un taux de polyphénols
égale a 36,54 eq mg d’acide gallique/g, représenté par des flavonoides (des flavonols triglycosides
et un flavone), des acides phénols (I’acide coumarique, 1’acide cinnamique et 1’acide cafféoyl-
quinigue), des phénols simples (cathécol) et des tannins. D’autre part la quantité des alcaloides a
été estimée a 5,2%, et qui appartiennent principalement aux familles des isoquinolines, des indoles,
des isoquinolone et des B-carboline. De plus H. scoparia contient 5,4% de saponosides ayant un
indice de mousse de 500, et 5.07% de sucres totaux.

Les tests de la toxicité aigué de H. scoparia, ont montré que les extraits aqueux et eau-
méthanol, administrés par voie orale ne présentent pas de toxicité mortelle chez les rats Wistar
méme a une dose de 2000mg/kg, a part quelques symptomes transitoires observés avec 1’extrait
alcoolique. Par contre des troubles de toxicité accompagnés par la mort de quelques rats ont été
enregistrés lorsque 1’extrait eau-méthanol a été injecté par voie intrapéritonéale, ainsi la dose létale
qui devrait tuer 50% de la population est trouvée égale a 588.84 mg/kg.

L’étude de I’activité antidiabétique de H. scoparia, a été realisée sur différents extraits
aqueux et organiques administrés par voie orale, en utilisant trois procédures, chez des rats Wistar
normaux et des rats rendus diabétiques par la streptozotocine (60mg/kg). La premiére procédure
consiste a tester I’effet a court terme des extraits de la plante, sur la glycémie a jeun des rats
normaux. Alors que dans la deuxiéme, les animaux ont subi un test de tolérance orale au glucose
apres le gavage des extraits. Tandis que dans la troisiéme I’effet des extraits a été testé chez des rats
normaux et diabétiques, suite a un traitement quotidien (7 ou 21 jours). Les résultats, indiquent que
seule la deuxieme procédure, a montré un effet antihyperglycémiant significatif (p<0,05) observé
dans un intervalle de temps de 30 a 60 min apres la charge glucidique. Cet effet a été évident,
notamment avec des extraits épuisés par le méthanol ou le dichlorométhane. La premiére et la
troisiéme procédure n’ont montré aucune diminution de la glycémie, et aucune amélioration dans
les troubles qui accompagnent le diabéte expérimental comme la polyphagie, la polydipsie, la chute
du poids corporel et la détérioration des paramétres sanguins.

Dans un but de souligner le mécanisme d’action possible de la plante, un dosage du
glycogéne hépatique et musculaire a été réalisé chez des rats traités préalablement par un extrait
alcoolique. Cette expérience n’a montré aucun effet positif de 1’extrait sur 1’amélioration du
transport du glucose intra-tissulaire (P > 0,05).

A la lumiere de ces résultats, nous pouvons dire que H. scoparia, est une plante medicinale
a activité antihyperglycémiante remarquable, qui s’est manifesté dans nos expériences, par une
diminution de ’hyperglycémie provoquée par une charge orale de glucose chez des rats normaux.
L’étude présente indique aussi, que les molécules les plus soupconnées appartiennent aux familles
des alcaloides, des flavonoides et des saponosides et nous suggérons qu’elles agissent en synergie.
De plus le mécanisme d’action le plus probable des extraits étudiés, peut étre une inhibition de
I’absorption intestinale du glucose, une stimulation de la sécrétion de 1’insuline ou une amélioration
de I'utilisation périphérique du glucose.

D’autres études plus avancées sont ainsi nécessaires pour mieux valoriser 1’effet de H.
scoparia contre le diabéte sucré, et de trouver les molécules responsables.

Mots clés: Hammada scoparia, alcaloides, flavonoides, toxicité, tolérance orale au glucose, diabete
expérimental.



ABSTRACT

Medicinal plants represent today unavoidable source for the discovery of new therapeutic
molecules, which are very efficacious against many diseases. In this context, we have interested to
study Hammada scoparia, called a « Remth », a plant renowned for their healing properties, so we
have studied its phytochemical composition, its acute toxicity and its antidiabetic activity in vivo in
rat.

Phytochemical study of H. scoparia, revealed a polyphenols level of 36,54 mg eq of gallic
acid/g, which are represented by flavonoids (flavonol triglycosides and flavone), phenolic acids
(coumaric acid, cinnamic acid and caffeoylquinic acid), simple phenols (cathecol), and tanins. On
the other hand, the proportion of alkaloids was found to be 5, 2%, and they mainly belong to
groups of isoquinolines, indoles, isoquinolone and B-carboline. Furthermore, H. scoparia contained
5, 4% of saponins, with foam index of 500, and 5, 07 % of total sugars.

H. scoparia acute toxicity studies showed that aqueous and water-methanol extracts, given
orally to Wistar rats, didn’t exhibit lethal toxicity, even at the dose level of 2000 mg/kg, except
some transitory symptoms observed with alcoholic extract. On the other hand, when water-
methanol extract was given by intraperitoneal injection, toxicity troubles with death of some
animals were recorded. Thus lethal dose that should kill 50 % of the population was found to be
588.84 mg/kg.

Antidiabetic study of H. scoparia was conducted on different aqueous and organic extracts
given orally, to normal Wistar rats and streptozotocine-induced diabetic rats (60 mg/kg), using
three procedures. The first procedure consisted of testing the acute effect of plant extracts on
fasting glycemia of normal rats. While in the second, animals were subjected to oral glucose test,
after the extracts administration. Finally, in the third procedure, plant extract effect was tested, in
normal and diabetic rats, in daily treatment (7 or 21 days). The results indicated that only the
second procedure, has showed significant antihyperglycemic effect (p<0, 05), observed in time
interval of 30 to 60 min after the glucose charge. The effect was evident mainly with methanol and
dichloromethane extracts. The second and the third procedure didn’t show any reduction of
glycemia, or any enhancement of troubles that come with experimental diabetes, as polyphagia,
polydipsia, body weight lost, and blood parameters deterioration.

In order to outline the possible mechanism of action of the plant, a determination of
glycogen in the liver and muscle were carried out on rats previously treated by alcoholic extract.
This experiment showed no positive effect of the extract on improving the intra-tissue glucose
transport (p>0, 05).

In the light of these results, we can say that H. scoparia is a medicinal plant with
remarkable antihyperglycemic activity, which appeared in our experiments with a reduction of
hyperglycemia, induced by oral glucose charge in normal rats. Our study indicates also that the
most responsible molecules belong to the families of alkaloids, flavonoids, and saponins and we
suggest that they react in synergy. Furthermore, the most probable mechanism of action of studied
extracts is an inhibition of intestinal glucose absorption, stimulation of insulin secretion or
improvement of peripheral glucose transport.

More advanced studies are necessary to more valorise the effect of H. Scoparia against
diabetes mellitus, and to find the responsible molecules.

Keys words: Hammada scoparia, alkaloids, flavonoids, toxicity, oral glucose tolerance,
experimental diabetes.
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1. Introduction

Depuis 1980, des scientifiqgues de partout dans le monde, se sont largement
focalisés sur la recherche de nouvelles molécules thérapeutiques d’origine naturelle. Cette
tendance peut étre largement expliquée par la nécessité urgente de nouveaux traitements, et
cela pour plusieurs raisons, notamment [’augmentation des effets secondaires des

médicaments synthétiques parfois graves (Schlienger, 2014).

Devant la multitude des sources naturelles disponibles, les chercheurs se sont
intéressés tout d’abord aux plantes, et en particulier a celles fréguemment utilisées en
meédecines traditionnelles et réputées par leur efficacité au sein des malades. Le principal
but a été de reproduire I’effet thérapeutique de ces remédes naturels dans des conditions de
laboratoire, et d’en tirer les extraits ou les molécules les plus efficaces, afin de les mettre a

la portée des personnes malades.

Pour réaliser ce but, plusieurs étapes sont nécessaires, premiérement la sélection et
I’identification des plantes qui ont une activité¢ thérapeutique particuliére, deuxiémement
I’isolement des principes actifs les moins toxiques et la détermination de la meilleure
méthode pour leur extraction et leur conservation, troisiemement la compréhension de leur
mécanisme d’action, et enfin 1’entreprise des essais cliniques. A savoir que ces grandes
étapes nécessitent la collaboration de plusieurs scientifiques ayant différentes spécialités
comme des biochimistes, des chimistes, des physiologistes, des botanistes, et des

médecins.

Parmi les plantes qui ont pris un grand intérét et qui ont fait 1’objet de plusieurs
travaux de recherche, ce sont les plantes a activité antidiabétique : des plantes douées d’un
pouvoir de faire réguler la glycémie des patients diabétiques, dont le nombre ne cesse de
croitre. D’aprés les revues scientifiques, ces plantes appartiennent principalement aux
familles suivantes; Leguminoseae, Lamiaceae, Liliaceae, Cucurbitaceae, Asteraceae,
Moraceae, Rosaceae et Araliaceae. De plus les plantes les plus actives sont Allium
sativum, Gymnema sylvestre, Citrullus colocynthis, Trigonella foenum greacum,

Momordica charantia et Ficus bengalensis (Patel et al., 2012).



Partie bibliographique

Les mécanismes d’actions de ces plantes sont diverses, en générale, elles peuvent
agir comme des insulino-mimétiques ou des insulino-sécrétagogues, ainsi leurs principes
actifs sont de nature chimique trés variable, et appartiennent surtout a des métabolites
secondaires. Un exemple qui mérite d’étre mentionné, et celui de la metformine, un
antidiabétique oral issu par hémisynthése a partir d’un alcaloide la galégine, isolée d’une
plante Galega officinalis (Witters, 2001). La metformine est souvent considérée comme
un médicament de premier choix pour le traitement du diabéte sucré, et est utilisée par 120
millions de personnes autour du monde (Viollet et al., 2012), son principal mode d’action
est principalement expliqué par une diminution de la production hépatique du glucose
(Viollet et al., 2012).

L’objectif de ce travail de thése est d’évaluer I’activité antidiabétique
de Hammada scoparia, une plante citée dans les études ethnopharmacologiques pour le
traitement du diabéte sucré, mais aucun travail n’a été réalisé pour bien cerner cette activité

thérapeutique.

Le présent manuscrit, est entamé par une synthese bibliographique, dans laquelle le
sujet du diabéte sucré est évoqué et ses traitements par les médicaments conventionnels et
les plantes médicinales sont discutés. Une seconde partie est consacrée a la description
botanique et chimique de H. scoparia et aussi a son utilisation thérapeutique.

Quant a la partie expérimentale, est consacrée a 1’évaluation de I’activité anti-
diabétique de H. scoparia in vivo, chez des rats normaux et diabétiques ainsi que de
chercher les familles de molécules les plus actives et les moins toxiques. Pour cela nous

avons suivi les étapes suivantes :

Dans un premier temps, nous avons étudié la composition chimique
de H. scoparia. Cette étude a été réalisée sur des extraits préparés selon un protocole
d’extraction sélective et spécifique pour une famille de métabolites secondaires bien
particuliére. Les tests phytochimiques ont été réalisés soit en utilisant des réactions de
coloration ou de précipitation dans des tubes ou bien sur des plaques de chromatographie
sur couche mince (CCM) en utilisant des réactifs chimiques spécifiques pour chague

famille de composés.
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Dans un second temps, nous avons préparé des extraits destinés aux tests
biologiques, en utilisant différentes méthodes d’extractions liquide-liquide et solide-liquide
ainsi qu’a la chromatographie sur colonne afin d’obtenir des fractions plus ou moins
purifiées. Le contenu de chaque extrait ou fraction a été déterminé par des tests phyto-

chimiques.

Ensuite, nous nous sommes intéresses aux tests biologiques, que nous avons
entames par 1’évaluation de la toxicité aigué de H. scoparia sur des rats de laboratoire,
en utilisant deux extraits et deux voies d’administration. Le principal but de cette étude est
d’évaluer le comportement des rats vis-a-vis de doses élevées des extraits de notre plante

et de déterminer les doses létales (DLso et DL1go).

Enfin nous avons entrepris, des expériences pour évaluer 1’activité antidiabétique
de H. scoparia sur des rats de laboratoire. Chaque extrait préalablement préparé a été sujet
a des expériences. Ces derniéres, ont été basées sur trois tests : un test a court terme qui
permet 1’évaluation de 1’effet hypoglycémiant ; un test de tolérance orale au glucose, afin
d’évaluer D’effet antihyperglycémiant; et un test a long terme, qui permet d’évaluer

’activité antidiabétique dans les conditions d’un diabéte expérimental.

En plus une autre partie a été consacrée a I’étude du mécanisme d’action possible
de H. scoparia, nous avons testé son effet sur le stockage du glycogéne hépatique et
musculaire dans des conditions postprandiales.

La collecte des différents résultats et leurs interprétations, nous a mené a établir une

discussion, suivie par une conclusion et des perspectives.
2. Définition et diagnostic du diabéte sucré

Le diabéte sucré est un désordre métabolique d’une étiologie multiple, caractérisé
par une hyperglycémie chronique, qui touche le métabolisme glucidique, lipidique et
protéique, et qui en résulte d’un défaut de la sécrétion de I’insuline, de I’action de

I’insuline ou les deux conjuguées (Alberti et Zimmet, 1998).

Les symptdmes du diabete sucré sont caractéristiques et se manifestent par une

polyurie, une polydipsie, un amaigrissement, et parfois par une polyphagie et des troubles
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de la vision (ADA, 2014). Si aucun traitement n’est administré, la situation peut se

développer vers 1’acidocétose, I’hyperosmolarité ou 1’acidose lactique (ADA, 2014).

Souvent les symptomes du diabéte sucré ne sont pas visibles, et I’hyperglycémie
présente d’une facon permanente cause des perturbations progressives au niveau des
vaisseaux capillaires, ainsi qu’a 1’apparition de complications a long terme, qui touchent en
particulier I’ceil, les reins, les systémes nerveux et cardiovasculaires (Alberti et Zimmet,
1998). Pour cette raison, un diagnostic de la maladie s’avére nécessaire pour un dépistage

précoce et un établissement d’un traitement adéquat.

En fait, c’est en 1998, que I’organisation mondiale de la santé (OMS) et
I’association américaine du diabéte (AAD) ont revisité les criteres utilisés pour le
diagnostic du diabete sucré, et ont fixé un seuil de glycémie a jeun supérieur ou égal a 126
mg/dl, pour définir un état diabétique (Peters et Schriger, 1998 ; Motta et al., 2007 ;
ADA, 2014). Dans son dernier rapport, le Comité d’Expert International, recommande
aussi ’utilisation du test de 1’hémoglobine glyquée (HDAL1C > 6.5 %), comme critere pour
le diagnostic du diabéte sucreé (tableau n°1) (IEC, 2009).

3. Epidémiologie du diabete sucré

Aujourd’hui il est bien clair que le nombre de personnes affectées par le diabéte
sucré est en croissance rapide dans le monde entier (Danaei et al., 2011). Ainsi la
prévalence mondiale de la maladie est estimée de passer de 6.4% avec 285 millions de
diabétiques en 2010, a 7.7% avec 439 millions en 2030 (Shaw et al., 2010). Cette
augmentation concerne surtout les pays sous-développés, avec 69% de diabétiques adultes
contre 20% dans les pays développés (Shaw et al., 2010). Dans les pays africains, le
nombre de diabétique aussi ne cesse de croitre et d’une fagon alarmante (Abubakari et al.,
2009 ; Whiting et al., 2011). La prévalence du diabéte sucré dans ces pays a été estimée a
3.8% en 2010, et d’augmenter a 4.7% en 2030 (Shaw et al., 2010).

En Algerie, le nombre de diabétiques adultes calculé en 2010 est de 1.63 millions
avec une prévalence de 8.5%, ce nombre est estimé d’augmenter a 2.85 millions avec une

prévalence de 9.4% en 2030 (Shaw et al., 2010). Une étude réalisée dans la région de
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Tlemcen, révele une prévalence de 14.2% au sein de la population, et montre que les

hommes (20.4%) sont plus touchés que les femmes (10.7%) (Zaoui et al., 2007).

Tableau®l : Les criteres utilisés pour le diagnostic du diabéte sucré (IEC, 2009).

Hb AIC > 6.5%. Le test doit étre performé dans un laboratoire qui utilise une méthode
certifiée par NGSP, et standardisée pour un essai en DCCT.*

Ou

Glycémie a jeun > 126 mg/dl (7.0 mmol/lI). Un état de jeune est défini comme abstention
de la prise de calories pour au moins 8h.*

Qu

Glycémie de 2h > 200 mg/dl (11.1 mmol/l) durant un TTOG.
Le test doit étre réalisé comme décrit par 1’organisation mondiale de la santé, en utilisant
une charge en glucose équivalente a 75g de glucose anhydre dissocié¢ dans I’eau.*

Ou

Chez les personnes avec des symptomes classiques de I’hyperglycémie, des acces de
I’hyperglycémie ou une glycémie prise au hasard > 200 mg/dl (11.1 mmol/l).

*Dans ’absence d’une hyperglycémie certaine, les critéres 1-3 doivent étre confirmés par
plusieurs tests répétés.

Plusieurs données expliquent que les principaux facteurs de risques responsables de
la propagation du diabéte sucré, sont 1’urbanisation, le changement de mode de vie,
I’inactivité physique, 1’obésité, et le stress psychosociologique qui menace les individus

jour aprés jour (Whiting et al., 2011).

Quel que soit les chiffres, il est évident de dire que le diabéte sucré est un probleme
majeur de santé publique qui menace les individus et ’économie des nations. De sorte
qu’une prise en charge du patient diabétique est nécessaire et doit comprendre un suivi
médical continuel et aussi une bonne éducation. Cette derniere est basée sur
I’apprentissage des bonnes pratiques pour le contréle de la maladie, et la prévention de ses
complications aigués et chroniques (ADA, 2012). En paralléle, les travaux scientifiques
doivent s’accentuer d’avantage sur la recherche de nouvelles thérapies moins couteuses et

plus efficaces.
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4. Classification du diabéte sucré

Selon Thomas et Philipson, il existe plusieurs classifications du diabéte sucré, mais
aucun schéma n’est idéal, et il y a souvent des incohérences et des lacunes, ce qui montre
que la classification de la maladie va encore évoluer avec la compréhension de la

pathogénése des formes majeures (Thomas et Philipson, 2015).

Comme un exemple de classification adaptée par I’'OMS et I’AAD, est basée sur
deux critéres, les stades cliniques et 1’étiologie du diabéte sucré, nous distinguons ainsi le
diabéte de typel (A : auto-immun et B : idiopathique), le diabéte de type 2 : des « diabetes
autres types » et le diabete gestationnel (ADA, 2014).

Dans ce qui en suit, nous allons décrire les deux formes de diabéte dites

essentielles, le diabete de typel et le diabéte de type2.
4.1. Diabéte de type 1

Le diabéte de typel(DT1) est représenté par 5-10% des diabétiques (ADA, 2014). 1l
touche souvent les enfants et les adolescents, mais il peut aussi survenir a n’importe quel
age méme chez des vieillards. Le DTy est une maladie issue d’une destruction auto-
immune des cellules B des lots de Langerhans du pancréas. Les anticorps responsables
sont : des anticorps anti-Tlots, des anticorps anti-GAD (glutamate acide décarboxylase), des
anticorps anti-insuline et des anticorps anti-tyrosine phosphatase 1A2 (Verge et al., 1998 ;
Burton et al., 2007 ; Pietropaolo et al., 2012).

Le DT1 est une maladie multifactorielle polygénique, en générale, les études ont
montré que des genes de la classe Il codant des HLA-DR et HLA-DQ, et un ou plusieurs
genes additionnels dans la région HLA, sont les principaux facteurs génétiques de risques
pour le diabete de typel(Concannon et al., 2009). Des genes de la région non HLA

peuvent aussi contribués (Concannon et al., 2009).

4.2. Diabéte de type 2

Le diabéte de type 2 (DT2) est plus fréquent, et compte pour 90-95 % des
diabétiques (ADA, 2014). 1l se caractérise par une insulinorésistance et souvent un déficit
relative de la sécrétion de I’insuline par les cellules B pancréatique (ADA, 2014).
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L’hyperglycémie détectée est la résultante de la diminution de 1’utilisation du glucose par
les tissus péeriphériques, notamment le muscle (Shulman, 2000 ; Shulman et al., 1990), et
une augmentation de la production hépatique du glucose par le foie (Virally et al., 2007).
Le taux des acides gras est aussi élevé, a cause de la lipolyse accentuée, (Roden et al.,
1996 ; Kovacs et Stumvoll, 2005). (Figurel)

D’autre part des facteurs génétiques et environnementaux sont aussi a I’origine du
DT2, I'importance des facteurs génétiques est attestée par le degré élevé de concordance
des jumeaux monozygotes de I’ordre de 90% (Barroso, 2005). De plus la prédisposition
génétique est souvent tres forte, mais les mécanismes responsables sont complexes et

souvent non complétement bien définis (ADA, 2014).

Diabetes genes
P TS Adipokines
s " pecel g Inflammation

« _ dysfunction ., Hyperglycaemia
ToeeeT Free fatty acids
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Fat
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Figure 1 : Pathophysiologie de I’hyperglycémie et augmentation des acides

gras dans le diabete de type 2.
L’action normale de I’insuline produite par le pancréas, s’exprime par la diminution de la
production hépatique du glucose, I’augmentation de I’utilisation du glucose par le muscle
squelettique, et la suppression de la libération des acides gras par le tissu adipeux. Les différents
facteurs responsables de la pathogénése du diabéte de type 2, montrés dans la figure 1 affectent a la

fois la sécrétion de I’insuline et I’action de I’insuline. La diminution de la sécrétion de I’insuline,
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diminue aussi I’effet biologique de I’insuline dans les tissus cibles. L insulinorésistance affecte la
cascade de I’expression de 1’insuline, en augmentant le taux des acides gras libres et en provoquant
I’hyperglycémie caractéristique du diabéte sucré. A leur tour les taux élevés des acides gras et du
glucose agissent négativement sur la sécrétion de I’insuline et I’action de 1’insuline (Stumvoll et

al., 2005).
5. Traitement du diabeéte sucré

5.1. Traitement du diabéte sucré par I’insuline et les antidiabétiques oraux

Le traitement du diabete sucré dépend du type du diabete et du degré du déficit en
insuline. Pour le traitement du DTy, I’insuline reste le moyen le plus efficace, et le plus
disponible a fin d’obtenir une glycémie normale bien régulée. Le role de I’insuline
administrée au malade d’une fagon strictement controlée, consiste a remplacer 1’insuline
propre a I’organisme, les principaux effets attendus sur 1’homéostasie du métabolisme
sont; une stimulation de [I’utilisation périphérique du glucose et I’activation de la
glycogénése, de la glycolyse, de la lipogenése et de la synthese protéique. De plus
I’insuline tente aussi a inhiber la gluconéogeneése et la lipolyse (Kelley et al., 1990 ;
Bailey, 1999).

Le DTa, peut étre controlé dans les stades précoces de la maladie par un régime
alimentaire et une activité physique, mais si la glycémie normale n’est pas atteinte, une
prescription d’antidiabétiques oraux s’avere obligatoire, un recours a I’insuline peut aussi

étre nécessaire (Koski, 2006).

Les agents oraux disponibles pour le traitement du DT», peuvent étre classés en
cing classes pharmacologiques. Les sulfonylurées, les dérivés de I’acide benzoique (des
agents hypoglycémiants), les biguanides, les inhibiteurs de a-glucosidases, et les
thiazolidinediones (des agents antihyperglycémiants ) (Harrigan et al., 2001). A souligner
aussi le développement de nouveaux insulinosécrétagogues, les analogues du GLP-1 et les
inhibiteurs du DDP-IV(Ahrén, 2007). Les principaux points de différence entre ces classes
pharmacologiques sont: le mécanisme d’action, la toxicité et les effets secondaires

(tableau n°2).
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Tableau n° 2 : Les principaux agents antidiabétiques oraux utilisés dans le traitement du

diabete de type 2.

_Ager)t_s Exemples Mode d’action Eﬁ6t§ Références
antidiabétiques secondaires
Glibenclamide | Augmentation de Vicent et al.,
Les sulfonviurées Gliburide la sécrétion Hypoglycémie 1995.
y Glimepiride pancréatique de Prise de poids DeFronzo,
Tolbutamide I’insuline. 1999.
-Inhibition de la
production
hépatique du Stumvoll et al.,
glucose. 1995.
-Inhibition de DeFronzo,
. . . ’absorption . . 1999.
Les biguanides Metformine intestinale du Acidose lactique Tiikkainen et
glucose. al., 2004.
-Effet possible Orban et al.,
sur le 2006.
métabolisme
lipidique.
Inhibition de
Les inhibiteurs des I’absorption . . Josse, 1995.
a-glucosidases Acarbose intestinale du Gastro-intestinaux Baron, 1998.
glucose.
Amélioration de
. .L?s . Rosiglitazone 1’1155331% Hépatotoxique Elte et Blickle,
thiazolidinediones N 2007.
I’activation des
PPAR-y.
-Diminution du
. Sitagliptine taux du glucagon Maux de téte ,
IE)G};;TT(%ﬁ?UESnSSe)S Vildagliptine -Augmentation Nausées Ahren, 2007.
P de la sécrétion Hypersensibilité
de I’insuline.
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5.2. Traitement du diabéte sucré par les plantes médicinales

Selon le rapport de I’'OMS, 80 % de la population mondiale utilise les plantes
médicinales pour se traiter de diverses maladies. Ce taux remarquablement élevé, peut étre
expliqué par D’efficacité thérapeutique de ces remedes naturels prouvée au sein de la
population, et aussi par leur disponibilité et leur faible colt. Cette pratique médicale trés
ancienne, qui est fondée sur I’utilisation d’extraits de plantes et de principes actifs

naturelles est connue sous le nom de la phytothérapie (Schlienger, 2014).

Une des remarquables applications de la phytothérapie, est 1’utilisation des plantes
médicinales pour le traitement du diabéte sucré. Ainsi plusieurs plantes sont utilisées par la
population pour maintenir un taux de glucose sanguin dans les normes. Cette pratique a
fasciné des chercheurs pour entreprendre des expériences afin de comprendre le

mécanisme d’action de ces remeédes naturels et d’en tirer les principes actifs.

Une référence classique est a I’origine de I’émergence de plusieurs études réalisées
sur Pactivité antidiabétique des plantes médicinales, c’est celle de Marles et Farnsworth,
ces deux auteurs reportent 1’existence de 1123 especes douées d’un pouvoir antidiabétique,
appartenant a 725 genres et 183 familles, les familles les plus citées sont les Fabacées, les
Astéracées, les Lamiacées, les Liliacées, les Poacées, et les Euphorbiacées (Marles et
Farnsworth, 1995).

En effet, Marles et Farnsworth ont aussi trouvé que parmi ces plantes utilisées
traditionnellement pour le traitement du diabéte sucré, il y en a celles qui ont été testées
expérimentalement, et 81% d’entre elles ont montré des résultats positifs, ce qui les a mené
a constater que ces remedes naturels représentent une source potentielle pour des nouveaux

médicaments antidiabétiques (Marles et Farnsworth, 1995).

En Afrique 185 espéces sont aujourd’hui utilisées par la population contre le
diabete sucré (Mohammed et al., 2014). D’autre part dans la région de I’ouest Algérien,
nous avons recensé 60 especes, qui appartiennent a 32 familles (Azzi et al., 2012), les
plantes les plus citées sont: Trigonella foenum-graecum (56 citations), Rosmarinus
officinalis (27 citations), Citrullus colocynthis (22 citations), Tetraclinis articulata (21

citations), Artemesia herba alba (20 citations), Origanum compactum (16 citations),

10
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Punica granatum (16 citations), Zygophyllum album (15 citations) et Artemisia absinthium
(12 citations) (Azzi et al., 2012). D’apres Azzi et ces collégues, 1'utilisation fréquente de
ces plantes, peut étre expliquée par leur faible codt, leur disponibilité mais aussi par leur

efficacité.

Ainsi, les chercheurs et les scientifiques se sont vivement intéressés, a étudier ces
plantes médicinales populaires a fin d’une part de prouver et de reproduire leur activité
antidiabétique dans les conditions du laboratoire et d’autre part de cerner le (S) principe(s)
actif(s), et d’expliquer son (leur) mécanisme d’action, dans un but de trouver de nouveaux
médicaments antidiabétiques plus efficaces et avec peu d’effets secondaires, ainsi plusieurs

sites d’actions ont été proposés (Figure 2).

. HypoglycemicHerbs

LIVE INTESTINE PANCREAS ADIPOSE TISSUE MUSCLE
S “1 o ;,‘7(',‘ ; ) |
@._i' : f
Glucose Glucose I Insulin secretion Peripheral
A . Ginseng
Prodgctlon Absgrptlon Be e G.Iucose uptake
Berberine Myrcia Aloos G{nseng
Fenurgreek Sangzhi Biophytum sensitivum B{tter Melon
leaves Cinnamon
Less glucose into blood : Increase insulin secretion ~ Moreglucose leave

1 - blood into tissue

Restore normal glucose level in blood

Figure 2 : Les differents sites d’actions de plantes médicinales utilisées pour le traitement
du diabéte sucré.

Le premier but dans le traitement du diabéte sucré est la diminution du taux du glucose
dans le sang. Pour atteindre ce but, les plantes peuvent agir selon trois modalités. La
premiere consiste a la diminution de 1’apport du glucose dans le sang, et cela est possible
soit par I’inhibition de la production hépatique du glucose (origine endogene du glucose),

soit par la diminution de 1’absorption intestinale du glucose (origine exogéne du glucose).
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La deuxiéme modalité consiste a une augmentation de I’utilisation du glucose par les tissus
périphériques notamment le muscle. Enfin la troisieme concerne la stimulation de la

sécrétion de I’insuline (Hui et al., 2009).

Dans le tableau n°3 nous avons cité quelques travaux réalisés sur quelques plantes
sélectionnées de 1’étude ethnopharmacologique réalisée dans la région de I’ouest Algérien
par Azzi et al., 2012. Différents extraits bruts ont été préparés a partir de ces plantes, et
puis administrés a des doses bien appropriées, a des animaux notamment le rat et la souris.
Un diabete expérimental a été induit a fin de reproduire 1’état pathophysiologique des
diabétiques. Le mécanisme d’action qui clarifie en partie I’activité antidiabétique de ces

plantes est aussi cite.

12



Tableau n°3: Quelques plantes antidiabétiques testées chez des animaux de laboratoire et leur mécanisme
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d’action possible.

Nom . Nom Partie Extrait ((;Iose, Les animaux Mécanisme d’action Références
L Famille . o voie, durée du e, -
scientifique vernaculaire utilisée . utilisés possible
traitement)
-Augmentation du glycogene
Tfr:)gecr)]z‘;]"a Leguminoseae Halba Graines mi)t(rt];at:gl I?g:[l?zd igl;?;iq/ukes -Stimulat?gr?éghqgrinsport du Hannan et al., 2007
graecum L. g (0.5g/kg, PO, ’i ) gkg glucose dans I’adipocyte. B '
28)) P -Diminution de la digestion
des glucides.
Rosmarinus Extrait éthanol Souris normales Inhibition de
A Lamiaceae Yazir Feuilles (20mg/souris, L , . Koga et al., 2006.
officinalis L. 21jours) non diabétiques I’a-glucosidase.
Citrullus Extrait agueux | Rats diabétiques .
colocynthis | Cucurbitaceae Handal Graines (5ml/kg i.p, (STZ, Action Insulinotropique. ggﬂg::gg gi Z:" 3822
(L.) Schrad. 14j) 65mg/kg i.p) B '
. Extrait eau- o
Artemisia , . . éthanol Rats diabetiques Prévention de Hamza et al., 2010.
herba-alba Astéraceae Chih Feuilles (alloxane et
Asso (390mg/kg, PO, 120mg/kg.i.p) I’insulinorésistance. Awad et al., 2011
' 60 jours) g/kg.1-p
Extrait aqueux -Inhibition
(2ml/kg, 5% i.p, s de la néoglucogeneése.
Nigella . . 307j) Rats diabetiques - Amélioration Abdelmeguid et al.,
; Ranunculaceae Sanoud;j Graines . (STZ, .
sativa L. Thymoquinone 50mg/kg i.p) de la structure cellulaire et 2010.
(0.3mg/ml i.p, GKILP) 1 subcellulaire des cellules -
30j) pancréatiques.
Zingiber Ginger - . Jus (4ml/kg, PO | Rats diabétiques Augmentation de la .
officinale L. | Zingiberaceae Zenjabil Rhizomes 6 semaines) (STZ ,45m .i.v) sécrétion de I’insuline Akhani et al., 2004.
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De méme beaucoup de travaux ont été réalisés sur des molécules purifiées issues de
plantes a activité antidiabétique, les structures chimiques de ces molécules ont été bien
déterminées. Pour élucider quelques exemples prenons tout d’abord le S-méthyle cystéine
sulfoxyde (Figure 3) ; un acide aminé isolé de la pulpe d’Allium cepa L. Des expériences
ont montré qu’une administration quotidienne de 1’acide aminé a une dose de 200mg/kg,
durant 45 jours, a significativement diminué I’hyperglycémie des rats rendus diabétiques
par I’alloxane, cette diminution a été comparable a celle observée avec le glibenclamide et
I’insuline chez les mémes animaux (Kumari et al., 1995). D’autre part des travaux ont été
menes sur 1’étude du mécanisme d’action possible de 1’acide aminé en question, ainsi
Kumari et al. (1995) ont proposé que I’acide aminé agit en améliorant 1’activité des
enzymes hépatiques, notamment 1’héxokinase et la glucose 6-phosphatase. Dans un autre
travail plus récent, la méme équipe a aussi proposé un effet sur I’amélioration de la

sécrétion de I’insuline chez les animaux diabétiques (Kumari et Augusti, 2002).

Un autre acide aminé qui mérite aussi d’étre mentionné, est celui qui a été isolé des
graines de Trigonella foenum graeceum L, le 4-Hydroxyisoleucine (Figure 3). Cet acide
aminé a montré une action directe sur les ilots de Langerhans isolés du rat et de ’homme,
en stimulant la sécrétion de I’insuline induite par le glucose (Sauvaire et al., 1998). Le
méme acide aminé a également montré une amélioration de la tolérance orale au glucose
chez le rat et le chien (Broca et al., 1999). En outre des dérivés ont été préparés a partir du
4-hydroxyisoleucine et ont montré un effet dans la stimulation du transport du glucose
dans les cellules musculaires squelettique L-6, chose remarquable, que cet effet a été plus

important que celui du composé parental (Korthikunta et al., 2015).

De méme d’autres mécanismes d’actionS ont été proposés pour d’autres molécules
isolées de plantes, par exemple 1’acide ursolique (Figure 3), un triterpene isolé de
Rosmarinus officinalis L, qu’est actif comme antidiabétique par 1’augmentation de la
translocation des vésicules de 1’insuline, la sécrétion de I’insuline et 1’augmentation du
contenu du glycogene musculaire soléaire (Castro et al., 2015). Quant a leurs deériveés
synthétiques, leur activité a été bien évidente dans I’inhibition de 1’a-glucosidase et d’une
fagon plus importante que I’acarbose (Wu et al., 2014). Nous pouvons également citer la
mangiférine (Figure 3), et son glycoside la mangiferin-7-O-beta-glucoside, isolés de
Anemarrhena asphodeloides (Bunge), qui selon Ichiki et ces collaborateurs, ces deux
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molécules peuvent agir en augmentant la sensibilité des tissus a I’insuline (Ichiki et al.,

1998). Notons aussi le lophenol (Figure 3) un phytostérol isolé de Aloe vera L., qui selon

des travaux, il peut stimuler le catabolisme du glucose et supprimer la production de novo

du glucose par la réduction des enzymes de la néoglucogenése (Misawa et al., 2012).

Enfin citons I’exemple de ’acide férulique (Figure 3) isolé de syzyginum cuminiL. et qui

pourrait jouer un réle dans la régénération des cellules B-pancréatiques (Mandal et al.,

2008).
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Figure 3 : Les structures chimiques de quelques molécules a activité antidiabétique,

isolées a partir de plantes.
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6. Hammada scoparia

6.1. Position systématique

Régne : Végetal

Embranchement : Phanérogames
Sous Embranchement : Angiospermes
Classe : Eudicots

Ordre : Caryophyllales

Famille : Amaranthaceae

Genre : Hammada

Espeéce : H. scoparia

Figure 4 : Hammada scoparia (POMEL) ILJIN
Hammada scoparia (POMEL) ILJIN = Arthrophytum scoparium (POMEL) ILJIN
= Haloxylon articulatum subsp. scoparium (POMEL) BATT. = Haloxylon scoparium
POMEL (Chenopodiaceae), appartient a la famille des Amaranthaceae, qui est composée
de 800 espéces répartis sur 75 genres. C’est un arbrisseau a tiges gréles, trés nombreuses,
qui noircissent en séchant, avec des épis floraux courts, des fruits a ailes vivement
colorées, souvent rose ou rouge. C’est une plante qui se trouve dans les régions arides et

semi-arides de 1’ Algérie, et d’autres régions de la méditerranée, et aussi en proche orient.
6.2. Phytochimie

La composition chimique de H. scoparia, a été bien étudiée, les structures des
principaux meétabolites secondaires ont été identifiées. C’est une plante surtout trés riche en
alcaloides et en flavonoides. Les principales molécules isolées et identifiées sont montrées

dans le tableau n°4.
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Tableau n° 4 : La composition chimique de Hammada scoparia.

Métabolites
secondaires

Classe

Nom chimique

Références

Alcaloides

Tétrahydroisoquinolines

- Carnégine
- N-methylisosalsoline

Isoquinolines

-Isosalsoline
-Salsolidine
-Dehydrosalsolidine

Indole

-Tryptamine
-N-méthyltryptamine

Isoquinolone

N-méthylcorydaldine

B-carboline

2-Méthyl-1,2,3,4- tétrahydro-f3-
carboline

Benkrief et al.,
1989.
El-Shazly,
2003.

Composés
phénoliques

Flavonol triglycosides

Isorhamnetin 3-O-f -D-xylopyranosyl-
(1"—3"")-a -L-rhamnopyranosyl-
(1"—6")-p —D galactopyranoside

Isorhamnetin 3-O-B-D-apiofuranosyl-
(1"—2")[a -L-rhamnopyranosyl-
(1"—6")]-p -D-galactopyranoside

Isorhamnetin3-O-a. -L-
rhamnopyranosyl-(1"'—2") [o -L-
rhamnopyranosyl-(1""—6")]-p -D-

galactopyranoside

Ben Salah et al.,
2002.

Flavone

Chrysoeriol

Phénol simple

Catéchol

Acides phénols

-Acide coumarique
-Acide cinnamique
-Acide cafféoylquinique

Chao et al.,
2013.
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6.3. Activité biologique

Hammada scoparia appartient a un groupe de plantes appelées les halophytes. Ces
plantes ont la capacité de croitre dans des conditions de stress abiotique comme la haute
salinité et la haute température. Cette capacité remarquable résulte du développement de
mécanismes de défense et la synthese de molécules congues pour résister aux conditions
extrémes de I’environnement. De ce fait ces plantes sont trés riches en molécules
bioactives, et sont considérées comme une potentielle source de nouveaux médicaments
(Ksouri et al., 2012).

H. scoparia est connue sous le nom vernaculaire de « Remth » en Algérie, Maroc
et en Tunisie. C’est une plante utilisée en médecine traditionnelle comme reméde pour le
traitement des désordres de 1’ceil et de la vision, des maladies de la peau, du diabéte sucré
(Bellakhdar, 1997 ; Allali et al., 2008) et de I’hypertension (Eddouks et al., 2002), mais
aussi pour le traitement du cancer, des hépatites, des inflammations, et de 1’obésité. En
revanche, plusieurs travaux ont eté réalisés sur différents extraits de H. scoparia, et
différentes activités biologiques ont été prouvées. Des extraits aqueux et meéthanolique,
administrés a des rats traités par 1’éthanol, ont diminué d’une fagon importante, le stress
oxydative et I’altération hépatique engendrés par la toxicité de 1’éthanol (Bourogaa et al.,
2013 ; Bourogaa et al., 2014). Ces activités hépato-protective et antioxydante, ont été
reliées a la présence de composés phénoliques dans la plante (Bourogaa et al., 2014). De
plus dans un autre travail, 1’équipe de Bourogaa a aussi démontré que H. scoparia est
efficace contre les cellules leucémiques, et les molécules responsables sont les flavonols
triglycosides (Bourogaa et al., 2011). D’autre part H. scoparia s’est révélée aussi
puissante contre les mollusques, plusieurs extraits ont été testés, et leur activité
molluscicide a été prouvée. Ces travaux ont aussi identifié la molécule ayant la plus
importante activité , il s’agit d’un alcaloide, le N- methylisosalsoline (Mezghani-Jarraya
et al., 2009). Récemment un extrait éthanolique de H. scoparia, a montré une activité
d’inhibition de la mélano-genése in vitro, cette activité a éte attribuée au catechol et a des

dérivés tétrahydroisoquinoliniques (Chao et al., 2013).
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Chapitre 1 : Etude phytochimique de Hammada scoparia Matériel et méthodes

1. Matériel végétal

Hammada scoparia (Pomel), a été récoltée dans la région d'Ain Sefra en automne
et identifiée par Madame Sakkal F.Z. Un voucher spécimen enregistré sous le numéro de
LVE748, a été dépos¢ au laboratoire d’écologie végétale, Es Senia, universit¢ d’Oran.
La partie aérienne de la plante a été séchée au laboratoire a I'ombre, et a été broyée en fine
poudre & l'aide d'un broyeur électrique et stockée soigneusement jusqu'a son utilisation.

2. Etude phytochimique de Hammada scoparia
2.1. Les composés phénoliques

2.1.1. Dosage des polyphénols par la méthode de Folin et Ciocalteu

= Principe

Le réactif de Folin et Ciocalteu est constitué dun mélange dacide
phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040). Il est
réduit lors de I'oxydation des phénols en un mélange d'oxyde bleu de tungsten (Wg0O23) et
de molybdene (MogO23), la coloration bleue (725 -760nm) est proportionnelle a la quantité
des polyphénols présents dans les extraits des végétaux (Singleton et al., 1999).

= Préparation de I'échantillon (extrait de plante)

0,5 g de la plante finement broyeée ont été introduits dans 10ml d’un mélange
méthanol-eau (80/20, V/V) a 40°c pendant 24h sous agitation. Aprés refroidissement la
préparation a été centrifugée (4500 rpm /15 min). Le surnagent ainsi obtenu a été utilisé
pour le dosage des polyphénols totaux.

= Mode opératoire

Le tableau n°5 résume le mode opératoire et les différentes étapes utilisées dans le
dosage des polyphénols, qui sont :
- 1ml de I'échantillon est mélangé avec 5ml du réactif de Folin et Ciocalteu dilué au 1/10.
Le mélange est bien agité, et laisse a la température ambiante pendant 4 min.
- 4ml d'une solution de carbonate de sodium (NaCOs) & 7.5 % sont ensuite ajoutés au
mélange avec agitation. Le mélange est laissé incuber a la température ambiante pendant
4h,

19



Chapitre 1 : Etude phytochimique de Hammada scoparia Matériel et méthodes

- La lecture de I'absorbance est réalisée & 750 nm contre un tube blanc.

- Une gamme étalon est réalisée dans les mémes conditions opératoires, en utilisant lI'acide
galliqgue comme contr6le positif a différentes concentrations croissantes (96, 192, 288, 384,
et 480 pg/ml).

Tableau n° 5: Mode opératoire du dosage des polyphénols dans H. scoparia.

Concentration de I'acide gallique (ug/ml) 0 96 | 192 | 288 | 384 | 480 | —
Volume de I'acide gallique (ml) 1 1 1 1 1 1 —
Volume de I'extrait (ml) — | = — | — | — | — 1

Réactif de Folin et Ciocalteu (ml) 5 5 5 5 5 5 5

Incubation pendant 4 min & température ambiante

Carbonate de sodium (NaCOs) a 7.5% (ml) 4 4 4 4 4 4 4

Incubation pendant 4 h a la température ambiante

Mesure de la DO a 750 nm.

e La concentration des polyphénols totaux présents dans notre extrait de plante,
exprimée en mg équivalent d'acide gallique / g de la plante est calculée selon la

formule suivante:

[Polyphénols]=2 a f
a: concentration des polyphénols (ug/ml) déterminée a partir de la courbe étalon.

f: facteur de dilution.

2.1.2. Extraction et analyse des flavonoides

= Principe d’extraction

Les flavonoides sont des molécules principalement solubles dans I'eau, ils peuvent
étre extraits par les alcools. Dans des extractions par des solvants de lipides, ils restent
dans la phase aqueuse (Harbone, 1998). Les flavonoides sont des composés phénoliques
qui contiennent des noyaux aromatiques conjugués, qui leur permettent d'avoir une
absorption intense dans la région de l'ultraviolet et du visible, et de changer de couleur en
présence de solution alcaline. (Harbone, 1998 ; Wagner et Bladt , 2009).
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= Méthode d’extraction

10 g de la plante en poudre ont été¢ macérés dans 100 ml d’un mélange méthanol —
eau (80/20, V/V), pendant 24h. Apres la filtration et 1’évaporation du solvant organique,
une serie d'extraction liquide-liquide a été réalisée en utilisant différents solvants a polarité
croissante : I’hexane, [1’éther diéthylique, ’acétate d'éthyle et le n-butanol. Les phases
acétate d’éthyle et n-butanol susceptibles de contenir des flavonoides, ont été concentrées a
sec au rotavapor, pour donner les extraits Ar (a partir de la phase acétate d’éthyle) et Br (a
partir de la phase n-butanol) (Ben Salah, 2002).

= Analyse par chromatographie en couche mince (CCM)

Apreés la confirmation de la présence des flavonoides dans les extraits Ar et Br par
le test de Shinoda (HCI + Mg*™). Une CCM a été réalisée sur une plaque de gel de silice
fluorescent (254nm) et préalablement activé (1h 30min dans une étuve a 70°c). A noter que
les extraits Ar et Br ont été solubilisés dans le méthanol. Le systéme de migration utilisé
était un mélange du n-butanol — eau — acide acétique, dans les proportions volumiques
suivantes 4/1/5 (Harbone, 1998).

Aprés développement de la plaque, une révélation des taches a été réalisée en
utilisant les propriétés des flavonoides d'absorber a I’'UV et au visible, et leur réaction vis-
a-vis des bases comme la soude (NaOH 5%), (tableau n°6), (Harbone, 1998 ; Wagner et

Bladt, 2009).
Tableau n°6 : Méthode de révélation des flavonoides en CCM.

Révélation Comportement des flavonoides Références

UV 254 nm Fluorescence Harbone, 1998.

uenching prononcé
Fluorescenc(eQ'aune sorglt[))re verte)ou bleue qui Wagner et
J ' a Bladt, 2009.

s’intensifie en présence des bases.

UV 365 nm

A noter aussi que des acides phenols et des coumarines sont genéralement extraits

avec les flavonoides et ils donnent des fluorescences bleues (Blad et Wagner, 2009).
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2.1.3. Extraction et analyse des phénols simples et des acides phénols

= Principe d’extraction

Les phénols et les acides phénols sont genéralement étudiés ensemble, leur méthode
d’extraction consiste a une hydrolyse acide ou alcaline du matériel végétal, afin de les
libérer de leurs combinaisons avec les autres métabolites. Une fois libérés, ils peuvent étre

facilement extraits par 1’éther diéthylique (Harbone, 1998).

= Méthode d’extraction

10 g de la plante en poudre ont été mis a reflux dans 100 ml de HCI (2M) pendant
30 min. La solution a été refroidie et filtrée, est ensuite le filtrat a été extrait par I'éther
diéthylique. La phase organique ainsi obtenue a été évaporée a sec au rotavapor, pour

donner un extrait riche en phénols et acides phénols (Harbone 1998).
= Analyse par chromatographie en couche mince

L'extrait riche en phénols et acides phénols ainsi obtenu a été solubilisé dans I'éther
diéthylique et analysé par une CCM sur une plaque de gel de silice fluorescent
préalablement activé (1h 30min dans une étuve a 70°C). Le systeme de migration utilisé a
été un mélange d’acide acétique —chloroforme dans les proportions 1-9 (V/V)
respectivement, (Harbone, 1998). Apres développement de la plaque, une révélation des
taches a été réalisée sous UV a 254nm et 365 nm (Harbone, 1998).

2.2. Extraction et analyse des alcaloides totaux

= Principe d’extraction

Les alcaloides sont des composés qui contiennent au moins un azote, le plus
souvent associ¢ a un cycle. En présence des acides minéraux, comme [’acide
chlorhydrique, les alcaloides forment des sels solubles dans I'eau, aprés l'addition d'une
base, comme I’ammonium, ils se libérent de leurs combinaisons salines, et deviennent
insolubles dans I’eau, et solubles dans les solvants organiques apolaires, avec lesquels

seront extraits (Bruneton, 1999).
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= Méthode d’extraction

10 g de la partie aérienne de la plante (en poudre) ont été laissés maceérer toute la
nuit dans 100 ml d’un mélange éthanol — eau (80 — 20; V/V). Apreés filtration, le filtrat
obtenu a été concentré dans un rotavapor sous pression réduite a une température de 40 °C,
jusqu’a un volume de 1/10, puis ce dernier a été acidifié par 1’acide chlorhydrique HCl
(0,1M) jusqu'a pH égal 3. La phase aqueuse acide ainsi obtenue a été extraite ensuite par le
dichlorométhane qui permet d’enlever les composés lipidiques, puis elle a été alcalinisée
par une solution d’ammoniaque (NH4OH) a 34% jusqu'a pH égal 10. Enfin, cette phase
aqueuse basique a été extraite par le dichlorométhane (El-Shazly et Wink, 2003). La
phase dichlorométhane ainsi obtenue a été évaporée a sec e pour donner un extrait

d'alcaloides totaux de la plante.
= Analyse par chromatographie sur couche mince

Afin d’étudier la composition chimique de I’extrait d’alcaloides totaux, une
chromatographie sur couche mince (CCM) a été réalisée sur une plaque de gel de silice
fluorescent, et préalablement activé (1h 30min dans une étuve a 70°C). Le systéme de
migration est composé d’un mélange de chloroforme — méthanol — NHsOH  (25%), dans
les proportions 9 -1 - 0.5 (V/V) respectivement, (EI-Shazly et Wink, 2003).

A noter que ’extrait d’alcaloides, a été dilué dans le dichlorométhane a froid (4%,
g/ml). Apres développement de la plaque, une révélation des taches a été réalisée en
utilisant les propriétés spectrales des alcaloides et leurs réactions vis-a-vis des différents

réactifs chimiques (tableaun®7) et la comparaison avec les données bibliographiques.

Tableau n° 7: Méthode de révélation des alcaloides en CCM.

Révélation Type d’alcaloides possibles Références
Reactif Tous les alcaloides Harbone, 1998
de Dragendorff
Reactif . Indoles Merck, 1975
de Salkowski
UV 254 nm les indoles et_ les |soqum(?I|nes Wagpner et bladt,
(Quenching prononcé) 2009
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2.3. Les saponosides
2.3.1. Détermination de I’indice de mousse

= Principe

L'indice de mousse est fourni par le degré de dilution d'un décocté aqueux de la
drogue qui, dans des conditions déterminees, donne une mousse persistante (ANSM,
1989).

= Préparation de I'échantillon (extrait de plante)

Une décoction a 1%, a été préparée a partir d’un échantillon finement broyé de H.
scoparia. Apres ébullition de 30 min la solution a été filtrée sous vide et a été ajustée a

100 ml dans une fiole jaugeée.

= Mode opératoire

- Différentes dilutions de la solution aqueuse ainsi préparée sont réalisées dans des tubes a
vis bien propres.
- Chaque tube est agité dans le sens de la longueur pendant 15 s, a raison de deux
agitations par seconde, la mesure de la hauteur de la mousse est réalisée apres 15 min de
repos.
e Si la hauteur de la mousse est inférieure a 1 cm dans tous les tubes, l'indice est
inférieur a100.

e Si la hauteur de la mousse est de 1 cm dans I'un des tubes, la dilution de la drogue

dans ce tube est I'indice de mousse cherché. | = ”jvﬂ (N : le numéro du tube).

e Si la hauteur de la mousse est supérieure a 1 cm dans tous les tubes, I'indice est
supérieur a 1000. Il faut donc diluer le décocté et recommencer la détermination de
I’indice de mousse. (ANSM, 1989).

2.3.2. Extraction et analyse des saponosides

= Principe d’extraction

Les saponosides sont des glycosides, qui sont des composes polaires facilement
extraits par les alcools, de préférence apres dégraissage de la poudre de la plante. Apres
extraction, les saponosides peuvent étre précipités par 1’éther diéthylique (Shaker et al.,
2003).
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= Méthode d’extraction

10 g de la poudre de la plante, ont été épuisés successivement dans un appareil de
soxhlet, par I'nexane, puis le méthanol. L'extrait méthanolique a été ensuite concentré puis
additionné d’une quantité d’eau. Les saponosides sont ensuite extraits par le n-butanol,
puis précipités par I'éther diethyliqgue (Shaker et al., 2003). Aprés, le précipité a été

récupéré, et évaporé a sec pour donner un extrait de saponosides.

= Analyse par chromatographie en couche mince

L'extrait des saponosides ainsi obtenu a été solubilisé dans I'éther diéthylique, une
CCM a éte réalisée sur une plaque de gel de silice fluorescent préalablement activé (1h
30min dans une étuve a 70°C). Le systeme de migration utilisé était un mélange de
chloroforme — méthanol — eau, dans des proportions de 13 — 7 — 2 (V/V) respectivement.
La révélation des taches a été réalisée en utilisant les vapeurs d'iode et le réactif de
Liebermann et Burchard (Van Atta et Guggolz, 1958).

2.4. Dosage des sucres réducteurs par la méthode du Dubois
» Principe

En milieu acide et a chaud, les liaisons glucosidiques des hydrocarbures sont
hydrolysées et les oses simples sont ainsi libérés. Ces oses subissent une déshydratation
intramoléculaire pour donner des dérivés furfuraux. La fonction aldéhyde des furfuraux se
condense ainsi en milieu acide avec I'hydrolyse d'un composé phénolique pour donner des
acétals ou hémi-acétals de couleur rougeétre qui absorbent dans le visible (450 nm a 500
nm)(Dubois et al., 1956).

= Préparation de I'échantillon (extrait de plante)

5 g de la plante finement broyés ont été placés dans 100 ml d'eau distillée froide et
agités pendant 30 min, puis laissés macérer pendant 24 h. A la fin les extraits ont été filtrés
et laissés dans des flacons dans le réfrigérateur. Pour faire le dosage, une dilution de 1/20

de I'échantillon est nécessaire.
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= Mode opératoire

Le tableau n°8, résume le mode opératoire et les différentes étapes utilisées dans le
dosage des sucres totaux dans H. scoparia, qui sont:
- 1ml de I'échantillon sont mélangés avec 1ml de phénol a 5% et sont bien agités.
- bml d’acide sulfurique concentré (H2SQO4) sont ensuite ajoutés, et le mélange est laissé
incuber & I'obscurité pendant 30 min (dans ces conditions, la température atteint 110°C).
- La lecture de [I'absorbance est réalisee a 490 nm contre un tube blanc.
La DO obtenue est corrigée en éliminant I'absorbance de I'extrait.
Une gamme étalon est réalisée dans les mémes conditions opératoires, en utilisant le
glucose comme contréle positif a différentes concentrations croissantes (0.05, 0.1, 0.10,
0.2,0.25, 0.30, 0.35 et 100 mg/ml).

Tableau n° 8 : Mode opératoire du dosage des sucres totaux dans H. scoparia.

Concentration duglucose || 55| 01 | 020 | 025 | 030 | 0.35 | 100 | —
(mg/ml)
Volume du glucose ml) 1 1 1 1 1 1 1 1
Volume de I'extrait (ml) — | - = = = | = | — | — 1
Phénol a 5%(ml) 1 1 1 1 1 1 1 1 1
H>SO, concentré (ml) 5 5 5 5 5 5 5 5 5

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

Mesure de la DO a 490 nm

e Le pourcentage des sucres totaux contenus dans la partie aérienne de la plante est

calculé selon la formule suivante:

Sucres totaux (%) = %0 af

a: concentration des sucres réducteurs (mg/ml) déterminée a partir de la courbe étalon.
f : facteur de dilution.

100/5: facteur utilisé pour trouver la quantité des sucres dans 100 g de la plante.
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3. Préparation des extraits

Afin d'évaluer l'activité antidiabétique de la partie aérienne de H. scoparia,
I'approche utilisée consiste a faire des extractions différentes en utilisant des solvants de
polarité différente. La premiére extraction consiste a une extraction solide-liquide, des
décoctés et des macéras de la plante ont été préparés, I’extrait le plus actif a été aussi
fractionné par une extraction liquide-liquide. Afin d’augmenter le rendement et 1’efficacité
des extractions, 1’appareil de soxhlet a été utilisé. Enfin un fractionnement sur colonne de

silice a éte aussi réalisé, dans un but d’obtenir des fractions plus purifiées.

Chaque extrait (ou fraction) obtenu a été étudié par des tests phytochimiques et par
une chromatographie en couche mince, dans un but de révéler leurs compositions

chimiques possibles.

3.1. Préparation de I'extrait aqueux (EA)

10 grammes de la plante en poudre ont été épuisés a l'eau chaude sous reflux
pendant 1 heure, apres refroidissement le mélange a été filtré sous vide, le filtrat ainsi
obtenu a été évaporé a sec a sec dans une étuve a une température de 40°C, pour donner

un extrait aqueux (EA).

3.2. Préparation de I'extrait eau—éthanol (EE)

10 g de la plante en poudre ont été introduits dans un mélange eau—éthanol (20-80 ;
VIV). L'ensemble a été laissé macérer toute la nuit a la température ambiante, aprés
filtration, le filtrat a été évaporé a sec dans un rotavapor a 40°C, pour donner un extrait
eau—éthanol (EE).

3.3. Préparation de I'extrait eau-méthanol (EM)

10 g de la plante en poudre ont été introduits dans un mélange eau—méthanol (20—
80 ; V/IV). L'ensemble a eté laissé macérer toute la nuit a la température ambiante, apres
filtration, le filtrat a été évaporé dans un rotavapor a 40°C, pour donner un extrait eau—
méthanol (EM).
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3.4. Préparation des extraits hexane(EH), acétate d'éthyle (EAc) et n-butanol
(En-B)
10 g de la plante en poudre ont été introduits dans un mélange eau—méthanol (20—
80 ; VIV). L'ensemble a €eté laissé macérer toute la nuit a la température ambiante, apres
filtration, le filtrat a été concentré au rotavapor jusqu'a élimination du méthanol. La phase
aqueuse ainsi obtenue a été épuisée successivement par une série d'extraction liquide—
liquide en utilisant des solvants de polarité croissante: I'hexane, l'acétate d'éthyle et le n-
butanol. Les phases hexane, acétate d'éthyle et n-butanol ont été évaporées a sec au
rotavapor, pour donner les extraits hexane (EH), acétate d'éthyle (EAc) et n-butanol (En-

B) successivement.

3.5. Préparation des extraits hexane (EHs), dichlorométhane (EDs), acétate
d'éthyle (EAcs) et méthanol (EMs) par épuisement de la matiere végétale
au soxhlet

100 g de la plante en poudre, ont été placés dans une cartouche de cellulose

préalablement pesée, I'ensemble a été introduit dans un soxhlet et la poudre a subit une
série d'extractions successives en utilisant des solvants a polarité croissante: I'nexane (24h),
le dichlorométhane (16h), I'acétate d'éthyle (12h) et le méthanol (24h). Chaque solvant a
été évaporé a sec dans un rotavapeur, pour donner les extraits suivants: hexane (EHS),
dichlorométhane (EDs), acétate d'éthyle (EAcs) et méthanol (EMs).

« S, signifie des extraits obtenus par appareil de soxhlet.»

3.6. Fractionnement de I'extrait méthanol (EMs) par chromatographie sur
colonne de gel de silice

L'extrait méthanol (EMs), obtenu par épuisement de la matiere séche dans
I’appareil de soxhlet a été fractionné sur colonne ouverte de gel de silice (Kieselgel 60,
70-230 mesh). La phase mobile utilisée pour I'élution était un mélange de deux solvants, le
dichlorométhane et le méthanol dans des proportions différentes. La collection des
différentes fractions a été réalisée dans une série de tubes a essais. Le débit de la phase
mobile et le volume des fractions ont été ajustés durant toute I'expérience. L'identification
du contenu de chaque tube a eté réalisée par chromatographie sur couche mince [gel de
silice fluorescent Fzs4 250um, Whatman Backing], le solvant de migration utilisé est un
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mélange a volume égaux de méthanol et du dichloromeéthane. Les tubes qui ont montré des

taches avec les mémes Rf ont été réunis et évaporés a sec.

4. Screening phytochimique

4.1. Flavonoides

1ml de chaque extrait a été traité par quelques gouttes d'acide chlorhydrique
concentré et quelques tournures de magnésium, I'apparition d'une coloration rouge, orange

ou jaune indique la présence des flavonoides (Malec et Pomilio, 2003).

4.2. Tannins

10ml de chaque extrait a été traité par quelques gouttes de chlorure ferrique (1%),
le développement de coloration bleu, bleu noir ou vert indique la présence de tannins
(Karumi, 2004).

4.3. Quinones

1 ml de chaque extrait, a été traité par quelques gouttes d’une solution de soude a

10%, I’apparition d’une coloration jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones

(Oloyede, 2005).
4.4. Saponosides

5ml de chaque extrait ont eté dilués avec 5ml d'eau distillée, ensuite bien agités.
L'apparition d'une mousse persistante indique la présence des saponosides .

4.5. Stéroides

1ml de chaque extrait a été concentré dans une étuve, le résidu ainsi obtenu a été
solubilisé dans 1ml anhydride acétique, puis quelques gouttes d’acide sulfurique concentre
ont été ajoutées. L'apparition d'une coloration bleu vert indique la présence des tri -

terpénes et stéroides.

4.6. Alcaloides

Un volume d’extrait alcoolique est évaporé a sec. Le résidu ainsi obtenu est repris

par 5 ml d’HCI a 5N, et est chauffé dans un bain Marie. Apres refroidissement et filtration,
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le filtrat est divisé en deux volumes égaux. Un volume est traité par le réactif de Wagner!
Pautre par le réactif de Mayer?. La formation de turbidité ou précipité indique la présence
des alcaloides (Mojab, 2003).

iRéactif de Wagner : 2 g de Kl et 1,27g d’12 solubilisé dans 100 ml d’eau distillée.
:Réactif de Mayer : 5 g de Kl et 1,358 g de HgCl2 solubilisés dans 100 ml d’cau distillée.

4.7. Sucres réducteurs

1 ml de chaque extrait a été traité par quelques gouttes de la liqueur de Fehing (A et
B), aprés chauffage, la formation d'un précipité rouge brique indique la présence des sucres

réducteurs.

30



Chapitre 1 : Etude phytochimique de Hammada scoparia Résultats et interprétation

1. Etude phytochimique de Hammada scoparia
1.1. Les composés phénoliques

1.1.1. Dosage des polyphénols (méthode de Folin et Ciocalteu)

Le dosage des polyphénols a été effectué par la méthode colorimétrique en utilisant
le réactif de Folin et Ciocalteau, le résultat obtenu a été déduit a partir de la courbe étalon
tracée dans la figure 5 et a été exprimé en milligramme équivalent d’acide gallique par
gramme de la plante (mg eq AG/ g de plante).

La partie aérienne de H. scoparia contient une quantité de polyphénols égale a

36,54 mg équivalent d'acide gallique par gramme de plante.

Densité optique

0 T T T T

0 100 200 300 400 sofcide gallique
(ng/ml)

Figure 5 : Courbe étalon de 1'acide gallique (A=750nm)

1.1.2. Caractérisation des flavonoides par CCM

La partie aérienne de Hammada scoparia, contient un taux de 0.3 % (g/g) d’extrait
d’acétate d’éthyle noté Ar et 3.88 % (g/g) d’extrait d’alcool butylique noté Br. Les deux
extraits sont solubles dans I'eau et le méthanol, et donne un test positif avec le réactif de
Shinoda. L'analyse chromatographique en couche mince a révélé la présence de 6 taches a
Rf différents (tableau n°9);Ar1, Brs et Bra représentent les caractéristiques des flavonoides
(absorption sous UV et au visible, et changement de coloration suite a un traitement par
une base). Le composé Ar2 pourrait étre un pigment, alors que les composés Br: et Br. sont

probablement des acides phénols ou des coumarines, car ils sont fluorescents a 365 nm.
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Tableau n°9 : Caractéristiques de 1’extrait de flavonoides, et analyse chromatographique.

Résultats et interprétation

Analyse chromatographique

Fraction Rendement Aspect Test de
(%) physique Shinoda . uv uv NaOH
Rf Visible
254 nm | 365 nm 5%

Poudre Ar | 0.69 Rose- Abs | Mauve +

Ar 0.3 Jaune + rouge
orange Ar, | 0.78 | jaune - - -
Be1 0.23 - - Bleu -
Poudre Br, | 0.44 - - Bleu -

Br 3.88 jaune clair * Ble
] Brs | 059 | Jaune - u +
foncé

Bes | 0.68 | jaune Abs mauve +

(+) Reéaction positive. (-) Réaction négative.

1.1.3. Caractérisation des phénols et des acides phénols par CCM

Hammada scoparia contient 1%

(0/g), de phénols et d’acides phénols.

La chromatographie sur couche mince nous a permis de mettre en évidence 3 composés qui

absorbent a 254 nm (tableau n°10), qui sont le plus probable des phénols simples ou des

acides phénols (Ce-C1), et 4 autres composés qui sont fluorescents (bleu et mauve) a 365

nm et qui sont le plus probable des acides phénols (Cs-Cs).
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Tableau n°10: Caractéristiques de 1’extrait brut en phénols et acides
phénols, et analyse chromatographique.

Extrait Rendement Aspect Analyse
%(0/9) physique chromatographique
RE uv uv
254nm | 365 nm
0.075 Abs -
0.10 - Mauve
Phénols 0.16 Abs -
. Poudre
et acides ! Jaune vert
phénols 0.24 - Mauve
0.39 - Bleu
0.62 - Bleu
0.71 Abs -

(-) Réaction négative.

1.2. Caractérisation des alcaloides par CCM

Hammada scoparia s’est révélée riche en alcaloides, avec un rendement de 5.2 %
(9/g). Cet extrait a un aspect visqueux, de couleur rouge marron, et d’une odeur
désagréable, qui témoigne de la présence des amines tertiaires. Le chromatogramme, nous
a permis de révéler 5 taches a Rf différents (tableau n°11). Ces 5 taches ont réagi avec le
réactif de Dragendorff, réactif universel des alcaloides, elles ont aussi donné un quenching
prononcé a 254 nm, ce qui nous laisse a suggérer I’existence des indoles et des
isoquinolines. A I’inverse de tous ces composés, le composé 1 a réagi positivement avec

Salkowski, réactif spécifique des indoles.

En regroupant ces différentes données, nous pouvons conclure que [I’extrait

d’alcaloides, contient deux classes majeures en alcaloides, les isoquinolines et les indoles.
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Résultats et interprétation

Tableau n°11 : Caractéristiques de I’extrait brut en alcaloides, et analyse chromatographique.

Extrait Rendement Aspect Analyse chromatographique
xtral %(g/9) physigque y graphiq
R uv Réactif de Réactif de
254nm Dragendorff Salkowski
“Résidy 0.14 Mauve + Violet
visqueux
Extrait brut - -rouge 0.24 Mauve * )
d’alcaloides ' marron
0.37 Mauve + -
-Odeur
désagréable 0.45 Mauve . )
0.73 Bleu + -

(+) réaction positive. (-) réaction négative.

1.3. Les saponosides

1.3.1.Détermination de ’indice de mousse

A partir du tableau n°12, qui représente les différentes dilutions réalisées sur
I’extrait aqueux de Hammada scoparia, et les hauteurs correspondantes, on a pu déduire
I’indice de mousse de notre plante, qui est égal a 500. Ce résultat montre bien la richesse

de Hammada scoparia en saponosides.

Tableau n° 12: Hauteur de la mousse dans les différents tubes dilués a partir de I’extrait aqueux de

H. scoparia.
Numeéro du tube 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dilution de la

olante 1/10 2/10 3/10 | 4/10 5/10 6/10 7/10 8/10 9/10 | 10/10
Hauteurdela | oo | o7 | 95 [ 17 | 2 | 22 | 24 | 24 | 24 | 3
mousse (cm)

1.3.2. Caractérisation des saponosides par CCM

L’extraction des saponosides, nous a permis d’obtenir un extrait en poudre de
couleur jaune marron, avec un rendement de 5.4 % (g/g) de matiére séche. L’analyse sur
chromatogramme, a révélé la présence de plusieurs taches, et qui peuvent étre des stéroides

ou des glycosides triterpéniques (tableau n°13).
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Tableau n°13: Caractéristiques de I’extrait brut en saponosides, et analyse chromatographique.

Résultats et interprétation

. Rendement Aspect .
Extrait %(glg) ohysique Analyse chromatographique
réactif
Vapeur
Rf ,.p Liebermann
d'iode
et Burchard
Extrait brut Poudre 0.07 * Jaune
en _ 5.4 Jaune 011 + Mauve
Saponosides marron
0.14 + Jaune
0.49 + Mauve

(+) Réaction positive.

1.4. Dosage des sucres réducteurs par la méthode du Dubois (1956)

Le dosage des sucres totaux a été effectué par la méthode du Dubois, qui utilise le

phénol et I’acide sulfurique, le résultat a été déduit a partir de la courbe d’étalonnage tracé

sur la figure 6. 1l est exprimé en grammes de sucres totaux par 100 grammes de plante. H.

scoparia contient une quantité de sucres totaux équivalente a 5,07 % de la matiére seche.

Densité optique

5 -

3 -

5

2

5

1 4

5

0 . . ' ' ' ' _ Glucose
0 005 01 015 02 025 03 033 -

Figure 6 : Courbe étalon du glucose (A=490nm).

35



Chapitre 1 : Etude phytochimique de Hammada scoparia Résultats et interprétation

2. Etude phytochimique et caractérisation des extraits aqueux (EA), eau-éthanol (EE)

et eau-méthanol (EM)

La comparaison entre les extraits aqueux (EA), l'extrait eau-éthanol (EE) et
I'extrait eau-méthanol (EM) illustrée dans le tableau n°14 montre bien le role de I’cau et de
la chaleur dans I'augmentation du rendement de I'extraction exprimé en g d'extrait par 100
g de la plante en poudre. L’EA (pate marron visqueuse) préparé a ébullition (100°c)
montre un rendement de 27.9 % (g/g), presque deux fois plus important que celui de I’EE
(pate visqueuse marron vert) et de 1.5 fois plus important que celui de I'EM (pate marron
visqueuse), qui sont préparés a la température ambiante. Quant & la composition chimique
en métabolites secondaires des trois extraits, deux différences sont observées, I'absence des
flavonoides dans I'EA et I'absence des mucilages dans les deux extraits alcooliques (EE et
EM).

Tableau n°14: Composition phytochimique de I’extrait aqueux (EA),
I'extrait eau-éthanol (EE) et I'extrait eau-méthanol (EM)

Extraits Agueux Eau-éthanol Eau-méthanol
(EA) (EE) (EM)
Rendement (%) 27.9 15.8 20.4
. Pate marron Pate visqueuse Pate marron
Aspect physique : .
visqueuse marron vert visqueuse
Solubilité Eau distillée Tween 80 Tween 80
optimale (0.8%) (0.8%)
Tests phytochimiques
Saponosides + + +
Alcaloides + + +
Tannins + + +
Flavonoides - + +
Stéroides + + +
Mucilages + - -
,Sucres + + +
réducteurs

(+)Présence. (-) Absence.

36



Chapitre 1 : Etude phytochimique de Hammada scoparia Résultats et interprétation

3. Etude phytochimique et caractérisation des extraits hexane (EH), acétate d'éthyle
(EAC) et n-butanol (En-B)

La comparaison entre les extraits hexane (EH), acétate d'éthyle (EAc) et n-butanol
(En-B) obtenus par extraction liquide-liquide illustrée dans le tableau n°15 , montre bien
que l'alcool butylique est plus efficace dans I'épuisement de la phase aqueuse en
métabolites secondaires, le rendement de I'extraction (%, g/g) de I'En-B est 11 fois plus
grand que celui de I'EAc, et 26 fois plus que celui de I'EH. La composition chimique
montre bien que I'EH contient des stéroides et des quinones, I'EAc contient des alcaloides,
des flavonoides et des sucres réducteurs, alors que I'En-B contient des saponosides, des
alcaloides, des flavonoides et des sucres réducteurs.

Tableau®15: Composition phytochimique des extraits hexane (EH), acétate
d'éthyle (EAC) et n-butanol (En-B)

: Hexane Acétate d'éthyle n-butanol
Extraits (EH) (EAC) (En-B)
0
Rendement (%) 0.16 0.33 413
(9/9)
Aspect physique | 218 VISQUEUSE | pg g jaune | Poudre jaune
verte marron
Solubilité .
Tests phytochimiques
Saponosides - - ¥
Alcaloides - + +
Tannins - - -
Flavonoides - + +
Stéroides + - -
Mucilage - - -
ISucres ) .\ .
réducteurs
Quinones + - -

(+) Présence. (-) Absence.
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4. Etude phytochimique et caractérisation des extraits hexane (EHs) dichloro-
méthane (EDs), acétate d'éthyle (EAcs) et méthanol (EMs) obtenus par épuisement

de la matiére végétale par appareil de soxhlet

La comparaison entre les extraits hexane (EHSs), dichlorométhane (EDs), acétate
d'éthyle (EAcs) et méthanol (EMs) obtenus par appareil de soxhlet est illustrée dans le
tableau n°16. Les résultats montrent bien que le rendement de I'extraction est nettement
trés éleve avec EMs (16.6 £ 0.19, g/g), qui est trés riche en saponosides, alcaloides et
flavonoides. L'EDs (2.92 + 0.12, g/g) contient des alcaloides et des stéroides, L'EHs (2.5 +
0.36, g/g) contient des stéroides et des quinones, et 'EAcs (1.9 + 0.07, g/g) contient des
alcaloides et des sucres réducteurs.

Tableau®16 : Composition phytochimique des extraits hexane (EHSs), dichlorométhane (EDs),
acétate d'éthyle (EAcs) et méthanol (EMs).

. Hexane Dichloro- Acétate d'éthyle )
Extraits (EHs) méthane (EDs) (EACs) Méthanol (EMs)
0
Re”d?g}g?t ) | 251036 2.92+0.12 1.9 0.07 16.6 % 0.19
A . Pate visqueuse Poudre marron Pate visqueuse Poudre jaune
spect physique .
verte foncee vert marron marron
Solubilite Tween 80 (0.8%)
optimale
Tests phytochimiques
Saponosides - - - +
Alcaloides - + + +
Tannins - - - -
Flavonoides - - - +
Stéroides + + - -
Mucilage - - - -
Sucres
. - - + -
réducteurs
Quinones + - - -

(+) Présence. (-) Absence.
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Résultats et interprétation

5. Etude phytochimique et caractérisation des différentes fractions (FA—FD)

obtenues par fractionnemen de I'extrait méthanol (EMs) par chromatographie sur

colonne de gel de silice

Le fractionnement de I’extrait EMSs sur colonne de gel de silice, a donné 4 différentes
fractions FA, FB, FC et FD. Les fractions FA (0.19 %, g/g), FB (3.87 %, g/g), FC (3.02%,

0/g) et FD (1.42 %, g/g) contiennent principalement des flavonoides ; des saponosides et

d'alcaloides ; des alcaloides et des saponosides respectivement (tableau n°17).

Tableau©°17

fractionnement de I'extrait méthanol sur colonne de gel de silice.

Etude phytochimique des différentes fractions (FA—FD) obtenues par

Fraction FA FB FC FD
Rendement g/g 0.19 3.87 3.02 1.42
(%)
Aspect phvsiaue pate Pate Pate Solide
pect physiq Vert marron marron marron Jaune marron
SOI[_JbIIIte Tween 80 (0.8% dans 1’eau)
optimale
Saponosides - + +
Alcaloides - + + -
Flavonoides + - - -

(+) Présence. (-) Absence.
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Dans cette partie, nous allons commencer par discuter I’étude phytochimique
réalisée sur H. scoparia, afin d’évaluer sa composition qualitative et quantitative en
métabolites secondaires. Ensuite une discussion est menée sur les différentes méthodes

d’extractions utilisées pour la préparation des extraits destinés a 1’étude biologique.

Dans I’étude phytochimique de H. scoparia, la chromatographie sur couche mince,
la détection en utilisant la méthode spectroscopique (UV- visible) et la détection chimique
(réactifs spécifiques), ont été utilisées pour deux principaux buts : confirmer la présence de
certaines classes de métabolites secondaires, et de détecter la présence d’autres métabolites

non identifiés dans H. scoparia.

En fait, la chromatographie sur couche mince est une méthode d’analyse trés
utilisée pour I’étude chimique des extraits de plantes (Wagner et Bladt, 2009 ; Harborne,
1998). La CCM peut étre performée dans des laboratoires sophistiqués ou de petits
laboratoires, il s’agit d’une technique simple, rapide, peu cotiteuse et efficace (Marston,
2011; Zarzycki et al., 2011).

Des extraits de plantes préparés par un épuisement de la matiére végétale en contact
de I’eau ou des alcools se révélent trés riches en une multitude de métabolites secondaires
de polarité différente, des molécules polaires et apolaires sont présentes dans ces extraits.
L’analyse chromatographique sur couche mince réalisée directement sur ces extraits peut
étre difficile et donne peu d’informations (Harborne ,1998). Pour pallier a ce probléme,
I’approche utilisée dans notre étude est la préparation d’extraits enrichis, en une famille
bien particuliére de métabolites secondaires, en suivant une procédure d’extraction plus ou
moins sélective, et aussi en utilisant des systemes de solvants spécifiques pour le

développement des plaques de chromatographie.

Le taux de polyphénols de H. scoparia trouvé dans 1’étude présente est égale a
36,54 mg eq d’acide gallique / g de la plante, une autre étude réalisée sur la méme plante a
donné un taux de 58.52 mg eq d’acide gallique / g de la plante (Bourogaa et al., 2013). Le
taux de polyphénols chez H. scoparia , est a peu prés cing fois plus petit que celui trouvé
dans Haloxylon salicornicum, une plante appartenant au méme genre que H. scoparia
(Donia et al., 2012). Les polyphénols sont représentés dans notre plante, par des

flavonoides, des phenols simples, des acides phénols et des tannins.
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Chapitre 1 : Etude phytochimique de Hammada scoparia Discussion

La CCM des extraits enrichis en flavonoides, a révélé la présence de trois
flavonoides de Rf différents, et ce résultat semble bien corrélé avec les données
bibliographiques, Ben Salah et ces collaborateurs ont réussi a isoler et a identifier trois
flavonoides de la partie aérienne de H. scoparia, et qui sont tous des flavonols
triglycosides (Ben Salah et al., 2002). En revanche une étude récente a aussi confirmé la
présence dans les parties aériennes de la plante d’un autre type de flavonoides, une

flavone, le chrysoériol (Chao et al., 2013).

La CCM a aussi confirmé la présence de phénols simples, et des acides phénols
dans I’extrait de H. scoparia. La comparaison des résultats a ceux donnés par la littérature,
suggere que les phénols simples sont présentés uniquement par le catéchol (Chao et al.,
2013) et les acides phénols sont des CeC3: I’acide coumarique, 1’acide cinnamique et

I’acide cafféoylquinique (Chao et al., 2013).

L’étude phytochimique a également montré que H. scoparia contient une quantité
d’alcaloides égale a 5.2 % (g/g) de matiére séche, ce taux est relativement élevé par rapport
a celui trouvé par El-Shazly pour la méme plante, et qui a été de 4.02 % (El-Shazly et
Wink, 2003). Les alcaloides sont répondus dans le genre haloxylon dont appartient H.
scoparia. Haloxylon salicornicum, par exemple contient 1.05 % (g/g) d’alcaloides (El-
Shazly et al., 2005). D’autres chénopodiacées contiennent pourtant un taux plus élevé
d’alcaloides, Chenopodium album par exemple contient 9.7% (g/g) (Pandey and Gupta,
2014).

La CCM de I’extrait enrichi en alcaloides, a révélé la présence des isoquinolines,
en fait H. scoparia est une plante riche en cette famille d’alcaloides, les structures de
plusieurs composés ont été déja élucidées (El-Shazly et Wink, 2003 ; Benkrief et al.,
1989). D’autre part la CCM, a aussi révélé la présence des indoles, dont aussi les structures
chimiques présentes dans la plante ont été identifiées. (El-Shazly et Wink, 2003 ;
Benkrief et al., 1989). D’autres travaux ont aussi mis en évidence d’autres types
d’alcaloides dans H. scoparia, il s’agit d’un isoquinolone et un B-carboline (El-Shazly et
Wink, 2003 ; Benkrief et al., 1989).

H. scoparia appartient a la famille des chénopodiaceae, qui sont connus par

I’occurrence de saponosides (Kuljanabhagavad et Wink, 2012), des tri-terpénoides
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Chapitre 1 : Etude phytochimique de Hammada scoparia Discussion

saponines ont été isolés et leur structures ont été déterminées dans cette famille (Kim et
al., 2012 \Yin et al., 2012 , Shaker et al., 2003 ), mais jusqu’a présent aucune étude n’a
été réalisée pour identifier les saponosides de H .scoparia. Dans cette étude, nous avons
estimé que H. scoparia contient un taux de 5.4%, (g/g) de saponosides, avec un indice de
mousse de 500, d’autre part la CCM, a révélé la présence d’au moins quatre composés de
la famille des saponosides et qui peuvent étre des stéroides ou des glycosides

triterpéniques.

La fraction saccharidique de la plante, a été aussi quantifiée. H. scoparia contient
un taux de sucres totaux égal a 5.07% (g/g). Cette fraction contient tous les sucres solubles

dans ’eau.

Certains métabolites secondaires ainsi identifiés dans H. scoparia, ont fait 1’objet
de quelques tests biologiques, et ont montré des activités intéressantes. Ainsi, les composés
phénoliques, ont été responsables de I’activité antioxydante et hépato-protective de H.
scoparia (Bourogaa et al., 2014). Les flavonols triglycosides, ont montré une puissante
activité contre les cellules leucémiques (Bourogaa et al., 2011).Tandis que les alcaloides,
ont prouveé une activité molluscicide avec le N- méthylisosalsoline (Mezghani-Jarraya et
al., 2009), et une activit¢ d’inhibition de la mélano-genése in vitro, avec des dérives

tétrahydroisoquinoliniques (Chao et al., 2013).

Ces résultats démontrent bien la richesse, de H. scoparia en métabolites
secondaires divers, ce qui est en concordance avec les travaux, qui approuvent que les
plantes et d’autres produits naturels comme les microorganismes, représentent une source
incontournable pour le développement de nouveaux médicaments (Newman et Cragg,
2012). Ces molécules naturelles montrent une grande diversité dans leurs structures
chimiques et leurs activités biologiques, et il a été prouvé qu’elles sont, en moyenne, plus
absorbées dans I’organisme vivant que les molécules synthétiques (Harvey, 2008).
Malgré cet avantage, les produits naturels sont de structures chimiques tres complexes, de
source difficile a accéder et a gérer, et aussi néecessitent beaucoup de temps pour les étudier
et les tester, ce qui a mené quelques grandes compagnies industrielles a diminuer leur

utilisation et retourner a la chimie combinatoire (Harvey, 2008).

42



Chapitre 1 : Etude phytochimique de Hammada scoparia Discussion

En générale, la composition phytochimique des extraits de H. scoparia, destinés
pour I’¢tude biologique, révele la présence de 7 familles de composés chimiques, les
saponosides, les alcaloides, les tannins, les flavonoides, les stéroides, les mucilages et les

sucres réducteurs.

L’extrait aqueux (EA) préparé sous reflux, a donné un rendement de 27,9 % (g/g),
il contient des saponosides, des alcaloides, des tannins, des stéroides, des mucilages et des
sucres réducteurs. Les extraits méthanol et éthanol (EM, EE) préparés par macération, ont
donné des rendements de 20.4% et 15.8% (g/g) respectivement. A noter que la composition
phytochimique des deux extraits est la méme, avec la présence des saponosides, des
alcaloides, des tannins, des stéroides, et des sucres réducteurs. La seule différence entre la
composition phytochimique des extraits alcooliques et 1’extrait aqueux, et I’absence dans
ce dernier des flavonoides et la présence des mucilages. L’absence des mucilages des
extraits alcooliques est bien attendue vue que ces molécules se précipitent en présence des
alcools (Harborne, 1998).

Le fractionnement de 1’extrait méthanol (EM), par extraction liquide-liquide dans
une ampoule a décanter, en utilisant des solvants de polarité croissante, a permis de
procéder a une sélection de métabolites secondaires de méme nature, les composés
lipidiqgues comme les stéroides et les quinones dans 1’extrait hexane (EH), les composés
polaires dans 1’acétate d’éthyle (EAc) et le n-butanol (EnB). Les extraits du n- butanol et
I’acétate d’éthyle ont montré une composition phytochimique identique, présence des
alcaloides, des flavonoides et des sucres réducteurs, dans les deux extraits, sauf que

I’extrait n-butanol se distingue par la présence des saponosides.

Le recours au soxhlet a permis d’améliorer les extractions, en fait a I’inverse de la
macération, 1’utilisation du soxhlet, est une méthode d’extraction plus exhaustive et
sélective, et qui donne des rendements trés importants, en un temps court et avec une
consommation faible de solvants (Sarker et al., 2005). Ainsi quatre différents extraits ont
été obtenus, les extraits hexane, dichlorométhane, acétate d’éthyle, et méthanol. L’extrait
hexane représente la fraction lipidiqgue de la plante (2.5 +0.36 %), [’extrait
dichlorométhane (2.92+0.12) contient des alcaloides, et des stéroides, 1’extrait acétate
d’éthyle (1.9+0.07), contient des alcaloides et des sucres réducteurs, et 1’extrait méthanol

(16.6x 0.19), contient des saponosides, des alcaloides et des flavonoides.
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Enfin, le fractionnement de 1’extrait méthanol (EMs) sur colonne, nous a permis
d’obtenir, des fractions enrichies en alcaloides, en flavonoides et en saponosides. Ce qui

nous a permis de tester 1’activité biologique de chaque famille séparément.
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Chapitre 2 : Etude de la toxicité aigué de Hammada scoparia Matériel et méthodes

1. Animaux

Les animaux utilisés dans cette partie de 1’étude de la toxicité aigué et dans la partie
de I’étude de D’activité antidiabétique, sont des rat « Rattus norvegicus » de souche
"Wistar, agés de 2 a 3 mois, et ayant un poids corporel (p.c) compris entre 180 a 350 g.
L'élevage des animaux a eu lieu au sein de Il'animalerie du département de Biologie,
Faculté des sciences de la nature et de la vie et sciences de la terre et de 1’univers,
Université Abou Bekr-Belkaid (Tlemcen).

Tous les animaux sont traités et manipulés selon les normes dictées dans les
manuels sur le soin et l'utilisation des animaux d'expérimentation (CCPA, 1984 et
Festing, 2011). L'aliment du commerce et I'eau de robinet sont fournis a I'animal ad

libitum.

L’aliment utilisé dans nos expériences est commercialisé sous le nom d’El ALF, et
a la composition en nutriments suivante : 14% d’humidité, 49.5% de glucides, 14 % de
protéines brutes, 3.5% de lipides, 5 % de cendres et 1% de complexe minéralo-

vitaminique.

2. Etude de la toxicité aigué des extraits de H. scoparia chez le rat

La toxicité aigué de H. scoparia a été évaluéee chez 83 rats femelles, soumises a un
jelne de 16 heures, et ayant un poids corporel compris entre 180 et 250 g. Deux extraits de
la plante ont été testés : I'extrait aqueux (EA) et I'extrait eau-méthanol (EM), et deux voies
d'administrations ont été utilisées la voie orale et la voie intrapéritonéale (tableau n°18).
Les rats ont été suivis périodiqguement durant 48 heures aprés I'administration des extraits,
puis une fois par jour pendant 14 jours. Les signes de toxicité et la mort des rats ont été

enregistrés.
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Tableau n°18: Etude de la toxicité aigué de H. scoparia chez le rat.

Extraits EA EM EM
Doses (ma/ka b.c 300, 500,1000, 500, 1000, 1500, 500, 550, 600,
(mg/kg p.c) 1500, 2000 2000 650
Voie d’administration Orale Orale Intrapéritonéale
Parametres -Signes de toxicité | -Signes de toxicité | -Signes de toxicité
déterminés chez les -Mort -Mort -Mort
rats -Biométrie des -DLso
organes

L’étude de la toxicité aigué de H. scoparia a été réalisée sur deux extraits ; aqueux
(EA) et eau-méthanol (EM), administrés a des rats femelles a des doses croissantes, en
utilisant deux voies d’administration : la voie orale et la voie intrapéritonéale. Les rats ont

été suivis durant 14 jours.
2.1. Etude de la toxicité aigué de I'extrait aqueux (EA)

Cette étude a été réalisée sur 28 rats femelles a jeun (16 heures) répartis au hasard
en cing groupes, n= {5,6}, chaque groupe regoit oralement, a 1’aide d’une sonde intra-
gastrique, une dose unique de I’EA a 300, 500, 1000, 1500 et 2000 mg/kg p.c. Les rats ont
été suivis attentivement durant les premieres heures, puis une fois par jour durant 14 jours,

la mort des rats ou tout autre comportement anormal ont été enregistrés.

En paralléle, un groupe composé de 5 rats a été traité par 10 ml/kg p.c., du sérum

physiologique NaCl (0,9%) et a servi de groupe témoin.

Au 14°™ jour, les rats traités par les doses 300 mg/kg p.c., et 2000 mg/kg p.c., et les
rats témoins ont été anesthésiés, par injection intrapéritonéale d’une solution de chloral
(0.8%), & 5 ml/kg p.c. Aprés ouverture de I’abdomen, les reins, le foie, la rate, les

poumons, et le cceur, ont été récupérés et destinés a 1’étude macroscopique et biométrique.

46



Chapitre 2 : Etude de la toxicité aigué de Hammada scoparia Matériel et méthodes

2.2. Etude de la toxicité aigué de I'extrait eau-méthanol (EM)

La toxicité de I’extrait eau-méthanol (EM), a été évaluée chez des rats femelles par
deux voies d'administration la voie orale et la voie intrapéritonéale. Ainsi 40 rats a jeun (16
heures) ont été répartis au hasard en 8 groupes. Quatre groupes (n=4), ont été traités par
voie orale aux doses de 500, 1000, 1500 et 2000 mg/kg p.c., et les autres quatre groupes
(n=6) ont été traités par voie intrapéritonéale aux doses de 500, 550, 600 et 650 mg/kg p.c.

Deux lots témoins chacun composé de 5 rats ont été traités par le sérum

physiologique a 10 ml/kg p.c., un par voie orale et 1’autre par voie intrapéritonéale.

Tous les rats ont été suivis attentivement durant les premiéeres heures, et une fois

par jour durant 14 jours, la mort des rats ou tous signes de toxicité doivent étre mentionnés.

2.3. Détermination de la DLso de I’extrait eau-méthanol (EM)

Avec I’EM administré par voie intrapéritonéale aux rats femelles, aux doses allant
de 500 a 650 mg/kg p.c., il y a eu la mort de quelques rats, ce qui nous a mené a calculer la
dose létale qui devrait tuer 50 % des animaux, en utilisant la formule de Weil (Weil,1952).
* La formule suivante a été utilisée pour calculer la DLso:

Log DLso= log Dat+d (f+1) pour K=3. (Weil,1952)

DLso : La dose la plus faible qui devrait tuer 50% des animaux qui la recoivent.
Da: La plus petite dose testée.

d=log R, avec R le facteur géométrique qui relie les doses testées.

f : facteur déduit de la table de Weil.

k: degré de liberté.

L'intervalle de confiance a 95% de la DLso est calculé par la formule suivante:
Anti log [log DLso + 2 Giogm](Weil, 1952).

clog m=d o1, of facteur déduit de la table de Weil.
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1. La toxicité aigué par voie orale de DI’extrait aqueux (EA) et de D’extrait eau-
méthanol (EM)

L'administration des deux extraits EA et EM a différentes doses croissantes par
voie orale aux rats femelles a jeun, n'a été accompagnée d'aucune mort des animaux et cela
durant les 14 jours de I’observation. Cependant quelques signes de toxicité (diminution de
I’activité, agitation et gonflement abdominal) ont été repérés uniquement chez les rats
traités par EM et ceci surtout a fortes doses (1000-2000 mg/kg p.c.). A noter que ces
troubles n'ont pas duré plus que de deux heures aprés le gavage de I’EM, (tableaux n°19 et
n° 20).

L'effet de I’EA aux doses de 300 et 2000 mg/kg p.c., sur le poids relatif des organes
est illustré sur la figure 7. L'étude macroscopique et biométrique des organes n'a révélé
aucune différence notable entre les rats témoins traités par le sérum physiologique et les

rats expérimentaux traités par I’EA.

Tableau n°19 : La toxicité aigué par voie orale de I'extrait aqueux (EA) chez le rat.

Poids des rats | Nombre Dose orale Comportement
Lots
(0)* des rats (mg/kg p.c.) des rats
o NaCl (0.9%,
+
Temoin 197.6 + 6.87 5 10ml /kg)
2146 +5.04 5 300
- Aucun signe
202.18 £ 2.61 6 500 de toxicité.
Expérimentaux | 187.61 +10.18 6 1000 -Aucune mort.
198.08 + 4 6 1500
230+ 8,74 5 2000

*Chaque valeur représente une moyenne + ESM.
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Tableau n°20 : La toxicité aigué par voie orale de I'extrait eau-méthanol (EM) chez le rat

Lots Poids des rats | Nombre Dose orale Comportement
(9)* des rats (mg/kg p.c.) des rats
L NaCl
+
Temoin 197.6£6.87 > (0.9%, 10ml/kg) Aucun signe de
toxiCits
210.13 + 8.54 4 500 oxictte
217.58 +5.77 4 1000 Activite reduite et
agitation durant les
N 99202 + 731 4 1500 deux premieres heures.
Expérimentaux
Activité réduite et
agitation durant les
200.26 + 6.98 4 2000 deux premiéres heures,
avec gonflement
abdominal.

*Chaque valeur représente une moyenne + ESM.

is B NaCl0,9%,10 ml/kg MW EA 300 mg/kg ™ EA 2000 mg/kg
3,5 -
2,5
1,5 -

I
0,5 - = _
. B

Reins Foie Rate Poumons Coeur

Figure 7 : Variations du poids relatif des organes chez les rats normaux
traités par l'extrait aqueux (EA) de Hammada scoparia, et comparés aux
rats témoins traités par le NaCl .

Poids relatif (g/100g p.c.)

2. La toxicité aigué par voie intrapéritonéale de I’extrait eau-méthanol (EM) et

détermination de la DLso

L'administration par voie intrapéritonéale de I’lEM & des doses croissantes de 500
mg/kg a 650 mg/kg a des rats femelles a jeun, a été létale par rapport a son administration
par voie orale, et a provoqué la mort de certains rats selon la dose administrée. A noter que

les mémes signes de toxicité enregistrés lors du gavage oral de ’EM ont été aussi
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observés chez les rats

Résultats et interprétation

. réduction de I’activité, agitation et gonflement abdominal.

Les résultats de cette expérience, ont permis la détermination de la DLso (dose létale qui

devrait tuer 50 % des animaux) de I’EM administré par voie intrapéritonéale, en utilisant la
méthode de Weil (tableau n°21).

Tableau n°21: La toxicité aigué par voie intrapéritonéale (i.p), de I'extrait eau-méthanol (EM), chez le

rat.
Poids des | Nombre Doses ma/ka | Comportement Nombre DLso
Lots rats de rats c (ig) g dzs rats derats | (intervalle de
(9)* initial p-c.. (P morts confiance)
.. 213.13 NaCl (0.9%, | Aucun signe de
Temoin +3.62 S 10ml/kg) toxicité 0
209.62 6 500 ll’?aec'i;J C‘?’O 'nugti 0
+2.54 CHVILE )X
apres injection 588.84 ma/k
Agitation durant ' gkg
202.07 -
6 550 la premiére 1
+2.99 heure (549.54 -
Expérimentaux Réduction de 630.95)
196.47 + s
4.83 6 600 I’activité juste 4
' aprés injection
-Gonflement
+
lezéi_ 6 650 abdominal 5
' -Agitation

*Chaque valeur représente une moyenne + ESM.
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Les plantes médicinales sont utilisées depuis 1’antiquité pour le traitement de
plusieurs maladies. Cette pratique traditionnelle a été héritée d’une génération a une autre,
et a permis de marquer ’efficacité thérapeutique de ces plantes par leur non toxicité,
nombreux sont ceux qui croient que ces remeédes naturels sont non toxiques (Larrey,
1997). Cependant, plusieurs études ont montré que les plantes médicinales peuvent avoir
comme les médicaments conventionnels des effets secondaires, Ginseng (Panax ginseng)
par exemple, est une plante tres populaire dans le monde entier (Barnes et al., 2008), elle
est utilisée comme remede dans I’amélioration des capacités physiques et mentales des
individus (NTP, 2011). Cette plante, pourtant n’est pas exempte de toxicité. Une étude
réalisée sur 133 personnes, a montré que le Ginseng peut provoquer des effets secondaires
inattendus, comme une excitation du systéme nerveux central, une hypertension, une
éruption de la peau, et une insomnie (NTP, 2011). Plusieurs plantes se sont trouvéees aussi
hépatotoxiques (Stickel et al., 2000 ; Teschke et al., 2014).

Le principal but d’étudier la toxicité des plantes, est de connaitre la nature et
I’amplitude des effets secondaires des extraits ou des molécules a des doses bien
appropriées, a fin de prévenir tout risque pour ’homme (Ifeoma et Oluwakanyinsola
2013). De plus I’identification de 1’agent toxique, va permettre soit son élimination pour
obtenir des extraits actifs non toxiques, ou soit la modification de sa dose, ou de sa
structure chimique si lui-méme est porteur de 1’activité biologique (Ifeoma et

Oluwakanyinsola 2013).

H. scoparia a été testée pour la premiére fois pour sa toxicité aigué chez le rat
Wistar, deux extraits bruts ont été utilisés, ’extrait aqueux (EA) et ’extrait eau-méthanol
(EM) et deux voies d’administrations ont été envisagées la voie orale et la voie
intrapéritonéale. A noter que pour I’étude de I’activité antidiabétique, la voie orale a été

privilégiée, vu que c’est la majeure voie d’administration des préparations médicinales.

L’administration par voie orale de 1’extrait aqueux a des doses uniques croissantes
(300-2000 mg/kg), n’a montré aucun signe de toxicité et aucune mort des rats n’a été
enregistrée durant les 14 jours d’observation, d’autre part 1’étude biométrique et
macroscopique des organes a aussi confirmé la non toxicité de I’extrait aqueux méme a une

dose de 2000 mg/kg. En fait, la comparaison des poids des organes des animaux traités et
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des animaux témoins est souvent utilisée pour prédire I’effet toxique des substances, et

aussi pour identifier les organes cibles possibles (Wolfsegger et al., 2009).

Cependant I’administration par voie orale de I’extrait eau-méthanol (500-2000
mg/kg) a montré quelques signes de toxicité ; une réduction de I’activité, un gonflement
abdominal et une agitation des animaux. Cette différence dans la toxicité aigué des deux
extraits, aqueux et alcoolique, administrés par voie orale, peut-étre expliquée par une
différence qualitative ou quantitative dans leur composition en métabolites secondaires.
Sachant bien que I’extraction par les alcools, peut faire sortir des métabolites que 1’eau ne
le peut pas, suite & une destruction des parois cellulaires de la plante (Lapornik et al.,
2005).

A noter que la dose de 2000 mg/kg p.c., utilisée dans cette expérience, est
considérée dans les guides de toxicité orale aigué, comme maximale (OECD, 2001). Bien
qu’une dose de 5000 mg/kg p.c., peut-étre recommandée, mais seulement s’il y a des
raisons bien évidentes (OECD, 2001).

D’autre part, I’administration de I’extrait eau-méthanol par voie intrapéritonéale a
été plus toxique par rapport a son administration par voie orale, et a des doses allant de 500
jusqu’a 650 mg/kg p.c., I’extrait a provoqué la mort de quelques rats. Ceci peut étre
expliqué, par un taux d’absorption élevé des extraits, lorsqu’ils sont administrés par voie
intrapéritonéale (Néne-Bi et al., 2013). La DLso calculée dans ces conditions a été de
588.84 mg/kg p.c., une plante est considérée comme toxique si sa DLso est égale ou
inférieure @ 500 mg/kg p.c., lorsqu’elle est testée chez les rongeurs par voie intra-

péritonéale (Marles et Farnsworth 1995).

Nous constatons ainsi, que la toxicité aigué de H. scoparia, est différente selon
I’extrait en question et sa dose, et aussi selon la voie de son administration. D’autres études

sont nécessaires pour mieux cerner la toxicité de H. scoparia et de connaitre son origine.

En fait la toxicité des plantes médicinales peut étre de deux origines, la présence de
substances extrémement toxiques dans la plante elle-méme comme par exemple des
alcaloides de type pyrrolizidine, ou le mal maintien de la qualité de la plante depuis son

habitat jusqu’a sa formulation comme traitement (Saad al., 2006).
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Beaucoup de facteurs peuvent influencer la qualité des plantes, ainsi leur toxicité ;
les facteurs de croissance, le temps de la récolte (été, hiver...), I’dge de la plante au
moment de la récolte et la partie de la plante utilisée (Saad al., 2006). D’autres agents sont
aussi responsables, a citer par exemple des erreurs dans 1’identification de la plante, un
surdosage et une interaction avec d’autres principes actifs que soit naturels (autre plante

par exemple) ou synthétiques (médicaments).

Enfin, la littérature scientifique sur la toxicité des plantes médicinales est
manguante (Dunnick et Nyska ,2013). Les études les plus évidentes sont réalisées par le
NTP (National Toxicology Program). Le NTP est une inter-agence Américaine, qui permet
de donner des rapports techniques sur la toxicité de substances sélectionnées, chez des
animaux de laboratoire (souvent le rat et la souris). La sélection primaire est basee sur
I’utilisation par I’homme, le taux de production et aussi sur les structures chimiques (NTP,
2011). Les plantes qui ont été testées pour leur toxicité par le NTP, sont Aloe vera,
Ginkgo, Ginseng, Goldenseal, Kava kava, Milkthistle, et Turmericoleoresin (Dunnick et
Nyska, 2013).
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Dans le but d'étudier l'activité antidiabétique de H. scoparia, proclamée par les
enquétes ethnobotaniques, nous avons envisagé plusieurs extraits, préparés de différentes
facons : extraction a reflux, extraction par macération, extraction liquide-liquide, extraction
par appareil de soxhlet, et fractionnement par chromatographie sur colonne. De plus, nous
avons utilisé 210 rats repartis entre des rats normaux (non diabétiques) et des rats rendus
diabétiques par la streptozotocine (diabéte expérimental), et nous avons utilisé trois

procédures : test a court terme, test de tolérance orale au glucose et test a long terme.
1. Induction du diabete expérimental

Des rats a jeun (16 heures) ont été traités par une dose intrapéritonéale unique de la
streptozotocine (Flucka, > 98.0 %) a 60 mg/kg p.c., préparée juste avant I'injection dans un
tampon citrate (0.01 M, pH 4.5). Aprés 72 heures de I'injection de la streptozotocine, les
rats qui ont une glycémie supérieure ou égale & 300 mg /dl, sont considérés comme
diabétiques et sont utilisés dans les expériences.

2. Etude de I'activité antidiabétique de I'extrait aqueux (EA) chez des rats normaux

et des rats diabétiques

Dans un but d'évaluer l'activité antidiabétique de I'extrait aqueux (EA) de H.
scoparia chez des rats de laboratoire, trois procédures ont été utilisées; étude a court terme,
test de tolérance orale au glucose et étude a long terme.

2.1. Etude a court terme

15 rats normaux a jeun ont été répartis en trois groupes (n=5), et ont été traités par
voie orale par I’extrait EA aux doses de 100, 250 et 500 mg/kg p.c. La glycémie a été
mesurée a 0 min (avant le gavage), a 60, 120, 180, 240 et a 360 min, sur une goutte de sang
prélevée a partir de I’extrémité caudale des animaux. Un glucomeétre Accu Check Active
(Roche), a été utilisé pour les mesures. 5 rats ont servi de groupe témoin et ont été gavés

avec une solution du sérum physiologique (NaCl a 0.9%,10 ml/kg p.c.), (tableau n°22).

2.2. Test de tolérance orale au glucose

10 rats normaux a jeun ont été répartis ont deux groupes (n=5), et ont été traités par

voie orale par I'extrait EA a 100 et 500 mg/kg p.c., 60 min avant le gavage d'une solution
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de glucose (2g/kg p.c.). La glycémie a été mesurée a 0 min (avant le gavage de I'extrait
aqueux), a 60 min (avant le gavage du glucose), a 90,120,150, et a 180 min. 5 rats ont servi

de témoins et ont eté gavés par une solution de NaCl (0.9%,10 ml/kg p.c.), (tableau n°23).

Dans chaque groupe, la glycémie a été mesurée sur une goutte de sang prélevée a

partir de I’extrémité caudale des animaux, en utilisant le glucométre.

Tableau n°22: Répartition par lot des rats normaux utilisés dans le test de I'évaluation
de l'activité antidiabétique de I'extrait aqueux (EA), & court terme.

Solution gavée . . .
Lots n | Poids Suivi des rats
(mg/kg p.c.) @
180.45 +
EA 100 5 738
Expérimentaux EA 250 5 | 182.82% | _0min: gavage des extraits
5.43 -0, 60, 120, 180, 240, 360
+ | min: mesure de la glycémie.
EA 500 5 240.08 +
4.27
Témoin NaCl 0.9% 5 190.96 +
(10ml/kg) 8.35

“Chaque valeur représente une moyenne = ESM.

Tableau n°23: Répartition par lot des rats normaux utilisés dans le test de I'évaluation

de l'activité antidiabétique de I'extrait aqueux (EA), suite a un test de tolérance orale au

glucose.
Lots Solution gavée n | Poids (g)" Suivi des rats
(mg/kg p.c)
EA 100 5 23127121 -0 min: gavage des extraits.
Expérimentaux ' -60min : gavage du glucose
340 £ (2g/kg).

EA 500 > 4.27 -0, 60, 90, 120, 150,180

o NaCl 0.9% . 93832+ | Min:mesure de la glycémie.
(10ml/kg) 12.30

“Chaque valeur représente une moyenne = ESM.

2.3. Etude a long terme (7jours)

14 rats méles diabétiques ont été répartis en deux groupes (n=7). L'extrait aqueux
(EA) a éte administré par voie orale, a une dose de 200 mg/kg p.c., par jour, pendant 7
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jours a un groupe (expérimental), I'autre groupe est le groupe témoin, et a été traité en

paralléle par du sérum physiologique (NaCl 0.9%, 10 ml/kg p.c.), (tableau n°24).

Dans les deux groupes la glycémie a jeun des rats, a été mesurée sur une goutte de
sang prélevée a partir de I’extrémité caudale le 1% jour et le 7° jour, le poids des rats, les

quantités de l'aliment et de I'eau consommées ont été aussi mesurées.

Les résultats de la prise d’eau et d’aliment mesurés quotidiennement ont été

exprimés en ml/100 g p.c. / jour et g/ 100 g p.c. / jour respectivement.

Tableau n°24: Répartition par lot des rats diabétiques utilisés dans le test de

I'évaluation de l'activité antidiabétique de l'extrait aqueux (EA) administré pendant 7

jours.
Solution gavée .P?'.ds .
Lots (ma/kg p.c.) n initial Suivi des rats
@)°
_ 293.45 + - Mesure de la glycémie

Expérimental EA 200 7 8.84 ajeun et le poids corporel

au 1¢" et 7¢ jour.
o NaCl 0.9% 243.81 + - Mesure quotidienne des
Temoin (10mi/kg) 7 20.42 quantités de I'aliment et de

I'eau consommeées.

“Chaque valeur représente une moyenne = ESM.

3. Etude de I'activité antidiabétique de I'extrait eau-éthanol (EE) et de I’extrait eau-

méthanol (EM) chez des rats normaux

Dans un but d'évaluer l'activité antidiabétique des extraits eau-éthanol et eau-
méthanol de H. scoparia chez des rats normaux, nous avons utilisé deux procédures, une

étude a court terme et un test de tolérance orale au glucose.

3.1. Etude a court terme

10 rats normaux a jeun ont été répartis en deux groupes (n=5), un groupe a été traité
par voie orale par I'extrait EE a 500 mg/kg p.c., et un groupe par I'extrait EM a 500 mg/kg
p.c. La glycémie de tous les rats a été mesurée a 0 min (avant le gavage), 30, 60, 90, 120,
150 et 180 min. 5 rats ont servi de groupe témoin et ont été gavés avec une solution de
NaCl (0.9%, 10 ml/kg p.c.), (tableau n°25).
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Les mesures de la glycémie ont été réalisées sur une goutte de sang prélevée a partir
de ’extrémité caudale des animaux aux temps mentionnés.
Tableau n°25 : Répartition par lot des rats normaux utilisés dans le test de I'évaluation

de l'activité antidiabétique des extraits eau-éthanol (EE) et eau-méthanol (EM), a court

terme.
Lots Solution gavee n | Poids (g)" Suivi des rats
(mg/kg p.c.)

361.6 +

EE 500 ° 4.49 -Omin : gavage des extraits.

Expérimentaux -0,30, 60, 90, 120, 150, 180

EM 500 5 358.02% (min) : mesures de la
11.28 .
glycémie.
Témoin NaCl 0.9% 5 317.24 +
(10ml/kg) 3.40

“Chaque valeur représente une moyenne = ESM.

3.2. Test de tolérance orale au glucose

10 rats normaux a jeun ont été répartis en deux groupes (n=5), un groupe a éte gavé
oralement avec I’extrait EE a 500 mg/kg p.c., et I’autre groupe avec l'extrait EM a 500
mg/kg p.c. En paralléle, un groupe composé de 5 rats a été gavé avec une solution de NaCl
a 0.9%, 10ml/kg p.c., et a servi de groupe témoin. Le gavage des solutions a été réalisé 60

min avant le gavage d’une solution de glucose (2 g/kg p.c.)

Dans chaque groupe la glycémie a été mesurée a 0 min (avant le gavage des
extraits), a 60min (avant le gavage du glucose), a 90, 120, 150, et a 180min, sur une goutte
de sang prélevée a partir de I’extrémité caudale des animaux (tableau n°26).

Tableau n°26: Répartition par lot des rats normaux utilisés dans le test de I'évaluation
de l'activité antidiabétique des extraits eau-éthanol (EE) et eau-méthanol (EM),
suite a un test de tolérance orale au glucose.

Solution gavée i . .
Lots n | Poids Suivi des rats
(mg/kg p.c.) ©
362.88 + | -0 min: gavage des extraits.
EE 500 ° 3.62 -60min : gavage du glucose
Expérimentaux
344.82 + (2gfkg p-c.)
EM 500 5 -0, 60, 90, 120, 150, 180
11.58 .
(min) : mesure de la
L. NaCl 0.9% 316.06 + glycémie.
Temoin (10mi/kg) > 8.35

“Chaque valeur représente une moyenne + ESM.
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4. Etude de I'activité antidiabétique des extraits acétate d'éthyle (EAc) et n-butanol
(En-B) chez des rats normaux

4.1. Test de tolérance orale au glucose

10 rats normaux maéles et femelles a jeun (16 heures) ont été répartis en deux
groupes (n=5), et ont été traités par voie orale par I'extrait EAc a 14 mg/kg p.c., (groupe 1)
et I'extrait En-B a 100 mg/kg p.c., (groupe 2), 60 min avant le gavage d'une solution de
glucose (2 g/kg p.c.).

La glycémie a été mesurée a Omin (avant le gavage des extraits), a 60min (avant le
gavage du glucose), a 90,120, 150, et & 180 min. 5 rats ont servi de témoins et ont été gavés
avec une solution de NaCl (0.9%, 10ml/kg p.c.), (tableau n°27).

La glycémie des rats des trois lots a été mesurée sur une goutte de sang prélevée a

partir de I’extrémité caudale des animaux.

Tableau n°27: Répartition par lot des rats normaux utilisés dans le test de I'évaluation
de l'activité antidiabétique des extraits acétate d'éthyle (EAc) et n-butanol (En-B),

soumis & un test de tolérance orale au glucose.

Solution gavée . . .
Lots n | Poids Suivi des rats
(mg/kg p.c.) ©
367.25
EAc 14 5 1717 - 0 min: gavage des extraits.
Expérimentaux - 60min : gavage du glucose
En-B 100 s | 399 (29/kg.)
13.24 -0, 60,90, 120, 150,180
Témoin NaCl 0.9% s 3513175541 min : mesure de la glycémie.
(10ml/kg) '

“Chaque valeur représente une moyenne + ESM.

5. Etude de I'activité antidiabétique des extraits hexane (EHSs), dichlorométahne(EDs)
acétate d’éthyle (EAcs) et méthanol (EMs) chez des rats normaux

Pour évaluer I’effet antidiabétique de chaque extrait (EHs, EDs, EAcs et EMs),

nous avons utilisé un test de tolérance orale au glucose, puis avec les extraits qui ont

montré un effet positif, nous avons réalisé un test a court terme.
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5.1. Test de tolérance orale au glucose des extraits EHs, EDs, EAcs, EMs

35 rats normaux a jeun des deux sexes (16 heures de jelne), ont été répartis en 7
groupes (n=5), chaque groupe a été traité par un extrait par voie orale ; le groupe 1 a été
gave par l'extrait EHs a une dose de 100mg/kg p.c., les groupes 2 et 3 ont été traités par
I'extrait EDs aux doses de 100 mg/kg p.c., et 200 mg/kg p.c., respectivement, le groupe 4 a
été traité par l'extrait EAcs a la dose 100 mg/kg p.c., les groupes 5 et 6 ont été traités par
I'extrait EMs aux doses de 100 mg/kg p.c., et 300 mg/kg p.c., respectivement et le groupe 7
a eteé traite par le glibenclamide a la dose de 0.1mg/kg p.c. En parallele, un huitieme groupe
composé de 5 rats a été traité par le tween 80 (0.8%, 10ml/kg p.c.), qui a servi de véhicule
pour les extraits. Apres 30 min de I’administration orale des différentes solutions, tous les

rats de chaque groupe, ont été gavés par une solution de glucose (2g/kg p.c.).

La glycémie a été mesurée a 0 min (avant le gavage des extraits), 30min (avant le
gavage du glucose) et a 60, 90, 120, 150,180 min sur une goutte de sang prélevée a partir
de I’extrémité caudale des animaux (tableau n°28).

Tableau n°28: Répartition par lot des rats normaux utilisés dans le test de I'évaluation
de l'activité antidiabétique des différents extraits: Hexane (EHSs), dichlorométhane
(EDs), acétate d'éthyle(EAcs), méthanol (EMs), glibenclamide (Gliben), suite a un

test de tolérance orale au glucose.

Solution gavée i . .
Lots n | Poids Suivi des rats
(mg/kg p.c.) @
176.6 £
EHs100 5
3.37
187.2 +
EDs 100 5
6.64
181.6 + -0 min: gavage des extraits.
. EDs 200 3 0.66 -30min : gavage du glucose
Experimentaux
EAcs 100 5 186.6 + (20/kg p.c.)
7.24 -0,30, 60, 90, 120, 150,180
EMs 100 5 164 + min : o
5.54 mesure de la glycémie
EMs 300 5 | 11
9.55
. 237.16 £
| Nl
oo Glibenc 0 5 23,64
Tween 80 5 160.4 +
(0.8%, 10ml/kg) 7.32

“Chaque valeur représente une moyenne + ESM.
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5.2. Test a court terme de ’EMs et de ’EDs

10 rats normaux a jeun des deux sexes ont été répartis en deux groupes (n=5), un
groupe a été traité par voie orale par I'extrait EMs a la dose de 300mg /kg p.c., et I’autre
groupe par I'extrait EDs a 200 mg/kg p.c., la glycémie a été mesurée a 0 min (avant le
gavage), 60, 120, et 180 min aprés le gavage. 5 rats ont servi de groupe témoin et ont été
gavés par 10 ml/kg p.c, d'une solution de tween 80 (0.8 %), (tableau n°29).

La glycémie a été mesurée sur une goutte de sang prélevée a partir de I’extrémité

caudale de chaque animal.

Tableau n°29 : Répartition par lot des rats normaux utilisés dans le test de I'évaluation
de l'activité antidiabétique des extraits méthanol (EMs) et dichlorométhane (EDs),
a court terme.

Solution gavée . . .
Lots n | Poids (g) Suivi des rats
(mg/kg p.c.)
+
EMs 300 5 12724_
Expérimentaux ' -0min : gavage des ex_traits.
+ ) :
EDs 200 5 196.2 + 0, 60, 120, 180 rpm_ ;
6.90 mesure de la glycémie.
Témoin Tween 80 5 185.2 +
(0.8%,10ml/kg) 7.27

“Chaque valeur représente une moyenne = ESM.

6. Etude a long terme de I'activité antidiabétique de I'extrait méthanol (EMs) chez

des rats normaux et des rats diabétiques

22 rats males ont été répartis au hasard en 4 groupes n= {5, 6}, les rats du groupe 1
et 2 sont des rats normaux tandis que les rats du groupe 3 et 4 sont des rats rendus
diabétiques par la streptozotocine (60 mg/ kg p.c.) Les rats des groupes 1 et 3 ont été
traités par voie orale par I'extrait EMs a une dose quotidienne de 300 mg/kg p.c., pendant
21 jours, de méme les rats des groupes 2 et 4 ont été traités par une solution de tween 80

(0.8%) a 10 ml/kg p.c par jour, durant la méme période (tableau n°30).

Au 1%, 7¢ ,14° et 21° jours la glycémie a jeun et le poids corporel de tous les rats

ont été mesurés. Les quantités de I'aliment et de I'eau consommés ont été aussi considérées.
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La glycémie a jeun des rats a été mesurée sur une goutte de sang prélevée a partir de

P’extrémité caudale des animaux.

L’évolution du poids corporel exprimée en variation (gain ou perte) durant la
période de I’expérience, a été exprimée en g/semaine, les résultats de la prise d’eau et
d’aliment mesurés quotidiennement ont été exprimés en ml/100g p.c. / jour et g/ 100g p.c. /

jour respectivement.

Au 14° jour du traitement, tous les rats des differents lots ont été soumis a un test de
tolérance orale au glucose aprés un jeline de 16 h, avec un gavage d’une solution de

glucose a 2 g/kg, p.c., la glycémie a été mesurée durant 210 min, tous les 30 min.

Au 21° jour, les rats des quatre groupes ont été anesthésiés par voie intrapéritonéale,
par une solution de chloral a 0.8%, a 5ml/kg p.c., I'abdomen a été ouvert et une quantité de
sang a été récupérée de l'aorte pour I’analyse des paramétres sanguins suivants : l'urée, la
créatinine, transaminase glutamate oxaloacétique (TGO), alanine amino-transférase (TGP),
(tableau n°30).

Tableau n°30 : Répartition par lot des rats normaux et diabétiques utilisés dans le test

de I'évaluation de l'activité antidiabétique de I'extrait méthanol (EMs) a long terme.

Solution gavée .P(.)I.ds .
Lots (ma/kg) n initial Suivi des rats
(@)
A + -1¢, 7¢ ,14° et 21% : Mesure
Exp:weorrlmzrtal EMs 300 6 323(1);_ de glycémie et du poids
corporel.
Témoin Tween-80 6 288.33+ -Mesure quotidienne des
Normal (0.8%,10ml/kg) 15.53 quantités de I'aliment et de
fri + I'eau consommées.
Eg?;;ggszzal EMs 300 5 2798_'8265 - -14¢ jour: TTOG (2g/kg).
-21¢ jour : Dosages sanguins:
Témoin Tween 80 5 283+ créatinine, urée, TGO et
diabétique (0.8%,10ml/kg) 402 TGP.

“Chaque valeur représente une moyenne + ESM.
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7. Etude de I'effet de I'extrait méthanol (EMs) sur la glycémie postprandiale, et sur
les quantités du glycogene hépatique et musculaire chez des rats normaux.
Pour tester 1’effet de I’EMSs sur la glycémie postprandiale des rats et sur les quantités
intra-tissulaire du glycogene, nous avons suivi la procédure de Herling (Herling, 2006).

7.1. Effet de ’extrait méthanol (EMs) sur la glycémie postprandiale

17 rats males normaux ont été répartis au hasard en 2 groupes les rats du premier
groupe (n=8) ont été traités (t= Omin) par voie orale avec 300 mg/kg p.c., de I’extrait EMs,
tandis que les rats du deuxiéme groupe (n=9) ont éte traités par voie orale par le tween-80
(0.8%, 10 ml/kg p.c.). La glycémie des rats des deux groupes a été mesuree a partir d’une

goutte de sang prélevée de I’extrémité caudale aux temps suivants : 1, 2, 3,5, eta 24 h.

A la fin des mesures de la glycémie, les rats ont été anesthésiés par voie
intrapéritonéale avec une solution de chloral (0.8%, 5 ml/kg p.c.), puis I'abdomen a été
ouvert, une quantité du muscle squelettique et du foie a été récupérée pour le dosage du
glycogéne intracellulaire (tableau n°31).

Tableau n°31 : Répartition par lot des rats normaux utilisés dans le test de I'évaluation

de l'effet de I'extrait méthanol (EMs) sur la glycémie postprandiale.

Solution gavée

Lots n | Poids (g)" Suivi des rats
(mg/kg p.c.) @

Expérimental EMs 300 3 230.87 + -0h : gavage des extraits.

5.06 -0,1,2,3,5eta24h:

mesure de la glycémie

Tween 80 231.77% -
Mo -24 h: sacrifice des rats et
Temoin (0.8% 10mltkg) | ° | 644

récupération de tissus.

“Chaque valeur représente une moyenne = ESM.

7.2. Détermination de la quantité du glycogene hépatique et musculaire
7.2.1. Principe

La méthode chimique du dosage du glycogéne, consiste a une digestion du tissu
animal dans une solution concentrée d'hydroxyde de potassium, puis a une précipitation du
glycogene par I'éthanol. Ensuite le polysaccharide obtenu par précipitation, est hydrolyse

par un acide, le glucose ainsi libéré est dosé (Hassib et Abraham, 1957).
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7.2.2. Mode opératoire

a. Digestion des tissus et précipitation du glycogéne

- Une quantité d'approximativement 1 g du tissu animal (foie ou muscle squelettique), est
déposée dans un tube de centrifugation pese (po), contenant 3 ml d'une solution
d'’hydroxyde de potassium a 30%.

- Apres addition du tissu, le tube est pesé une deuxieme fois (p1), et le poids p du tissu ainsi
ajouté est déterminé par différence (p= p1- po).

- Les tubes sont mis a bouillir dans un bain Marie pendant 20 a 30 min.

- Apres refroidissement, 0.5 ml d'une solution de sulfate de sodium saturé est ajoutée a
chaque tube.

- 1.1 a 1.2 volume de I'éthanol a 95% est aussi ajouté a chaque tube.

- Les tubes sont chauffés, et le glycogene est précipité.

- Le glycogéne, peut étre ainsi récupéré, par centrifugation a 3000 r. p.m.
b. Hydrolyse acide du glycogene

- 6 ml de HCI a 0.6N sont ajoutés a chaque tube contenant le glycogéne précipité, les tubes
sont laissés dans un bain Marie pendant 2 a 2.5 h.

- Les solutions acides ainsi obtenues sont refroidies et neutralisées par une solution de
soude et sont prétes a un dosage des quantités du glucose qui en contiennent. Pour cela la

méthode de Nelson est utilisée.

c. Dosage du glucose libéré par la méthode de Nelson

= Principe

Les sucres réducteurs réduisent, a chaud et en solution alcaline, les ions cuivriques
en oxyde cuivreux (liqueur de Fehling). En présence d'une solution d'arsenio-molybdique,

I'oxyde cuivreux a froid forme un complexe coloré qui absorbe a 540 nm (Ashwell, 1957).
= Mode opératoire

Le tableau n°32, représente les différentes concentrations des extraits et des réactifs
utilisées pour le dosage du glucose par la méthode de Nelson.
-1ml de I'échantillon contenant des sucres libres (préparé a partir des tissus hépatique et

musculaire), est additionné de 0.5 ml de la liqueur de Fehling (A et B), et porté a
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I’ébullition pendant 20 min, un précipité rouge brique se forme, qui témoigne de la
présence des sucres réducteurs dans la solution.

- Ajouter a chaque tube refroidit, 1 ml du réactif molybdique, qui permet la dissolution du
précipité.

- Faire une dilution, lire I'absorbance a 540 nm.

Une gamme étalon doit étre réalisée dans les mémes conditions opératoires, en utilisant le
glucose comme contréle positif a différentes concentrations croissantes (0, 100, 200, 300,
400, 500 mg/l).

-Pour la détermination de la quantité du glycogene dans le tissu, un facteur de 0.93 est pris

en considération.

Tableau n°32: Mode opératoire du dosage du glucose libéré par hydrolyse acide du

glycogéne intra-tissulaire.

Glucose (mg/l) 0 100 | 200 | 300 | 400 | 500 -
Volume du glucose (ml) 1 1 1 1 1 1 -
Volume de I'extrait (ml) - - - - - - 1

Liqueur de Fehling A et B (ml) 0510505 |05]05]05]05

Ebullition pendant 20 min

Réactif molybdique (ml) 1 1 1 1 1 1 1

Dilution et lecture de 1’absorbance a 540 nm

8. Etude de I'activité antidiabétique des différentes fractions (A—D) chez les rats
normaux

8.1. Test de tolérance orale au glucose des fractions (A—D)

16 rats normaux ont été repartis au hasard en 4 groupes (n=4), les rats du groupe 1
ont été traités par voie orale par la fraction FA a 50 mg/kg p.c, ceux du groupe 2 par la
fraction FB a 280 mg/kg p.c, ceux du groupe 3 par la fraction FC a 190 mg/kg p.c, et
enfin ceux du groupe 4 par la fraction FD a 190 mg/kg, p.c. En parallele, I'extrait

méthanol non fractionné (EMs) a été aussi testé a une dose de 300mg/kg p.c., dans un
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groupe composé de 4 rats. De plus quatre rats ont été traités par voie orale par le tween-80
(0.8%, 10ml), et ont servi de groupe témoin.

Aprés 30 min du gavage des extraits, tous les rats des 6 groupes, ont été gaves
additionnement par une solution de glucose (2g/kg p.c.). La glycémie a été mesurée Omin
(avant le gavage du glucose) et a 30, 60, 90, 120 et 180min durant toute 1’expérience, a
partir d’une goutte de sang prélevée de I’extrémité caudale de chaque animal (tableau
n°33).

Tableau n°33: Répartition par lot des rats normaux utilisés dans le test de I'évaluation
de l'activité antidiabétique des différentes fractions (FA—FD), suite a un test de

tolérance orale au glucose.

Solution gavée

Lots (ma/kg p.c.) n | Poids (g) Suivi des rats
208.5 +
FA 50 4 5.66
228.75 +
FB 280 4 557 | |
-0 min: gavage des extraits.
FC 190 4 2106+ | _30min : gavage du glucose
. 7.
Expérimentaux 33 (2g/kg.)
21275 + | -0,30, 60, 90, 120,180 min :
FD 190 4 o mesure de la glycémi
8.82 glycemie
171
EMs 300 4 9.55
Témoin Tween 80 4 195. 75+
(0.8%, 10ml/kg) 8.35

“Chaque valeur représente une moyenne + ESM.
9. Dosages des parametres sanguins

Du sang total a été utilisé pour le dosage de la glycémie en utilisant un glucometre,
alors que pour le dosage des autres paramétres sanguins, du sang a été récupéré dans des
tubes contenant de I'héparine, puis centrifugé a 3000 r.p.m pendant 15min. Le plasma
récupéré a fait I'objet du dosage de l'urée, la créatinine, la TGO, et de la TGP. Le principe

de chaque méthode est donné ci- apres.
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9.1. Dosage du glucose

La mesure de la glycémie a été réalisée par électrochimie en utilisant un glucometre
a bandelettes réactives (accu-Check active, Roche). Sur la zone réactive de chaque
bandelette on dépose une goutte de sang total qui se met en contact direct avec le glucose
oxydase (GOD), cette derniere par double réaction assure l'oxydation du glucose en
gluconolactone et la réduction du ferricyanure en ferrocyanure. Grace au courant induit par
le chrono ampéremetre du glucometre, le ferrocyanure est re-oxydé et libére des électrons
qui sont ensuite captés par I'électrode de mesure. La mesure de la glycémie est ainsi
directement proportionnelle au courant mesuré. Le courant électronique produit au cours
de cette réaction électrochimique est transmis dans le moniteur ou il est traduit en lecture a
I'écran exprimé en mg/dl. Les résultats obtenus de la glycémie correspondent aux valeurs
dans le plasma selon la fédération international de chimie clinique (Dufaitre-Patouraux et
al., 2003).

9.2. Dosage de I'urée

Le dosage de l'urée a été réalisé par méthode enzymatique colorimétrique a l'uréase
(Kit SPINREACT) selon la méthode de Berthelot. L'intensité de la coloration développée
au cours de la réaction est proportionnelle & la concentration en urée exprimé en mg/dl.

L'absorbance est mesurée au spectrophotomeétre a 580 nm contre un blanc.

i Uréase
Urée + HLO — (NH4") 2 + CO2

. Nitroprusside .
NH4* + sallycilate + NaCIO —— Indophénole

9.3. Dosage de la créatinine

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

résultats sont exprimés en mg/dl.

: L NaOH . . i
Créatine + acide picrique — picrate de sodium + picrate de creatinine
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9.4. Dosage de la transaminase glutamate oxaloacétique (TGO)

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

blanc et les résultats sont exprimés en Ul /I.

. : . TGO . _ : -
Acide a-cétoglutarique + L- acide aspartiqgue — acide glutamique + acide oxaloacétique

: - MDH
Acide oxaloacétique + NADH + H" ————» Malate + NAD *
9.5. Dosage de I'alanine amino-transférase (ALAT, TGP)

Le dosage de la TGP a été réalisé par une methode enzymatique colorimétrique (Kit
SPINREACT). L'absorbance est mesurée au spectrophotomeétre a 405 nm contre un blanc

et les résultats sont exprimés en Ul /I.

. . . . TGP . : . :
Acide a- cétoglutarique + L- Alanine ———— acide glutamique + acide pyruvique

LDH
Acide pyruvique + NADH + H* —— acide lactique + NAD *
10. Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes (m) accompagnées de leur

indice de dispersion qui est I'erreur standard a la moyenne (ESM): m + ESM.

Moyenne (m) X = nlzl-xi

Ecart type () ox =+VVx

Erreur standard de la moyenne (ESM) ESM = \%

Les analyses des variances ont été faites a l'aide du test bilatéral de t pour des
échantillons indépendants. Des analyses de comparaisons post-test de Dunnett révelent,
avec les critéres habituels, les valeurs de signifiances.

Les diverses analyses ont été faites grace au logiciel InStat 3.00 de la compagnie GraphPad
pour Windows©98,GraphPad Software, San Diego Californie USA.
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La notation suivante est utilisée pour toute différence significative :

Peu significative (*) : p < 0.05,
Significative (**) : p <0.01,
Tres significative (***) : p <0.001

Hautement significative (****) : p< 0.0001

Matériel et méthodes
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1. Effet antidiabétique de I'extrait aqueux (EA) chez les rats normaux et les rats
diabétiques

1.1. Effet a court terme

L'effet de I’extrait EA de H. scoparia a différentes doses (100, 250 et 500 mg/kg
p.c.) administrées par voie orale, sur la glycémie a jeun des rats normaux, est montré sur la

figure8.

L’¢tude des différentes courbes qui représentent la variation de la glycémie a jeun
en fonction du temps, montre qu’il n y’a aucune diminution significative de la glycémie
chez nos rats traités par 1’extrait EA, et cela malgré 1’utilisation de trois doses croissantes
(100 a 500 mg/kg p.c). Au contraire, une hyperglycémie statistiquement significative a été
observée avec la dose de 500 mg/kg, a 180 min (p < 0.01) et a 240 min (p < 0.05).

== NaCl 0.9%,10 ml/kg =@=EA 100 mg/kg EA 250 mg/kg =@=EA 500 mg/kg
120 -

100 -

60 -

Glycémie (mg/dl)

20 -

0 T T T T T 1
0 60 120 180 240 360 Temps (min)

Figure 8 : Variations de la glycémie chez les rats normaux traités par
I'extrait aqueux (EA) de Hammada scoparia a différentes doses.
Moyenne £ ESM, n=5. * : p< 0,05; #* : p< 0,01.

1.2. Effet suite a un test de tolérance orale de glucose

Les résultats de I'effet de I’EA de H. scoparia aux doses de 100 et 500 mg/kg, sur
la glycémie des rats normaux soumis a un test de tolérance orale au glucose (TTOG), sont
montres sur la figure 9.

La courbe représentant la glycémie en fonction du temps, suite a une administration d'une

solution de glucose aux rats préalablement traités par I'extrait EA (100 mg/kg p.c et 500
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mg/kg p.c), suit le méme profile que celle des rats traités par le NaCl (0.9 %,10 ml/kg) :
une augmentation statistiquement significative de la glycémie (p< 0.01) 30 min aprés le
gavage du glucose a été notée, puis une diminution progressive, qui tente a atteindre son
taux initial a 180 min. A noter aussi que l'extrait EA a la dose de 500 mg/kg p.c., a
provoqué une hyperglycémie statistiquement significative 60 min aprés son gavage (p<
0.01).

== NaCl 0.9%, 10 ml/kg  =E=EA100 mg/kg  =@=EA 500 mg/kg

250 -
200 -
5
S~
& 150 - .
2
& 100 -
o
>
O
50 T
Gavage
Glucose
0 T T T T T T 1
0 60 90 120 150 180 Temps (min)

Figure 9 : Variations de la glycémie chez les rats normaux traités par
I'extrait aqueux (EA) de Hammada scoparia et soumis a un test de
tolérance orale au glucose.

Moyenne £ ESM, n=5. *xP< 0,01.

1.3. Effet a long terme (7jours)

Un lot de rats rendus diabétiques par la streptozotocine (60 mg/kg p.c.), a été gavé
oralement par I’extrait EA a une dose de 200 mg/kg p.c., par jour, pendant 7 jours, et

I’effet sur I’hyperglycémie a été suivi. Les résultats obtenus sont indiqués sur la figure 10.

Au premier jour du traitement, la glycémie a jeun des rats diabétiques du lot
expérimental a été de 348.33 + 11.35 mg/dl, puis elle est devenue de 293+ 34.77 mg/dl au
7e jour. De méme chez les rats du lot témoin, la glycémie a été de 368.66 + 16.37 mg/dl au
ler jour, et de 318 *+ 47.46 mg/dl au 7e jour. Ce résultat ne montre aucune différence
significative entre le groupe expérimental et le groupe témoin, ce qui signifie I’inefficacité

de I’extrait EA sur I’hyperglycémie des rats diabétiques.
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m NaCl0.9%, 10 ml/kg  ®m EA 200 mg/kg
400 -+

350 -+
300 -
250 -~
200 -

Glycémie (mg/dl)

150 -
100 -
50 A

1¢" jour 7¢ jour
Figure 10 : Variations de la glycémie chez les rats diabétiques traités par
I'extrait aqueux (EA) de Hammada scoparia pendant 7 jours.
Moyenne £ ESM, n=7.

Dans cette expérience nous avons aussi suivi l'effet de I'extrait EA, administré a
une dose de 200 mg/kg/j, sur I'évolution du poids corporel et sur les quantités de 1’aliment
et de I’eau consommees par les rats diabétiques. Les résultats sont montrés dans les figures
11,12,13.

Dans la figure 11, la comparaison du poids corporel des rats diabétiques entre le
premier jour et le dernier jour du traitement a montré une diminution statistiquement
significative, que soit dans le lot traité par I'extrait EA (p < 0.01) ou le lot traité par le

sérum physiologique (p< 0.001).

Les figures12 et 13, indiquent qu’aucune différence significative n'a été mentionnée
entre les rats diabétiques traités par I'extrait EA et ceux traités par le NaCl, et cela pour les

deux paramétres ; la consommation de I'aliment et de I'eau.
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300 - M NaCl 0.9 %,10 ml/kg ™ EA 200 mg/kg
250 -
200 -
2 150 -
3
8
100 -
50 -
O .
1¢ jour 7¢ jour
Figure 11 : Variations du poids corporel chez les rats diabétiques traités
par I'extrait aqueux (EA) de Hammada scopariapendant 7 jours.
Moyenne £ ESM, n=7. ** p< 0,01 *=** p< 0,001.
m Nacl 0.9%, 10ml/kg ™ EA200mg/kg M Nacl 0.9%, 10ml/kg ~ ® EA200mg/kg
12 - 80 -
10 - 70 -
. s 60 -
3 8 - S
% ) 50 -
S g - % 40 -
oo
= 3
o — 30 -
= 4 =
o0 E 20 -
2 A 10 -
0 - 0 -

de l'aliment prise par les rats diabétiques

Figure 13 : Quantité journaliére
de 'eau prise par les rats diabétiques
traités par l'extrait aqueux (EA) traités par l'extrait aquex (EA)

de Hammada scoparia. de Hammada scoparia.
Moyenne + ESM. Moyenne + ESM.

Figure 12 : Quantité journaliére

v'A la lumiére de ces résultats, nous pouvons conclure que l'extrait EA de H.

scoparia administré par voie orale a des rats normaux, n’a montré aucun effet sur la

glycémie des rats a jeun, ou sur I’hyperglycémie provoquée par une charge orale en

glucose. De méme 1’extrait EA, n’a pas réussi a diminué 1’hyperglycémie des rats rendus
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diabétiques par la streptozotocine, ou de corriger les signes qui I’accompagnent (la chute

du poids corporel, la polyphagie et la polydipsie).

2. Effet antidiabétique de I'extrait eau-éthanol (EE) et de I’extrait eau-méthanol
(EM) chez les rats normaux

2.1. Effet a court terme

Les résultats obtenus dans le cas de la variation de la glycémie a jeun des rats
normaux, suite au gavage oral de I'extrait EE a une dose de 500 mg/kg p.c., et de D’extrait

EM a une dose de 500 mg/kg p.c., sont représentés sur la figure 14.

Une hyperglycémie statistiquement significative a été détectée chez les rats, 30 min
apres le gavage des extraits EE et EM et du NaCl (p< 0.01). Cette hyperglycémie tente a
diminuer et a revenir a son taux basal initial dans les trois lots, sauf que chez les rats traités
par I’extrait EM, cette diminution devient statistiquement significative a partir de 90 min

(p< 0.01), et persiste avec la méme signification jusqu'a 180 min.

=¢= NaCl 0.9%,10 ml/kg  =—m=EE 500 mg/kg EM 500 mg/kg

140 - **
120 -
100 -

80 -
60 -
40 -
20 -

0 T T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180 Temps (min)

Glycémie (mg/dl)

Figure 14 : Variations de la glycémie chez les rats normaux traités par
I'extrait eau-éthanol(EE)et 'extrait eau-méthanol (EM) de Hammada
scoparia.

(Moyenne £ ESM, n=5. #* : p< 0,01.)

2.2. Effet suite a un test de tolérance orale au glucose

L'effet de I'extrait EE a une dose de 500 mg/kg p.c., et de I'extrait EM a une dose
de 500 mg/kg p.c., sur la glycémie des rats normaux soumis a un test de tolérance orale au

glucose, est montré sur la figure 15.
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Aprés une charge orale de glucose, une hyperglycémie statistiquement significative
a eté observée a 30 min chez les rats traités par I'extrait EE (p < 0.05) et aussi chez les rats
traités par le NaCl (p< 0.001). En revanche, ce pic n'a pas été détecté chez les rats traités
par l'extrait EM qui a son tour a montré une diminution statistiquement significative de la

glycémie a 30 min (p < 0.01).

200 o —®=—NaCl0.9%,10ml/kg  ==EE 500 mg/kg EM 500 mg/kg

180 i *k*k
160 -
140 -
120 -
100 -

80 -
Gavage
60 Glucose

Glycémie (mg/dl)

40 -

0 T T T T T T 1
0 60 90 120 150 180 Temps (min)

Figure 15 : Variations de la glycémie chez les rats normaux traités par l'extrait
eau-¢éthanol (EE) et l'extrait eau-méthanol (EM) de Hammada scoparia et
soumis a un test de tolérance orale au glucose.

(Moyenne + ESM, n=5. *P<0,05,**P< 0,01, **%P<0,001).

v Cette expérience réalisée sur des extraits alcooliques, montre bien qu’a I’inverse de
I’extrait EE, I'extrait EM administré oralement & des rats normaux, tente de diminuer la
glycémie a jeun et s'oppose parfaitement a I'nyperglycémie attendue suite au gavage oral

du glucose.

3. Effet antidiabétique des extraits acétate d'éthyle (EAc) et n-butanol (En-B) chez les
rats normaux

3.1. Effet suite a un test de tolérance orale au glucose

L’extrait EM, a été fractionné par extraction liquide-liquide, et a donné deux
extraits organiques I’extrait EAc, et I’extrait En-B. Les résultats obtenus, de I'effet de ces
deux extraits, administrés par voie orale, sur la glycémie des rats normaux soumis a un test

de tolérance orale au glucose, sont montrés sur la figure 16.
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Les extraits EAc (14 mg/kg) et En-B (100 mg/kg) ont éte efficaces et ont diminué
significativement I’hyperglycémie observée chez les rats témoins & 90 min (p<0.05) a 120
min (p<0.01). Ce résultat, nous a permis de constater que H. scoparia possede un effet
antihyperglycémiant, qui se manifeste avec des extraits de composition différente et méme

a faibles doses.

180 ==NaCl 0.9%,10ml/kg  =—m=EAc14 mg/kg En-B100 mg/kg

160 -
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -

Glycémie (mg/dl)

Gavage
40 A Glucose

20 -

O T T T T T 1
0 60 90 120 150 180  remps (min)

Figure 16 : Variations de la glycémie chez les rats normaux traités par les
extraits acétate d'ethyle (EAc) et n-butabol (E-nB) de Hammada scoparia
et soumis a un test de tolérance orale au glucose.

(Moyenne + ESM, n=5. * P<0,05, **P< 0,01).

4. Effet antidiabétique des extraits EHs, EAcs, EDs et EMs chez les rats normaux
4.1. Effet suite a un test de tolérance orale au glucose

L’extraction au soxhlet de la matiere végétale, a permis d’obtenir différents extraits,
qui ont été testés chez des rats a différentes doses ; I’extrait hexane (EHs) a 100mg/kg p.c.,
I’extrait dichlorométhane (EDs) a 100 et a 200 mg/kg p.c., I’extrait acétate d'éthyle (EAcs)
a 100mg/kg p.c., et I’extrait méthanol (EMs) & 100 et a 300 mg/kg p.c.

Les résultats obtenus de I’étude de I’effet de ces extraits organiques sur
I’hyperglycémie provoquée par voie orale (glucose, 2g/kg) chez des rats normaux sont

donnés sur la figure 17.

75



Chapitre 3 : Etude de I’activité antidiabétique de Hammada scoparia Résultats et interprétation

A noter aussi [I’utilisation d’un témoin positif; un antidiabétique oral, le
glibenclamide (Gliben) a une dose de 0.1mg/kg p.c.

Les données de la figure 17 montrent un effet antihyperglycémiant statistiquement
significatif de I'extrait EMs (300 mg/kg p.c.), et cela a 60 min et 90 min (p < 0.01), et aussi
de I'extrait EDs a la dose de 100 mg/kg p.c., a 90 min (p< 0.01) et a la dose de 200 mg/kg
p.c., @ 90 min et & 120 (p < 0.01). Cet effet antihyperglycémiant observé avec les deux
extraits, EMs et EDs, a été comparable a celui du glibenclamide (0.1mg/kg p.c.,), qui a été
efficace a 60 min et a 90min (p < 0.01). A noter aussi qu’aucune diminution de

I’hyperglycémie n'a été observée chez les rats traités par les extraits EHs ou EAcs.

g Tween 80(0,8%, 10ml/kg) === EHs100 mg/kg EDs 100 mg/kg
180 - @i EDs 200 mg/kg == EACs 100 mg/kg EMs 100 mg/kg
O==EMs 300 mg/kg Gliben 0.1mg/kg
160
I
— 140 + ‘?‘
S _ I
£ 120 1 @ AN
9] v 9
' T
£ \
"y 100 -
=
(V)
80 -
Gavage
60 H—6Gtucose—t f f f f {
0 30 60 90 120 150 180 Temps (min)

Figure 17: Variations de la glycémie chez les rats normaux traités par les
différents extraits de Haommada scoparia et soumis a un test de tolérance
orale au glucose. (Moyenne + ESM, n=5. **P< 0,01).

4.2. Effet a court terme de PEMs et de I’EDs

Dans cette expérience, les deux extraits organiques, EMs et EDs, qui ont montré
un effet antihyperglycémiant significatif, ont été testés pour évaluer leurs effets sur la

glycémie des rats a jeun normaux. Ainsi les résultats obtenus, sont montrés sur la figure 18.

Aucun effet sur la glycémie des rats a jeun, n'a été mentionné avec les deux extraits
EMs a la dose de 300 mg/kg p.c., et EDs a la dose de 200 mg/kg p.c., le profil des courbes
correspondantes a été semblable a celui de la courbe des rats témoins traités par le tween
80 (0.8%, 10 ml/kg p.c.).

76



Chapitre 3 : Etude de I’activité antidiabétique de Hammada scoparia Résultats et interprétation

=—¢—Tween 80 ( 0.8%, 10ml/kg)  ==EMs300mg/kg EDs200mg/kg
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Figure 18 : Variations de la glycémie chez les rats normaux traités par les
extraits méthanol(EMs) et dichlorométhane (EDs) de Hammada scoparia.
(Moyenne + ESM, n=5).

v D'aprés ces résultats, I’extrait EMs a 300 mg/kg p.c ., et I’extrait EDs a 100 et a
200 mg/kg p.c., sont deux extraits de H. scoparia qui ont montré un effet important dans
l'augmentation de la tolérance orale au glucose chez des rats normaux. Mais ces deux

extraits n’ont montré aucun effet significatif sur la glycémie a jeun des rats normaux.

5. Effet antidiabétique de I'extrait méthanol (EMs) a long terme (21 jours) chez les
rats normaux et les rats diabétiques

5.1. Effet de ’extrait EMs sur la glycémie

L'extrait EMs a été administré chez des rats normaux et des rats rendus diabétiques
par la streptozotocine (60mg/kg p.c.), a une dose quotidienne de 300 mg/kg p.c., pendant
21jours. Ainsi les résultats obtenus de leurs effets sur la glycémie a jeun sont montrés sur
la figure 19.

Chez les rats normaux traités par l'extrait EMs et les rats témoins traités par le
tween 80(0,8%), la glycémie a jeun a été stable durant les 21 jours du traitement, aucune
différence significative n'a été observée, a noter une glycémie de 64.50 + 1.93 mg/dI
(n=12) au jour 1 et 78.33 = 2.99 mg/dl au jour 7, puis 81.91 = 3.38 mg/dl au jour 14 et
enfin 74.60 + 2.38 mg/dl au 21 jour.
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Quant aux rats diabétiques, une hyperglycémie a été notée suite au traitement
préalable des rats par la streptozotocine (60 mg/kgp.c). Le traitement quotidien des rats par
I’EMSs n’a pas réussi a diminuer cette hyperglycémie, qui est restée persistante durant les
21 jours, et a gardé le méme profil que soit chez les rats traités par 1’extrait EMs ou le
tween 80(0,8%). A noter une hyperglycémie de 311.62 + 8.33 mg/dl (n=10) au jour 1, de
321.12 £ 12.07 mg/dl (n=10) au jour 7, puis 344.75+ 30.25 mg/dl (n=10) au jour 14 et
408.43 £ 7.07 mg/dl (n=10) au 21 jour.

=¢=N-Tween 80 ( 0.8%,10m|) =@= N-EMs300mg/kg

D-Tween 80 (0.8%,10ml) ==<=D-EMs300mg/kg

500 -
450 -
400 -
350 ~
300 ~
250 ~
200 ~
150 -+
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50 -

O T T T 1
1 7 14 21 Temps (j)

Glycémie (mg/dl)

Figurel9 : Variations de la glycémie chez les rats normaux (N)
et diabétiques (D) traités par l'extrait méthanol (EMs) de Hammada scopria,
pendant 21jours . (Moyenne =ESM).

5.2. Effet de I’extrait EMs sur le poids corporel

L'effet de I’extrait EMs sur 1’évolution du poids corporel des rats normaux et

diabétiques, durant 21 jours de traitement est montré sur la figure 20.

Le poids des rats normaux traités par I’extrait EMs est resté stable durant les 21
jours du traitement, et il a suivi le méme profil que les rats témoins, sans aucune différence
significative. En revanche chez les rats diabétiques que soit ceux traités par I'extrait EMs
ou le tween 80(0,8%), le poids des rats a significativement diminué au 7¢ j (-9.49 £ 2.27 %j;
p< 0.01) au 14° jour (-20.64 £ 2.80 %, p< 0.01) et au 21 j (-24.64 £ 2.88 % ; p< 0.01) en
suivant une courbe descendante, et cela témoigne d'un diabéte expérimental persistant chez

les rats, malgreé le traitement envisagé par I’extrait EMSs.
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==¢==N-Tween 80 ( 0.8%, 10ml) == N-EMs 300 mg/kg

D-Tween 80 (0.8%, 10ml) == D-EMs 300 mg/kg
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Figure 20 : Variations du poids corporel chez les rats normaux (N)
et diabetiques (D) traités par 'extrait méthanol (EMs) de Hammada
scoparia, pendant 21jours.

(Moyenne £ESM, n=50u6.*p< 0,05; ** p<0,01).

5.3. Effet de I’extrait EMs sur les quantités de I’aliment et de I’eau consommées

Durant les 21 jours du traitement des rats normaux et diabétiques avec 1’extrait
EMs, nous avons fait des mesures quotidiennes des quantités de 1’aliment et de 1’eau

consommeées par les animaux, les résultats obtenus sont indiqués sur les figures 21 et 22.

Chez les rats normaux traités par le tween 80 (0,8%), une augmentation
statistiquement significative (P<0,01) de la consommation de l'aliment a été observée au
cours de la 2° semaine et la 3° semaine du traitement, par contre cette augmentation n'a pas
été observée chez les rats normaux traités par 1’extrait EMs, chez lesquels la quantité de

I'aliment est restée stable d'une semaine a une autre (Figure 21).

D’une fagon générale, chez les rats diabétiques, la consommation de I'aliment est
devenue deux fois plus importante que celle observée chez les rats normaux, une

conséquence directe de I’effet du diabete expérimental prononcé chez les rats.

Chez les rats diabétiques témoins, traités par le tween 80 (0,8%), une augmentation
statistiquement significative dans la consommation de I'aliment a été observee au cours de
la 2° semaine du traitement. Par contre, chez les rats traités par 1’extrait EMSs, aucune
variation significative n’a été observée ; la consommation de 1’aliment est restée plus ou

moins stable durant les trois semaines du traitement (Figure 22).
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m Tween 80 (0.8%, 10ml) = EMs300mg/kg
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Figure 21 : Variations de la quantité d'aliment consommée chez les rats
normaux traités par l'extrait methanol (EMs) de Hammada scoparia.
(Moyenne + ESM. **p <0,01).

H Tween 80 (0.8%, 10ml)  m EMs300mg/kg
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Figure 22 : Variations de la quantité d'aliment consommée chez les rats
diabétiques traités par l'extrait methanol (EMs) de Hammada scoparia.
(Moyenne + ESM. *p < 0,05).

L'effet de I'extrait EMs sur la consommation de l'eau chez les rats normaux et
diabétiques, durant 21 jours de traitement est montré sur les figures 23 et 24.

Chez les rats normaux traités par 1’extrait EMs et les rats témoins la consommation
de I'eau a été presque la méme, la comparaison des résultats n'a détecté aucune différence
statistique (figure 23.)
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Chez les rats diabétiques traités par I’extrait EMs ou traités par le tween 80, la
consommation de I'eau est devenue presque 4 fois plus importante que celle enregistrée
chez les rats normaux, et aucune différence n'a été observée entre les groupes de

diabétiques traités et les témoins (Figure 24.)

40 ™ Tween 80 (0.8%, 10ml)  mEMs300mg/kg
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Figure 23 : Variations de la quantité de 1'eau consommée chez les
rats normaux traités par l'extrait methanol (EMs) de Hammada
scopariapendant 21 jours.

(Moyenne + ESM).
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Figure 24 : Variations de la quantité de 1'eau consommée chez les
rats diabétiques traités par l'extrait méthanol (EMs) de Hammada
scopariapendant 21 jours .
(Moyenne + ESM).
v A la lumiére de ces résultats, il est bien clair que 1’extrait EMs a 300 mg/kg p.c.,
administré oralement pendant 21 jours a des rats normaux ou des rats diabétiques, ne

présente aucun effet antidiabétique significatif.
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5.4. Effet de I’extrait EMs sur les paramétres sanguins chez les rats normaux

et diabétiques

Aprés administration orale et quotidienne de 1’extrait EMs a 300 mg/kg, pendant 21
jours, un prélevement sanguin a été effectué chez tous les rats, et un dosage de quelques
paramétres sanguins a été réalisé. Le but de cette expérience a été de voir ’effet de 1’extrait
sur le taux de I'urée, de la créatinine, de la transaminase glutamate oxalate (TGO) et de la
transaminase glutamate pyruvate (TGP), les résultats obtenus sont montrés dans le tableau
n°34.

L’interprétation des résultats indiquent une augmentation significative, de I'urémie,
de la créatinémie, ainsi que des activités des enzymes, TGO et TGP, et ceci chez tous les
rats diabétiques en comparaison avec les rats non diabétiques. Cette augmentation des
parametres sanguins est la conséquence de I’installation d’un diabéte expérimental chez

les rats.

Concernant les taux sanguins de 1’urée et de la créatinine, mesurés au 21 jour chez
les rats normaux traités par 1’extrait EMs, ne montrent aucune variation significative en
comparaison avec les taux mesurés chez les rats témoins traités par le tween 80. La méme
observation est notée chez les rats diabétiques, lorsque nous comparons le lot expérimental
et le lot témoin. Nous constatons ainsi que 1’extrait EMs est sans effet notable sur I’'urémie

et la créatinémie, des rats normaux et diabétiques.

Pour les résultats concernant les activités enzymatiques des TGO et TGP chez les
rats normaux, nous avons noté une diminution significative (P<0,05), dans l'activité de la
TGO chez les rats traités par ’extrait EMs en comparaison avec les rats témoins. Par
contre 1’activité de la TGP est restée la méme, sans aucune variation notable. En revanche,
aucune variation significative n’a été observée, dans les activités des deux enzymes

lorsqu’elles ont été mesurées chez les rats diabétiques experimentaux et témoins.

82



Chapitre 3 : Etude de I’activité antidiabétique de Hammada scoparia Résultats et interprétation

Tableau n°34: Parametres sanguins doses au 21° jour, chez les rats normaux et diabétiques.

Rats Normaux Rats Diabétiques
Parametres |+ een 80 (0,8%) EMs 300 Tween 80 (0,8%) EMs 300
10ml/kg p.c. mg/kg p.c. 10ml/kg p.c. mg/kg p.c.
Urée (mg/dI) 30 +0.83 32.8+1.35 90.5 + 3.30%** 85 + Grxx
Creatinine 0.61 +0.02 0.62 +0.02 0.69 + 0.01** 0.72 + 0.05**
(mg/dl)

TGO (UIN) 106.12 £ 7.54 88 .24 +£0.84* 132.45 +77.20** | 157.5 + 49.96**

161.20 + 161.77 £

+ +
TGP (UI/l) 39.98+6,71 42.88 +1.61 67 armn 26 7w

Les rats ont été traités quotidiennement par une dose de 300 mg/kg de I'extrait EMs.
Chaque valeur représente la moyenne + ESM; n=5.
* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.

5.5. Effet de I’extrait EMs suite a un test de tolérance orale au glucose, réalisé apres

14 jours de traitement chez les rats normaux et diabétiques

Aprés 14 jours de traitement des rats, un TTOG a été nécessaire pour évaluer la
réponse des rats a une charge orale au glucose, les résultats obtenus chez los rats normaux

et diabétiques sont représentés dans les figures 25 et 26 respectivement.

Chez les rats normaux, I’extrait EMs a été efficace et a diminué significativement
(p< 0.05) le pic de I’hyperglycémie observé a 60 min chez les rats traités par le tween 80
(0,8%) (figure 25), ce qui confirme I'effet antihyperglycémiant de 1’extrait. En revanche
I'extrait EMs n'a pas été de la méme efficacité chez les rats diabétiques, et le pic avait la

méme allure que soit chez les rats expérimentaux ou témoins (figure 26).
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Figure 25 : Variations de la glycémie chez les rats normaux traités par
l'extraits méthanol(EMs) de Hammada scoparia et soumis a un test de

tolérance orale au glucose au 142 jour.
(Moyenne + ESM, n=5. * p< 0,05).

=¢—Tween 80 (0.8%, 10ml)  ==EMs300mg/kg
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Figure 26 : Variations de la glycémie chez les rats diabétiques traités par
l'extraits méthanol (EMs) de Hammada scoparia et soumis a un test de

tolérance orale au glucose au 14¢ jour.
(Moyenne + ESM, n=5).

Résultats et interprétation
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6. Effet de I'extrait EMs sur la glycémie postprandiale et les quantités du glycogéne
hépatique et musculaire chez les rats normaux

6.1. Effet de I’extrait EMs sur la glycémie postprandiale

L'effet de I'extrait EMs a 300 mg/kg p.c., sur la glycémie des rats normaux non a
jeun est montré sur la figure 27.
La glycémie postprandiale des rats traités par I'extrait EMs suit le méme profil que celle

des rats traités par le Tween 80 (0,8%), et aucune différence significative n'est observée.

== Tween 80 (0.8%,10ml/kg) == EMs300mg/kg
140 -

20 m
100 4
80 ~

60 -
40 4

Glycémie (mg/dl)

20 ~

O T T T T T 1

Figure 27 : Variations de la glycémie postprandiale chez les rats normaux
traités par l'extrait méthanol (EMs) de Hammada scoparra.
(Moyenne + ESM, n=5).

6.2. Effet de I’extrait EMs sur les quantités du glycogene hépatique et

musculaire

Les résultats du dosage du glycogéne musculaire et hépatique sont représentés dans
le tableau n°35, et ont été déduits de la courbe d’étalonnage du glucose représentée sur la
figure 28.

D'aprées ces résultats, les quantités du glycogéne hépatique et musculaire sont presque les
mémes, que soit chez les rats expérimentaux traités par 1I’extrait EMs (300 mg/kg p.c) ou

les témoins traités par le tween 80 (0,8%).

v' A la lumiére de ces résultats, nous pouvons dire que 1’extrait EMs ne diminue pas
la glycémie postprandiale chez les rats normaux, et ne favorise pas le stockage du

glycogene hépatique et musculaire dans ces mémes rats.
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Tableau n°35: Quantités du glycogéne hépatique et musculaire chez les rats normaux

) glycogene hépatique % glycogéne musculaire %
Traitement des rats (9/100g de foie) (9/ 100g de muscle)
Extrait EMs 300 3,40 +0.36 0.31+0.04
mg/kg p.c.
Tween 80 (0,8%
o 4.13+0.49 0.23+£0.01
10ml/kg p.c.)

Chague valeur représente une moyenne + ESM, n= 8.

0,8 -
0.7 | @y =0,0018x - 0,0214
! R2=0,9847

(]
=}
k=)
S
o
]
c
(]
a

500 Glucose

(mg/l)

Figure 28 : Courbe étalon du glucose (A=540 nm).

7. Effet des fractions (A—D) suite a un test de tolérance orale au glucose

Dans un but de cerner la famille responsable de 1’effet antihyperglycémiant observé
avec I’extrait EMs, nous avons procédé a son fractionnement sur gel de silice. Différentes
fractions ont été obtenues, et I’effet de chaque fraction sur I’hyperglycémie provoquée

chez les rats normaux, a été testé. Les résultats sont montrés sur la figure n°29.

La comparaison des courbes glycémiques des quatre fractions ne montre aucune
différence statistiquement significative, qui peut indiquer un effet sur I’hyperglycémie
provoquée par voie orale. Par contre un effet antihyperglycémiant a eété encore démontré
avec I’extrait EMs non fractionné, a 30min (p<0.05) et a 60 min (p<0.01). Ce résultat

indigue que le fractionnement de I'extrait EMs sur colonne de chromatographie, a masqué
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son effet antihyperglycémiant, et ceci pourrait étre dd a deux raisons, soit a un défaut dans
les doses des différentes fractions, ou soit a une perturbation de I'effet synergétique de nos

molécules antidiabétiques suite au fractionnement.

180 - == Tween 80 (0.8%,
160 - 10ml/kg)
e=fl== Fraction A 50 mg/kg
140 -
% 120 - + ~ emde= Fraction B 280
- — mg/k
£100 | * ke
K] 1 et Fraction C 190
~<1E) 80 1 Gavage mg/kg
2 60 - Glucose === Fraction D 190
(U] 40 mg/kg
} EMs300 mg/kg
20 ~
0 T T T T T

' Temps (min)

0 30 60 90 120 150

Figure 29: Variations de la glycémie chez les rats normaux traités par les
différentes fractions de Hammada scoparia, et soumis a un test de tolérance
orale au glucose.

(Moyenne + ESM. * P< 0,05, **P<0,01).
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Dans plusieurs laboratoires a travers le monde, les travaux sur les plantes
médicinales représentent un domaine de recherche de grande importance, et ceci gréace a la
richesse de ces remédes naturels en molécules thérapeutiques, qui peuvent étre a I’origine

de nouveaux médicaments pour de nombreuses maladies.

Ainsi, plusieurs activités biologiques ont été prouvees pour les plantes médicinales,
comme 1’activité anticancéreuse (Pezzuto, 1997 ; Cai et al., 2004 ; Shah et al., 2013),
I’activité antifongique (Svetaz et al., 2010) et I’activité antibactérienne (Essawi et Srour,
2000; Hara-Kudo et al., 2004). Nous nous sommes intéressés a ’activité antidiabétique,
et cela a cause de I’ampleur que prend le diabéte sucré comme maladie a 1’échelle
mondiale. Ce fléau impose 1’accentuation des travaux de recherche, pour la découverte de

nouvelles solutions thérapeutiques efficaces et moins couteuses.

Le nombre des plantes connues par leur activité antidiabétique est trés important,
nous avons choisi Hammada scoparia, qui est une espéce, du genre haloxylon de la
famille des chénopodiacées, connue sous le nom vernaculaire de « Remth ». H. scoparia
est utilisée par la population dans nombreuses régions comme plante médicinale, a laquelle
des scientifiques se sont largement intéressés, et plusieurs de ses activités biologiques ont
été étudiées. Ainsi les activités hépato-protective et antioxydante (Bourogaa et al., 2013 ;
Bourogaa et al., 2014), I’activit¢é molluscicide (Mezghani-Jarraya et al., 2009), et
I’activité de I’inhibition de la mélanogenese, (Chao et al., 2013), ont été bien exploitées.
Le présent travail étudié Dactivité antidiabétique de H. scoparia, que selon nos

connaissances actuelles, il n’ya pas d’expériences menées sur cette activité de la plante.

L activité antidiabétique de H. scoparia a été évaluée in vivo chez des rats Wistar
normaux et rendus diabétiques par la streptozotocine, différents extraits ont été testés, et
trois procédures ont été suivies. La premiére procédure consiste a tester 1’effet de la plante,
sur la glycémie a jeun des rats normaux. Aprés un jelne de 16 heures, I’animal se trouve
dans un état post-absorptive, tout extrait ou molécule susceptibles de diminuer la glycémie
dans ces conditions, doivent agir en inhibant la production hépatique et rénale du glucose
soit directement, soit indirectement par la libération de I’insuline (Shrayyef et Gerich,
2010). La deuxieéme procédure teste I’effet de la plante sur I’hyperglycémie provoquée
chez des rats normaux, suite a une charge orale en glucose ; ainsi tout extrait ou molécule

capables de diminuer I’hyperglycémie, peuvent intervenir en inhibant 1’absorption
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intestinale du glucose, en favorisant ’utilisation du glucose par le muscle et le tissus
adipeux, ou en stimulant la sécrétion de I’insuline par le pancréas (Shrayyef et Gerich,
2010).Tandis que la troisieme procédure, teste I’effet de la plante suite a une
administration quotidienne des extraits, a des rats normaux et des rats rendus diabétiques

par la streptozotocine.

Chez les rats diabétiques, I’absence importante de [I’insuline, crée une
hyperglycémie permanente, dans ce cas toute molécule antidiabétique, doit imiter I’effet de
I’insuline, en agissant par 1’augmentation de 1’absorption du glucose au niveau du muscle
et du tissue adipeux, et par I’inhibition de la production hépatique du glucose et de la
libération des acides gras libres (Shrayyef et Gerich, 2010).

Le diabete expérimental, est créé chez les rats par la streptozotocine, qui est une
glucosamine nitroso-urée isolée pour la premiere fois a partir de streptomyce
sachromogneése (Herr et al., 1967). C’est une molécule cytotoxique spécifique des cellules
B-pancréatiques utilisée depuis longtemps pour I’induction du diabéte expérimental chez
I’animal. Nombreux sont les mécanismes de 1’action diabétogénique de la streptozotocine
proposes, principalement 1’alkylation de I’ADN (Murata et al., 1999; Bolzan et Bianchi,
2002), et l’augmentation du taux des protéines O-glycosylées dans les cellules f-
pancréatiques (Konrad et al., 2001). Ainsi toutes ces reactions ménent a la mort cellulaire,
et a des altérations métaboliques liées en premier lieu a un déficit de I’insuline (destruction
sélective des cellules B-pancréatiques sécrétrices), de plus le degré et la sévérité du diabéte

dépend surtout de la dose injectée.

La dose de la streptozotocine utilisée dans notre expérience a été efficace pour créer
un état diabétique caractérisé par une hyperglycémie de 311.62 + 8.33 mg/dl (n=10), apres
72h de I’injection intrapéritonéale. Des expériences réalisees avec la méme dose ont
montré des résultats semblables. Ainsi I’injection de la STZ a 60 mg/kg par voie
intrapéritonéale a des rats a provoqué un diabete apres 24 a 48 heures, avec une glycémie
de 440+10 mg/dl (n=12) (Rossini et al., 1977). D’autre part, une injection de la STZ a 55
et 65 mg/kg par voie intraveineuse a des rats, a provoqué une hyperglycémie de 340 + 79
mg/dl (n=6) et de 330 + 37 mg/dl (n=8) respectivement apres 24 heures (Junod et al.,
1969). A noter que des doses supérieures (100 mg/kg) de la STZ, ont été responsables d’un
diabéte sévere chez des rats, caractérisé par la destruction de plus que 90% des cellules
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pancréatiques, le seul traitement possible pour ces rats est 1’insuline, sinon ils meurent dans
2 a 3 jours (Junod et al., 1969).

L’utilisation des solvants ayant des propriétés chimiques et physiques différentes,
dans les procédés d’extractions, a permis 1’obtention des extraits avec une composition en
métabolites secondaires et des activités biologiques différentes. En ce qui en suit nous
allons discuter I’effet de chaque extrait préparé a partir de H. scoparia sur la glycémie des

rats selon la procédure expérimentale utilisée.

L’extrait aqueux (EA) de H. scoparia, a été testé chez les rats normaux et les rats
diabétiques, dans un premier but de confirmer son effet antidiabétique proclamé dans les
études ethnobotaniques (Lamchouri et al., 2012 ; Allali et al., 2008). Chez les rats
normaux, I’administration orale de 1’extrait EA a des doses croissante de 100 mg/kg a 500
mg/kg, n’a montré aucune efficacité pour faire diminuer la glycémie a jeun, suivie pendant
360 min. Le méme résultat a été observé, lorsque le méme extrait a 100 mg/kg et a 500
mg/kg, a été testé lors d’une hyperglycémie temporaire, provoquée par voie orale par une
charge en glucose (2g/kg). De méme le gavage quotidien pendant sept jours de 1’extrait EA
a une dose de 200mg/kg p.c., chez des rats rendus diabétiques par la streptozotocine, n’a
montré aucune correction de I’hyperglycémie, ou des signes habituels du diabéte sucré ; la
polyphagie, la polydipsie et la perte du poids corporels ont persisté durant toute

I’expérience.

Bien que H. scoparia, est citéte comme plante antidiabétique dans les études
ethnobotaniques, nos résultats montrent 1’inefficacité de I’extrait EA sur la glycémie des
rats normaux et des rats diabétiques. Ceci peut étre expliqué par la méthode de préparation
de I’extrait EA, qui a été une décoction pendant une heure. En revanche, les principales
études des activités biologiques de H. scoparia réalisées chez le rat, ont été prouvées avec
des extraits alcooliques (Bourogaa et al., 2013 ; Chao et al., 2013), ou des macéras
prépares pendant plusieurs heures (48 heures) (Bourogaa et al., 2014). Nous suggérons
ainsi que les principes actifs de la plante sont plus épuisés en présence des alcools ou en

macération dans 1’eau pendant plusieurs heures.

Au contraire de ce qui a été souhaité, 1’extrait EA a montré une hyperglycémie,

chez les rats normaux, et cela principalement avec la dose de 500 mg/kg. Cela nous laisse a
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suggérer que 1’extrait aqueux pourrait avoir un effet hyperglycémiant. Cet effet peut étre
expliquée, par la présence de métabolites secondaires hyperglycémiants, en fait il existe
des molécules non glucidiques capables d’augmenter la glycémie (Luna et Feinglos,
2001). D’autre part, une autre cause de I’hyperglycémie observée chez les rats, peut étre le
stress induit lors de leur manipulation. Des expériences réalisées sur des animaux exposes
a un stress extérieur, ont montré I’apparition d’une hyperglycémie. L’origine de cette
derniere, a été attribuée chez des chats a une augmentation du taux du lactate, qui a son
tour active, la néoglucogenese (Rand et al., 2002), et chez des rats a une augmentation du

taux des corticostérones (Abel, 1993).

Le test de I’activité antidiabétique de H. scoparia, a court terme chez les rats
normaux a jeun, des deux extraits alcooliques EE et EM, a la dose de 500 mg/kg p.c., a été
non significatif. Ce résultat montre encore une deuxiéme fois I’absence de I’effet de la
plante sur la glycémie a jeun des rats normaux. D’autre part, apres une charge de glucose,
I’hyperglycémie observée chez les rats normaux témoins et les rats préalablement traités
par I’extrait EE a 500 mg/kg , a été a I’inverse significativement atténuée chez les rats
traités par 1’extrait EM a la méme dose. Ces données nous ont permis de suggeérer que
I’extrait EM est surtout caractérisé par une activité antihyperglycémiante. A noter que
I’extrait EM se distingue de 1’extrait aqueux par la présence des flavonoides et 1’absence

des mucilages.

D’autre part, le test de tolérance orale au glucose, des extraits EAc et EnB,
obtenus a partir de I’extrait EM, montre I’existence de plusieurs molécules responsables de
I’activité antihyperglycémiante de H. scoparia, et qui peuvent appartenir aux familles des
alcaloides, des flavonoides et des saponosides. De plus 1’effet peut également se manifester

méme a faible dose, 14 mg/kg pour I’extrait EAc.

L’utilisation de 1’appareil de soxhlet, a permis une extraction plus sélective de
molécules de méme nature chimique. Ainsi quatre extraits ont été obtenus, EHs, EDs,
EAcs et EMs. Un test de tolérance orale au glucose realise chez des rats normaux traités
préalablement par chaque extrait, montre bien que des quatre, deux sont
antihyperglycémiants, I’extrait EMs a la dose de 300 mg/kg et qui est enrichi en alcaloides,

flavonoides et saponosides, et I’extrait EDs aux doses de 100 mg/kg et 200 mg/kg et qui
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enrichi en alcaloides et stéroides. Cet effet a été comparable a celui du glibenclamide, qui
est un antidiabétique oral testé a 0,1mg/kg.

Toutes ces familles de métabolites secondaires, sont bien classées, parmi les
molécules naturelles a pouvoir antidiabétique intéressant. Ainsi Marles et Farnsworth, ont
pu recenser a partir de 150 plantes, 200 molécules purifiées capables de diminuer le taux
du glucose sanguin. Parmi ces molécules les alcaloides prennent la deuxiéme position avec
38 structures chimiques apreés les glucides (66 structures chimiques), les terpénoides (17
structures chimiques) sont en quatrieme position alors que les flavonoides (7 structures
chimiques) et les stéroides (7 structures chimiques) sont en sixieme position (Marles et
Farnsworth, 1995). De plus ces molécules ont fait 1’objet de plusieurs expériences

réalisées in vivo et in vitro et elles ont montré des mécanismes d’action trés divers.

En ce qui concerne les alcaloides, la berbérine isolée de Berberis vulgaris, a
montré une amélioration de la tolérance du glucose chez la souris db/db, et une
augmentation de I’action de I’insuline chez des rats (Lee et al., 2006). D’autre part la
trigonelline, qui est le principal alcaloide isolé de Trigonella foenum-graecum, son effet
antidiabétique s’explique par une régénération des cellules B-pancréatiques, et une
augmentation de la sécrétion de I’insuline (Zhou et al., 2012). Des alcaloides stéroides
isolés de Veratrum nigrum, ont été étudiés in vitro, et ont montré une amélioration du
transport périphérique du glucose, dans des cellules du muscle squelettique (Kang et al.,
2015).

Les flavonoides sont considérés comme des potentielles molécules pour le
traitement du diabéte sucré et de ses complications(Chen et al., 2015). L’epigallocatéchine
gallate un flavonoide isolé du thé vert, a montré un effet dans la diminution du taux du
glucose chez 1’animal et plusieurs mécanismes d’actions ont été proposés comme la
diminution de la production hépatique du glucose, (Waltner-Law et al., 2002). En plus la
quercetine et le kaempférol sont deux flavonoides, isolés de Euonymus alatus, et qui ont
montré un effet antidiabétique expliqué par la stimulation du transport du glucose induit
par I’insuline au niveau des adipocytes matures, et par leur effet comme des agonistes des
PPAR (Fang et al., 2008).
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Les saponosides sont aussi connus par leur activité antidiabétique, et ceux de nature
triterpénoides sont considérés comme de potentielle molécules trés prometteuse pour le
développement de nouveaux médicaments antidiabétiques (Li et al., 2004 ). Le
ginsenoside par exemple est un constituent majoritaire de  Panax ginseng, son
administration quotidienne pendant 12 jours, a rendu des souris ob/ob, normoglycémiques,
avec une augmentation de leur tolérance au glucose (Attele et al., 2002). Des triterpénes
pentacycliques, sont considérés par Wen et ces collaborateurs comme une classe de
molécules prometteuses comme des agents hypoglycémiants, la méme équipe a proposé
qu’ils agissent en partie par I’inhibition de la glycogéne phosphorylase, une enzyme clé
dans I’hydrolyse du glycogene (Wen et al., 2008). Des saponosides isolés d’Anabasis
articulata, une plante de la méme famille que H. scoparia, ont montré un controle
potentielle de la glycémie, qui peut étre le résultat de I’augmentation de la sécrétion de
I’insuline (Metwally et al., 2012).

Pour mieux exploiter I’effet antidiabétique de H. scoparia prouvé dans cette
premiére partie, nous avons entrepris d’autres expériences avec 1’extrait EMSs et aussi avec
ses fractions obtenues par colonne de chromatographie. A noter aussi, que 1’extrait EDs

mérite aussi des expériences ultérieures.

Le gavage oral quotidien pendant 21 jours, de I’extrait EMs a 300 mg/kg, a des rats
normaux n’a été accompagné par aucun effet notable sur la glycémie a jeun, cette derniere
est restée la méme en comparaison avec celle des rats témoins. En revanche, une prise de
poids statistiquement significative, a été observée chez les rats traités par 1’extrait EMs.
Cet effet positif peut étre expliqué en partie par 1’absence des effets nocifs de 1’extrait. En
fait le suivi du poids corporel, est un bon indicateur pour révéler les effets secondaires de

I’utilisation de substances thérapeutiques ( Tofovic et Jackson, 1999 ; Raza et al., 2002 ).

De méme ’activité des transaminases, TGO et TGP, et le dosage de I'urée et de la
créatinine, ont été mesurés chez les rats normaux, apres 21 jours de traitement avec
I’extrait EMs a 300 mg/kg/jour. Aucune différence n’a été mentionnée entre les parameétres
trouvés chez les rats traités par 1’extrait EMs ou les rats témoins. Le changement
plasmatique du taux des enzymes, comme les transaminases, peut indiquer un dommage au
niveau des tissus (Kuete, 2014), principalement le foie (Kew, 2000), par contre le

changement des taux de 1'urée et de la créatinine plasmatique indique des altérations
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rénales. Ces résultats montrent bien que 1’extrait EMs, n’a pas d’effet nocif sur le foie ou le

rein.

Le traitement de rats diabétiques par 1’extrait EMs pendant 21 jours, a montré
I’absence de ’effet antidiabétique de H. scoparia chez les rats, ce ci a été constaté par une
hyperglycémie persistante, une chute du poids corporel importante, une polyphagie et une
polydipsie chez les deux lots de rats, que soit expérimentaux ou témoins. Ce résultat, nous
laisse a suggerer, que la correction du diabete ne peut se faire qu’en présence de I’insuline,
ou d’une molécule insulinomimétique. Nous suggérons aussi que I’extrait EMs peut étre
efficace chez des rats ayant un diabéte modéré. Cette condition expérimental peut étre
réalisée, puisque le diabéte induit par la streptozotocine est dépendant de la dose injectée
(Junod et al., 1969).

Le dosage des paramétres sanguins a montré un taux élevé de la TGO, TGP chez
les rats diabétiques. Ceci est bien corrélé avec les complications qui résultent de I’action de
la streptozotocine. Des études ont montré que les cellules hépatiques des rats diabétiques,
traités par la streptozotocine, sont irréversiblement détruites, ce qui provoque la libération
des enzymes TGO et TGP dans le sang (Drotman et Lawhorn, 1978 ; Daisy et al., 2008
). De méme les taux de 1’urée et la créatinine sont élevés chez les rats diabétiques, et ceci
est indicateur d’un dysfonctionnement rénale induit par ’hyperglycémie qui accompagne

le diabete (EI-Demerdash et al., 2005).

Il est bien clair que H. scoparia n’a pas réussi a corriger les troubles sanguins
induits par la streptozotocine, au contraire de ce résultat plusieurs plantes ont montré un
effet positif en diminuant les taux des TGO, TGP, de 1’urée et de la créatinine chez des
rats diabétiques , Allium cepa et Allium sativum (El-Demerdash et al., 2005), Curcuma

longa (Sharma et al., 2006) Punica granatum (Ankita et al., 2014) sont des exemples.

L’effet de I’extrait EMs de H. scoparia a été aussi testé sur la glycémie des rats non
a jeun, la glycémie postprandiale des rats traités par I'extrait EMs suit le méme profil que
celle des rats traités par le Tween 80. Aucune différence significative n'est observée, de
plus le contenu du glycogene hépatique et musculaire, a été identique dans les deux lots.
L’estimation du contenu du glycogeéne intracellulaire est un marqueur de 1’activité

insulinomimetique (Vats et al., 2003). Le glycogene est la forme primaire du stockage du
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glucose, et son niveau dans plusieurs tissus principalement le foie et le muscle squelettique
est une réflexion direct de 1’activité de ’insuline, qui régule le dépbt du glycogéne par la
stimulation de la glycogéne synthase et 1’inhibition de la glycogene phosphorylase
(Sharma et al., 2008). Cette expérience, nécessite d’autres paramétres a doser, pour
pouvoir mieux I’interpréter, comme le dosage des concentrations intramusculaires du
glucose 6-phosphate et I’ATP, ainsi qu’un dosage des autres parameétres sanguinS

principalement I’insuline (Herling, 2006).

Le fractionnement de I’extrait EMs sur colonne de chromatographie, a permis
d’obtenir quatre fractions plus ou moins purifiées, chaque fraction a été testée pour son
effet possible sur I’hyperglycémie provoquée par voie orale chez les rats normaux. Les
tests phytochimiques, ont révélé la présence des flavonoides dans la fraction FA, des
alcaloides et des saponosides dans la fraction FB, des alcaloides dans la fraction FC et des
saponosides dans la fraction FD. Les résultats du test de tolérance orale au glucose, indique
qu’au contraire de I’extrait EMs qui a été antihyperglycémiant, les fractions obtenues se
sont montrees sans effet. Ce résultat peu étre expliqué par I’existence d’une synergie entre
les molécules antidiabétiques actives de I’extrait EMs. En fait cette propriété a été prouvée
pour plusieurs molécules, comme la combinaison antihyperglycémiante d’un alcaloide la
berbérine avec un acide phénolique, I’acide férulique (Chen et al., 2012). D’autre part,
I’équipe de Zhang est a la recherche, d’une de molécules antidiabétiques qui agissent en
synergie en ciblant a la fois, la glycogene phosphorylase et la glucokinase, deux enzymes
clés du métabolisme glucidique(Zhang et al., 2012). De plus I’existence de plusieurs
formulations thérapeutiques composées de plusieurs plantes, indiquent que 1’effet
biologique de ces préparations est le résultat d’une synergie entre les composés actifs
plutot qu’a ’action d’une seul principe actif (Wang et al., 2005), et plusieurs formulations

sont connues en médecines chinoises pour le traitement du diabéte sucré (Tao et al., 2007).

D’apres les résultats des experiences réalisées et leur discussion, nous suggérons
que trois classes de métabolites secondaires peuvent étre a 1’origine de 1’effet
antihyperglycémiant observé avec I’extrait EMs de H. scoparia; les alcaloides, les
flavonoides et les saponosides et qu’elles agissent le plus probable en synergie. D’autre
part ces molécules peuvent agir en inhibant le transport intestinal du glucose, ou en

stimulant la sécrétion de 1’insuline, ou en stimulant 1’utilisation périphérique du glucose.
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Il a été montré que les classes des métabolites secondaires, auquel appartiennent les
principaux constituants phytochimiques de H. scoparia, sont des molécules antidiabétiques
prometteuses. Ainsi les trois classes d’alcaloides isolés de H. scoparia, les
tetrahydroisoquinolines, les indoles et les B- carbolines (EI-Shazly et Wink, 2003 ;
Benkrief et al, 1989) sont bien connues par leur effet antidiabétique.
Les tetrahydroisoquinolines sont des molécules qui représentent une source prometteuse
comme des antidiabétiques agissant comme des non thianozidines agonistes des PPARS
(Henry et al., 2006). Les alcaloides indoles ont été reportés de stimuler le captage du
glucose au niveau de I’adipocyte (Shittu et al., 2010), alors que les B- carbolines ont
montré un effet dans le contrle du I’expression PPARs, et dans I’amélioration de la
sensibilité a I’insuline (Waki et al., 2007). Trois flavonols glycosides ont été isolés de H.
scoparia (Benkrief et al., 1989 ; Salah et al.,, 2002), cette classe de métabolites
secondaires peut étre efficace dans la diminution de I’hyperglycémie par sa partie
glycosidique, qui peut agir avec les sucres digestives en inhibant leur hydrolyse ou par

I’inhibition du transport intestinale du glucose (Wenzel, 2013).
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Conclusion générale et perspectives

Avec I’ampleur que prend le diabéte sucré a I’échelle mondiale comme maladie
chronique en large propagation, la communauté scientifique est en travail continuel pour la
recherche de nouvelles thérapies plus efficaces, avec peu d’effets secondaires, et a la
portée des malades, particulierement ceux a faibles revenus. Dans ce contexte, les plantes
médicinales représentent un champ d’expérimentation prometteur pour de nouvelles

solutions.

Plusieurs travaux de recherche ont été réalisés sur H. scoparia a fin d’exploiter
leurs différentes activités biologiques, ainsi les pouvoirs anticancéreux, antioxydant,
antimalarique et molluscicide ont été bien étudiés. Dans le présent travail, nous nous
sommes intéressés au pouvoir antidiabétique de H. scoparia, une activité biologique de la

plante non étudiée.

Les tests phytochimiques, sont en concordance avec les données bibliographiques,
et confirment que H. scoparia est principalement riche en alcaloides, et contient des
polyphénols, qui sont représentés surtout par des flavonoides et des acides phénols. Les
structures chimiques de ces molécules sont bien élucidées. De plus nos résultats confirment
la présence des saponosides avec une teneur considérable, et qui méritent d’étre bien

étudiés.

L’étude présente montre que la voie orale de I’administration des extraits préparés
de H. scoparia est trés peu toxique pour les animaux méme a des doses élevées (2000
mg/kg pour les extraits EA et EM) ou a des doses journalieres (300 mg/kg pour 1’extrait
EMs pendant 21 jours). De ce fait, d’autres études sont nécessaires pour mieux investir la

toxicité aigué et chronique de H. scoparia.

Les extraits efficaces de H. scoparia, EM, EMs et EDs ont montré une activité
antihyperglycémiante significative, en améliorant la tolérance orale au glucose chez les
rats normaux, cette propriété peut étre expliquée par trois mécanismes d’action possibles ;
une inhibition de I’absorption intestinale du glucose, une stimulation de la sécrétion de

I’insuline, ou une amélioration du transport périphérique du glucose.

La dose de 60 mg/kg de la streptozotocine, utilisée dans nos expériences a créé un

diabéte expérimental sévéere, que les extraits de H. scoparia ont été incapables de le
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corriger, nous suggerons que ces extraits pourrons étre efficaces dans un modéle de diabéte

expéerimental modéré.

Les molécules soupgonnées responsables de 1’effet antihyperglycémiant observé
avec les extraits de H. scoparia, appartiennent principalement aux familles des alcaloides
des flavonoides et des saponosides. Nous avons constaté qu’il n’y a pas une seule
molécule, mais plusieurs, et qui agissent le plus probable en synergie, ainsi un screening

est essentiel pour isoler la fraction la plus active et d’étudier sa composition chimique.

Ce travail préliminaire focalisé sur la toxicité et les propriétés antidiabétiques de H.

scoparia, ouvre la porte pour de nouvelles études, ainsi nous suggérons :

- Le fractionnement des deux extraits EMs et EDs, a fin d’obtenir des fractions plus
purifiées, en quantité considérable, d’identifier leur composition phytochimique, et
de tester leur activité antidiabétique a des doses non toxigues.

- Procéder a I’isolement de molécules pures a partir de H. scoparia, et tester leur
effet antidiabétique a différentes doses, et d’étudier la relation structure — activité.

- Tester I’effet de la plante dans un type de diabete expérimental modéré comme
celui induit chimiguement ou celui développé chez des animaux comme chez le rat
des sables Psammomys obesus ou la souris mutée ob/ob.

- S’intéresser aux mécanismes d’actions des fractions et des molécules actives de H.
scoparia in vitro, nous supposons ainsi 1’étude de leur effet sur 1’absorption
intestinale du glucose, leur effet insulino-sécrétoire sur les cellules f-
pancréatiques, et leur effet insulino-mimétique et insulino-sensible sur des

cellules hépatiques ou musculaires.
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