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Abstract

Ammodaucus leucotrichus Cosson & Durieu and Traganum nudatum Delile are widely used
in traditional pharmacopoeia in Algeria to treat many diseases including diabetes mellitus.
The aim of this work is to conduct a phytochemical study and a search for antioxidant,
antimicrobial and antidiabetic activities of the hydromethanolic crude extracts and their ethyl
acetate and n-butanol fractions of each plant. The phytochemical screening revealed the
presence of flavonoids, tannins, alkaloids, quinones, saponins and terpenoids in the extracts of
both plants. The highest contents of polyphenols and flavonoids were attributed to the ethyl
acetate fraction of the crude hydromethanolic extract prepared by infusion FAc, of T. nudatum
of (415.32 £ 0.3) mg GAE / g and (92.58 + 1.8) mg CATE / g respectively, while the ethyl
acetate fraction of the crude hydromethanolic extract prepared by maceration FAcwm of the
same plant was found to be the richest in flavonols of (302.88 + 0.92) mg QE / g. A.
leucotrichus has shown low contents of polyphenols, flavonoids and flavonols. The
evaluation of the antioxidant activity was carried out by three techniques: DPPH, TAC and
FRAP assays. For the DPPH assay, FAcwm of T.nudatum presented the lowest 1Cso of (20 *
0.11 pg / ml), the n-butanol fraction of the hydromethanolic crude extract prepared by
maceration Fn -Bwm of the same plant showed the highest total antioxidant capacity of (200.21
+ 0.2) mg AAE / g, the best reducing activity was exhibited by FAcwm of A. leucotrichus with
an ECso of (24 + 1.1 pg /ml). The evaluation of the antimicrobial activity was carried out on
reference microorganisms by two techniques: the diffusion and dilution methods. For the first
technique, the extracts of T. nudatum demonstrated inhibition diameters between 7 and 14
mm, the most interesting activity was noted in the ethyl acetate fractions FAcm and FAc), the
most sensitive strains were B.cereus, B.subtilis, L.monocytogenes, P.mirabilis and S.uareus
with the highest inhibition diameters and the lowest MICs. The extracts of A. leucotrichus
showed zones of inhibition which do not exceed 10 mm of diameter, the strongest activities
were evident in FAcm and FAc) notably against B.cereus, B.subtilis, A. baumannii,
L.monocytogenes, M.luteus and S.aureus. Generally, Gram-positive bacteria were the most
sensitive to the extracts of both species. However, the extracts of both species did not show
any antifungal activity. The identification of phenolic compounds by HPLC of ethyl acetate
and n-butanol fractions revealed the presence of sinapic, syringic, ferulic and p-coumaric
acids, naringenin, catechin and vanillin in T. nudatum and sinapic acid, ferulic acid, p-
coumaric acid, quercetin, naringenin and vanillin in A. leucotrichus. The results of the
antidiabetic activity in vivo revealed a highly significant antihyperglycaemic effect by the
crude hydromethanolic extract prepared by maceration EBm of T. nudatum and its fraction
FAcwm of 25.66 % and 59, 39 % at the second and the third week of treatment respectively. A
highly significant reduction in blood glucose level was also exhibited by EBm of A.
leucotrichus of 14.92%, this reduction was not significant for FAcm of 27.48% after four
weeks of treatment. In vitro antidiabetic analysis revealed a highly significant liver glucose
uptake stimulation of 47.6% and 48% for EBm and FAcm of A. leucotrichus and 42% and
44% for EBm and FAcm of T. nudatum after 90 minutes of incubation, a very significant
increase in adipose tissue glucose uptake was induced by EBm and FAcwm of A. leucotrichus of
21% and 23% respectively. The increase in adipose tissue glucose uptake was very significant
of 20.6% and significant of 23.3% for EBm and FAcw of T. nudatum respectively at 60
minutes of incubation. At the concentration of 0.2 mg / ml, very low hemolysis levels were
recorded in the extracts of both species which did not reach 5%. Beyond this concentration,
FAcm and Fn-Bwm of T. nudatum and FAcwm of A.lucotrichus showed a high toxicity. These
preliminary results indicate that Traganum nudatum Delile and Ammodaucus leucotrichus
Cosson & Durieu represent a new source of bioactive molecules with multiple interests that
imply detailed chemical, biological and toxicological studies in order to use in the
pharmaceutical, food, nutraceutical or cosmetic industries.

Key words: Traganum nudatum, Ammodaucus leucotrichus, phytochemical study,
antioxidant activity, antibacterial activity, antidiabetic activity, HPLC, haemolytic activity
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Résumé

Ammodaucus leucotrichus et Traganum nudatum sont largement utilisées en pharmacopée
traditionnelle en Algérie pour traiter de nombreuses maladies dont le diabete sucré. Ce travail
porte sur une etude phytochimique et une recherche d'activités biologiques des extraits bruts
hydrométhanoliques et leurs factions acétate d'éthyle et n-butanol de chaque plante. Les
analyses phytochimiques ont révélé la présence des flavonoides, des tannins, des alcaloides,
des quinones, des saponines et des terpénoides dans les extraits des deux plantes et que les
teneurs les plus élevées en polyphénols, en flavonoides et en flavonols sont attribuées aux
fractions acétate d'éthyle de T.nudatum de I'ordre de (415,32+ 0,3) mg EAG/g, (92,58+1,8)
mg ECAT/g et de (302,88+0,92) mg EQ/g. Pour le test DPPH c'est la fraction FAcm de
T.nudatum qui a présenté la plus faible Clso de (20+0,11ug/ml), la fraction n-butanol de
I'extrait brut hydrométhanolique préparé par maceration Fn-Bm de la méme plante a montré la
capacité antioxydante totale la plus importante de (200,21 *+ 0,2) mg EAA/g, la meilleure
activité réductrice de fer a été accordée a la fraction FAcwm d'A.leucotrichus avec une CEsp de
(24 £ 1,1 pg/ml). L'évaluation de l'activité antimicrobienne a été procédée sur un panel de
microorganismes de reférence, les extraits de T.nudatum ont démontré des zones d'inhibition
comprises entre 7 et 14 mm, l'activité la plus intéressante a été notée dans les fractions acétate
d'éthyle les souches les plus sensibles sont B.cereus, B.subtilis, L.monocytogenes, P.mirabilis
et S.uareus avec les diamétres d'inhibition les plus élevés et les CMI les plus faibles. Les
extraits d'A.leucotrichus ont démontré des zones d'inhibition qui ne dépassent pas 10 mm de
diametre, les plus fortes activités ont éte évidentes dans les fractions FAcm et FAc) notamment
sur B.cereus, B.subtilis, A.baumannii, L.monocytogenes et M.luteus, S.aureus. Globalement,
les bactéries a Gram positif ont été les plus sensibles aux extraits des deux especes.
Cependant, ces derniers n‘ont manifesté aucune activité antifongique. L'identification des
composes phénoliques par HPLC des fractions acétate d'éthyle et n-butanol a révéle la
présence des acides sinapique, syringique, férulique et p-coumarique, de la naringénine, la
catéchine et la vanilline dans T. nudatum et de l'acide sinapique, l'acide férulique, I'acide p-
coumarique, la quercétine, la naringénine et la vanilline dans A.leucotrichus. Les résultats de
I'activité antidiabétique in vivo ont décelé un effet antihyperglycémiant hautement significatif
par I'extrait brut hydrométhanolique préparé par macération EBm de T.nudatum ainsi que sa
fraction FAcwm de l'ordre de 25,66 % a la deuxieme semaine et de 59,39% a la troisieme
semaine de traitement respectivement. Une réduction hautement significative de glycémie a
été également exhibée par EBm d'A. leucotrichus de l'ordre de 14,92 % et de 27,48% par
FAcwm apres quatre semaines de traitement. L'analyse antidiabétique in vitro a révélé une
stimulation hautement significative de I'absorption de glucose par le foie de l'ordre de 47.6%
pour EBwm et de 48% pour FAcm d'A.leucotrichus et de 42 % pour EBwm et 44% pour FAcwm de
T. nudatum apres 90 minutes d'incubation, de méme une augmentation trés significative de la
prise de glucose par le tissu adipeux a été induite par EBm et FAcm d'A.leucotrichus avec des
taux respectifs de 21% et de 23%, tres significative de 20,6 % et significative de 23,3% pour
EBwm et FAcwm de T. nudatum respectivement & 60 minutes d'incubation. A la concentration de
0,2 mg/ml, des taux d'hémolyse négligeables ont été enregistrés dans les extraits des deux
especes qui n'atteignent pas 5%. Au dela de cette concentration, FAcm et Fn-Bm des deux
plantes ont manifesté une toxicité élevée. Ces résultats préliminaires indiquent que Traganum
nudatum Delile et Ammodaucus leucotrichus Cosson & Durieu représentent une nouvelle
source de molécules bioactives a intéréts multiples qui méritent des études chimiques,
biologiques et toxicologiques approfondies en vue de leur utilisation dans les différents
secteurs industriels pharmaceutique, alimentaire, nutraceutique ou cosmétique.

Mots clés: Traganum nudatum, Ammodaucus leucotrichus, étude phytochimique,
antioxydante, antibactérienne, antidiabétique, HPLC, effet hémolytique
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Introduction

Les maladies non transmissibles ou maladies chroniques notamment les maladies
cardiovasculaires, les cancers, les affections respiratoires chroniques et le diabéte sucré
constituent des urgences sanitaires mondiales du 21°™ siécle qui connaissent I’évolution la
plus rapide. Elles constituent un lourd fardeau économique et social pour les pays. En effet, le
traitement de ces maladies chroniques peut étre long et donc extrémement colteux. Les
dépenses des systémes de soins de santé liées aux maladies non transmissibles sont élevées et
il est prévu qu'elles augmenteront encore. Ces pathologies sont la premiére cause de mortalité
au niveau mondial et elles gagnent du terrain dans le monde entier. Elles sont responsables de
41 millions de déces chaque année et représentent environ 71% de tous les déces dans le
monde (OMS, 2019).

Le diabéte sucré est I'une des maladies non transmissibles les plus répandues dans le monde.
Il a atteint des proportions alarmantes: prés d’un demi-milliard de personnes dans le monde
vivent avec le diabete (FID, 2019). En I’absence de mesures suffisantes pour faire face a la
pandemie, la fédération internationale de diabete prévoit que 578 millions de personnes
(10,2 % de la population) vivront avec le diabéte d’icia 2030 et 700 millions (10,9 %) d’ici a
2045. Les personnes vivant avec le diabéte sont a risque de développer un certain nombre de
complications graves et potentiellement mortelles. Elles nécessitent donc davantage de soins
médicaux. Si le diabete et ses complications ne sont pas correctement pris en charge, ils
peuvent entrainer de fréquentes hospitalisations et des décés prématurés. A I’échelle
mondiale, le diabete figure parmi les 10 principales causes de déces (FID, 2019). La FID
estime que plus de quatre millions de personnes agées de 20 a 79 ans mourront de causes liées
au diabéte en 2019.

Devant cette situation, 'OMS alerte et a lancé un appel a adopter des stratégies mondiales de
lutte contre I'épidémie des maladies non transmissibles et pour la réduction des charges de
morbidité qui leurs sont liées par la prévention et la réduction des principaux facteurs de
risque des maladies non transmissibles, la détection précoce, I'amélioration des soins de santé
et le traitement rapide. Toutefois, dans de nombreuses situations, il n'y a pas de soins adaptes
pour les personnes atteintes et l'accés aux technologies et aux médicaments essentiels est
limité, en particulier dans les pays a revenu faible ou intermédiaire. En Afrique sub-
saharienne, le probléme financier est en effet I'obstacle majeur a une prise en charge adéquate
et permanente de ces pathologies, il existe dans a peu prés tous les pays de cette région ou

I'approvisionnement en traitements est souvent aléatoire et irrégulier (OMS, 2019).
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Selon I'OMS, environ 80% de la population mondiale dans les pays en développement, pour
des raisons socio-économiques et culturelles, dépendent essentiellement des plantes
medicinales pour se soigner et traiter des maladies aussi bien bénignes (rhume, maux
d'estomac...) que graves (cancer, paludisme, diabéte...) (Eddouks et al., 2016). L'OMS a
encouragé l'exploration des plantes médicinales de la pharmacopée traditionnelle par des
études ethnobotaniques et des recherches pharmacologiques pour améliorer des médicaments
a base des plantes médicinales afin de promouvoir leurs utilisations optimales dans les
systémes de prestation des soins de santé (Gbekley et al., 2017).
A linstar de plusieurs pays en développement, I'Algérie est confrontée & I'émergence de
maladies chroniques dont le diabete, dont le traitement et le suivi entrainent des charges
financiéres et économiques importantes. La prévalence du diabete dans notre pays est de plus
de 10 % (FID, 2019), la Fédération nationale des diabétiques en Algérie déclare 5 millions
d'algériens diabétiques en 2020.
En Algérie, l'utilisation des plantes pour traiter les maladies chroniques fait partie d'une
tradition ancienne. Plusieurs auteurs ont mis l'accent sur cette pratique et les études menées
dans différentes régions ont montré que l'usage des plantes pour traiter ces maladies
chroniques est trés repandu. En effet, un nombre important d'espéces végétales est utilisé
comme remede dont la majorité n'est pas exploitée scientifiguement (Miara et al., 2019).
Dans le cadre de la valorisation de la flore locale utilisée en médecine traditionnelle et dans le
but de la recherche de nouvelles biomolécules actives, facilement accessibles, moins
onéreuses, présentant moins d'effets secondaires que la pharmacopée actuelle, le travail que
nous avons entrepris porte sur la caractérisation phytochimique, la recherche et I'évaluation de
la toxicité et des activités biologiques des extraits de deux plantes médicinales du Sud-Ouest
de I'Algérie: Ammodaucus leucotrichus Cosson & Durieu et Traganum nudatum Delile.
L’étude phytochimique a porté sur:

= Un screening phytochimique

= Des dosages des polyphénols totaux, des flavonoides totaux et des flavonols

= Une chromatographie liquide a haute performance
L’étude de la toxicité a été réalisée par la recherche et I’évaluation de I'effet hemolytique
La recherche et I’évaluation de I'activité antioxydante a éte réalisée par:

= Le test de piégeage du radical libre DPPH

= Le test du pouvoir réducteur de fer

= Le test de la capacité antioxydante totale
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La recherche et I’évaluation de I'activité antibactérienne a été réalisée par:
= La méthode des disques
= La méthode de microdilution en milieu liquide
La recherche et I’évaluation de l'activité antifongique a été réalisée par:
= La méthode des disques
La recherche et I’évaluation de I'activité antidiabétique in vivo a été réalisée par:
= Larecherche de I'effet antihyperglycémiant a court terme pendant 4 heures
= Larecherche de l'effet antihyperglycémiant a long terme pendant 4 semaines

La recherche et I’évaluation de l'activité antidiabétique in vitro a été réalisée par:

= Larecherche de I'effet sur I'absorption du glucose par le foie
= Larecherche de I'effet sur I'absorption du glucose par le tissu adipeux
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Les maladies non transmissibles constituent actuellement une menace majeure de santé
publique. Elles sont responsables de 41 millions de décés chaque année et représentent
environ 71% de tous les déces dans le monde (OMS, 2019). Plus de 32 millions (85%) de ces
décés surviennent dans des pays a revenu faible ou intermédiaire. L'OMS prévoit que le
nombre annuel des déces dus a ces maladies continuera d'augmenter partout dans le monde, la
plus forte augmentation étant attendue dans le continent africain au cours de la prochaine
décennie. D'ici 2030, les maladies non transmissibles seront une cause de déces plus courante
que les maladies transmissibles dans cette région. En effet, les pays africains font face a un
double fardeau que constituent les maladies non transmissibles et les maladies transmissibles.
Ces derniéres représentent les principales causes de mortalité et de morbidité en
Afrique comme le VIH/sida, le paludisme, la tuberculose,.... Elles touchent chaque année des
millions de personnes et font des millions de morts. D'un autre coté, la résistance aux
antimicrobiens qui se développe rapidement a renforcé la menace que constituent les maladies
infectieuses (OMS, 2016).

I. Les maladies non transmissibles

1. Définition

Les maladies non transmissibles ou maladies chroniques, selon la définition accordée par
I'OMS, ne se transmettent pas d'une personne a une autre. C'est des pathologies qui peuvent
étre graves et qui peuvent engendrer une morbidité et une mortalité élevees. En effet,
certaines constituent les principales causes de déces dans le monde devant toutes les autres
causes réunies, elles ont atteint des proportions épidémiques voire pandémiques touchant
principalement les populations a revenu faible ou intermédiaire. L'épidémie des maladies non
transmissibles préléve un énorme tribut en souffrances humaines et elle affecte gravement le
développement humain sur les plans économique et social (OMS, 2019).

2. Facteurs de risque

Ces pathologies sont dues a des facteurs de risque comportementaux, omniprésents dans la
transition démographique et économique, l'allongement de I'espérance de vie, l'urbanisation
anarchique et rapide et les modes de vie au 21°™ siécle: le tabagisme, la mauvaise
alimentation, la sédentarité, le surpoids et l'obésité et I'usage nocif de l'alcool (OMS, 2019).
Ces facteurs de risque comportementaux, joints a dautres causes métaboliques/

physiologiques favorisent I'épidémie mondiale des maladies non transmissibles.
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2.1. Tabagisme

Le tabac a été décrit comme le principal facteur de risque des maladies non transmissibles. 11
provoque le déceés prématuré de plus de cing millions de personnes par an a travers le monde
via le tabagisme actif ou passif. En 2020, ce nombre atteindra les 7,5 millions, soit 10% de
I'ensemble des déces. L'OMS estime que le tabagisme est responsable de 71% des cancers du
poumon, de 42% des affections respiratoires chroniques et de prés de 10% des maladies
cardiovasculaires (Janah et al., 2014).

2.2. Alimentation déséquilibrée

La plupart des populations consomment de plus en plus d'aliments hypercaloriques, riches en
graisses saturées et beaucoup plus de sel que ne le recommande 'OMS pour la prévention des
maladies, une forte consommation de sel est un déterminant important de I'nypertension et du
risque cardiovasculaire, une forte consommation de graisses saturees est en relation étroite
avec les cardiopathies. Une consommation suffisante de fruits et de legumes réduit le risque
de maladies cardiovasculaires, de cancer de l'estomac et de cancer colorectal (Demir et al.,
2017; Kent et al., 2017; Lo Vasco et al., 2017).

2.3. Sédentarité

Quelque 3,2 millions de decés sont dus chaque année au manque d'activité physique. La
sédentarité accroit de 20% a 30% le risque de mortalité, toutes causes confondues. Une
activité physique réguliére réduit le risque de maladies cardiovasculaires, d’hypertension, de
diabete, de cancer du sein et du c6lon et de dépression. La sedentarité est plus répandue dans
les pays a revenu élevé mais des niveaux tres éleves sont désormais observés dans des pays a
revenu intermédiaire, en particulier chez les femmes (OMS, 2019).

2.4. Surpoids et obésité

Au moins 2,8 millions de personnes meurent chagque année des suites d'un surpoids ou d'une
obésité. Le risque de cardiopathie, d'accident vasculaire cérébral ou de diabete augmente
proportionnellement a l'indice de masse corporelle (IMC). L'augmentation de I'IMC accroit
également le risque de certains cancers. Le surpoids et I'obésité progressent, en 2014, 'OMS
a estimé qu'un adulte sur trois était en surpoids et plus d'un sur dix était obése (OMS, 2019).
2.5. Abus de I'alcool

Quelques 2,3 millions de personnes meurent chaque année des suites d'une consommation

importante d'alcool, ce qui représente environ 3,8% de lI'ensemble des décés dans le monde.
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2.6. Infections associées au cancer
Au moins 2 millions de cas de cancer par an, soit 18% de la charge mondiale de morbidité
cancéreuse, sont imputables a quelques infections chroniques spécifiques, leur proportion
étant sensiblement plus importante dans les pays a faible revenu. Les principaux agents
infectieux sont le papillomavirus humain, le virus de I'hépatite B et C et Helicobacter pylori.
I1. Présentation d'une maladie non transmissible: Le diabéte sucre

1. Epidémiologie
D’aprés les estimations de la fédération internationale de diabete en 2019, 463 millions
d’adultes agés de 20 a 79 ans (9,3 % de tous les adultes dans cette tranche d’age) vivent avec
le diabéte dans le monde (Figure 1), ce nombre devrait atteindre 578 millions en 2030 et
700 millions en 2045. Les deux tiers des personnes diabétiques vivent en milieu urbain et
79,4 % d’entre eux vivent dans des pays a faible revenu et ceux a revenu intermediaire.
Dans la région du Moyen-Orient et de 1’ Afrique du nord en 2019, 54,8 millions d’adultes agés
de 20 a 79 sont diabétiques, soit 12,8% de la population régionale de ce groupe d’age. Ce
chiffre comprend 24,5 millions d’adultes présentant un diabéte non diagnostiqué. Cette région
possede le taux de prévalence du diabéte ajusté en fonction de 1’age le plus élevé (12,2 %) de
toutes les régions de la fédération internationale de diabete. Il est estimé que le nombre de
personnes vivant avec le diabéte dans la région augmentera de 38,8 % d’ici a 2030 et
de 96,5 % d’ici a 2045, la seconde plus forte augmentation de toutes les régions de la
fédération internationale de diabete. 55,3 % de tous les diabétiques vivent en milieu urbain et
la majorité (87,2 %) vivent dans des pays a revenu faible ou intermédiaire. Les pays qui
comptent le plus grand nombre d’adultes 4gés de 20 a 79 ans vivant avec le diabéte sont le
Pakistan (19,4 millions), I’Egypte (8,9 millions) et I'Iran (République Islamique)
(5,4 millions).
L’Algérie (33 100), le Maroc (30 200) et I’ Arabie saoudite (27 800) sont les pays de la région
qui enregistrent le plus grand nombre d’enfants et d’adolescents (0 & 19 ans) vivant avec le
diabete de type 1 en 2019. Ce sont également les pays qui présentent le plus grand nombre de
nouveaux cas de diabete de type 1 chez les enfants et les adolescents: Algérie (4 200 par an),
Arabie saoudite (3 700) et Maroc (3 600) (FID, 2019).
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Figure 1: Estimation du nombre total d’’adultes (20 a 79 ans) vivant avec le diabéte en 2019
(FID, 2019).
2. Mortalite liée au diabete

La FID estime qu’environ 4,2 millions d’adultes 4gés de 20 a 79 ans sont morts en 2019 des
suites d’un diabete et de ses complications. C’est 1’équivalent d’un déces toutes les huit
secondes. D’apres les estimations, le diabéte est lié a 11,3 % des déces dans le monde, toutes
causes confondues dans cette tranche d’age. Prés de la moitié (46,2 %) des déces liés au
diabete dans la tranche d’age 20 a 79 ans concernent les moins de 60 ans, autrement dit la
population active. A 1’échelle mondiale, on compte davantage de décés liés au diabéte chez
les femmes (2,3 millions) que chez les hommes (1,9 million).

Dans la région du Moyen-Orient et de I’ Afrique du nord, le diabéte et ses complications sont
responsables d’environ 418.900 déces chez les personnes agées de 20 a 79 ans en 2019
(16,2% de la mortalité toutes causes confondues), le pourcentage le plus élevé (22,4 %) étant
enregistré dans la tranche d’age 30 & 39 ans. Environ 53,3 % de tous les décés dus au diabéte
dans cette région sont survenus chez des personnes de moins de 60 ans, ce qui en fait la
deuxiéme région la plus touchée par le diabéte chez les moins de 60 ans. La plupart des déces
imputables au diabéte sont survenus dans les pays a revenu intermédiaire, soit 86,7 % de tous

les décés liés au diabéte dans la région. La mortalité due au diabéte est plus élevée chez les
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femmes que chez les hommes, 248 300 et 170 600 décés respectivement selon les estimations.
Cela peut s’expliquer par le fait que le nombre de femmes vivant avec le diabéte est
Iégérement plus élevé que celui des hommes (27,6 millions et 27,1 millions, respectivement).
3. Définition

C'est un groupe hétérogene de maladies métaboliques dont la caractéristique principale est
une hyperglycémie chronique résultante d'une déficience de sécrétion d'insuline ou d'anomalie
de Il'action de l'insuline sur les tissus cibles ou de ces deux anomalies associées. Accompagnée
d'une perturbation des métabolismes glucidique, lipidique et protéique, cette maladie évolue
de facon insidieuse et reste longtemps asymptomatique et elle résulte de I'interaction entre des
facteurs héréditaires et environnementaux (OMS, 2016; Stojkovic et al., 2019).

4. Symptomes et diagnostic

Différents symptomes sont observés chez les personnes atteintes de cette maladie dont les
plus communs sont: polyurie, polydipsie, amaigrissement, polyphagie, fatigue, troubles
visuels, engourdissement des mains/pieds. Le diabéte est diagnostiqué lorsque la glycémie a
jeun est supérieure a 7 mmol/l, soit 1,26 g/l a deux reprises ou lorsque la glycémie 2 heures
aprés une charge de 75 g de glucose est supérieure a 2 g/l (11,1 mmol/l) a deux reprises
associée aux symptomes de diabete. Le comité d'experts ADA recommande aussi l'utilisation
du test de I'hémoglobine glyquée (HbA:C > 6.5 %) comme critére pour le diagnostic du
diabete sucré (ADA, 2016).

5. Classification

La nouvelle classification par I'Association Américaine du Diabéte (ADA) en 1997 regroupe
les diabetes sucrés selon I'étiologie en diabéte de type 1, diabéte de type 2 plutdt que diabete
insulinodépendant "DID" et diabéte non insulinodépendant "DNID", le diabéte gestationnel et
autres types spécifiques de diabete (ADA, 2014) (Figure 2).

5.1. Diabete de type 1

C'est une maladie auto-immune qui désigne toute hyperglycémie déclenchée par la
destruction auto-immune des cellules béta des ilots de Langerhans pancréatiques aboutissant a
une carence absolue ou relative en insuline « insulinopénie ». Il représente 10% environ de
tous les diabétes et se déclare généralement a I'enfance. Cette forme est fortement associée
aux genes DQA et DQB du systeme HLA (Human Leucocyte Antigen) et influencée par les
genes DRB (Drouin et al., 1999; Marsaudon, 2011).
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5.2. Diabete de type 2

Le diabéte de type 2 est caractérisé par des anomalies des effets de I'insuline sur ses tissus
cibles « insulinorésistance ». Il résulte de la combinaison de plusieurs génes de susceptibilité
dont I'expression dépend de facteurs environnementaux déclenchant. Il représente 90% des
diabétes rencontrés dans le monde. Il survient le plus souvent chez l'adulte (Kaku, 2010;
Marsaudon, 2011; OMS, 2016).

Il existe d'autres types de diabétes comme le diabéte gestationnel, les diabétes secondaires a
diverses endocrinopathies et autres types rares comme le diabete MODY (MODY': Maturity
Onset Diabetes of the Young) qui est un diabéte de type 2 survenant chez I'enfant du a un
dysfonctionnement d'origine génétique des cellules B, diabéte mitochondrial,... (Maugendre et
al., 2007; Marsaudon, 2011; FID, 2015).

r &

Diabéte gestationel

Diabéte de type 1
Autres diabétes
ExMODY ~—~

Diabéte de type 2 (90%)

Figure 2: Classification du diabéte sucré selon I’OMS (OMS, 2016)

5.2.1. Pré diabete

5.2.1.1. Homéostasie glucidique

Le glucose est un important métabolite énergétique. Pour certains organes ou cellules tels que
le cerveau ou les érythrocytes, il constitue la seule source d'énergie. Son apport est
indispensable pour le métabolisme. Il fonctionne comme un systéme de stockage de I'énergie
chimique: il est en effet catabolisé en eau et en dioxyde de carbone avec libération de I'énergie
sous forme d'ATP, de chaleur ou de toute autre forme d'énergie (Vothardt et Schore, 2004). Si

le glucose est apporté a l'organisme par voie exogene, a partir des glucides alimentaires, il
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provient également d'une source endogene par glycogénolyse et néoglucogenese a partir des
substrats non glucidiques tels que le lactate, le glycérol et les acides aminés glucoformateurs
(Marshall et Bangert, 2005).

Le glucose circule librement dans le sang. Chez les individus sains, la glycémie ou le taux de
glucose dans le sang, est régulée de maniere stricte de telle sorte qu'elle soit maintenue aux
alentours de 1g/L (5 mM) grace a des mécanismes de régulation afin de garantir un apport
énergétique constant aux différents tissus. Le déclenchement des mécanismes de régulation
implique une détection préalable des concentrations de glucose. Les systémes de sensibilité a
ce métabolite existent a plusieurs endroits stratégiques de I'organisme (Burcelin et Pénicaud,
2003; Taveau, 2014). Le systeme de régulation de I'hnoméostasie glucidique est atteint lorsque
les apports de glucose dans la circulation sanguine sont exactement compenses par le captage
du glucose sanguin par les tissus utilisateurs de ce substrat (Szablewski, 2011). Lorsque la
glycémie est supeérieure a 1,1 g/L (hyperglycémie) suite a un repas, une hormone
hypoglycémiante, l'insuline, stimule la captation et le stockage du glucose sous forme de
glycogene, au niveau hépatique ou musculaire notamment et de triglycérides, au niveau du
tissu adipeux (Burcelin et Pénicaud, 2003). A l'inverse, lorsque la glycémie est trop basse
(inférieure a 0,8 g/L ou hypoglycemie), souvent aprés un effort physique, une hormone
hyperglycémiante, le glucagon, permet de libérer du glucose dans la circulation sanguine. Ces
deux hormones de la régulation de la glycémie sont synthétisées par le pancréas au niveau des
Tlots de Langerhans (Annicotte, 2004; Dion, 2016).

5.2.1.2. L'insulinoreésistance

Le diabéte de type 2 est une maladie trés hétérogene a l'origine de laquelle différents
mécanismes physiopathologiques sont impliqués, il débute par un déclin progressif de I'action
de linsuline (une résistance a l'action de l'insuline ou insulinorésistance) puis par une
détérioration irréversible du fonctionnement des cellules B et donc de la sécrétion de I'insuline
(insulinodéficience) (Weyer et al., 1999; Pratley et Weyer, 2001). Il est maintenant admis que
I'insulinorésistance a une composante génétique mais qu'elle peut étre acquise par des facteurs
environnementaux. En effet, chez 80% des diabétiques, on retrouve un phénotype particulier
appelé l'intolérance au glucose ou syndrome métabolique. Ce syndrome métabolique
caractérisé par une insulinorésistance n'est pas une maladie en soi mais constitue une
pathologie importante prédisposant au diabete et aux maladies cardiovasculaires. Il n'est pas
synonyme de diabéte mais constitue un facteur de risque majeur. Il représente réellement

I'empreinte du diabéte de type 2 auquel il conduira lorsqu'une insulinodéficience s'associera a
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I'insulinorésistance (Furtado de Souza et al., 2012). Pour parler de syndrome métabolique le
patient présente au moins trois des cinq facteurs suivants: un taux de HDL cholestérol
inférieur a 0,40g/L chez I'homme et 0,50 g/L chez la femme, des triglycérides supérieurs a
1,5g/L, une glycémie a jeun supérieure a 1,1g/L, une tension artérielle supérieure a 130-
85mmHg, un tour de taille supérieur a 102 cm chez I'homme et 88 cm chez la femme. La
résistance a l'insuline est fréquemment liée a l'obésité ou aux acides gras libres circulants
(Virally et al., 2007). En effet la majorité des diabétiques ont une surcharge pondérale. Il est
clairement établi qu'une augmentation de la quantité de lipides dans les tissus périphériques
non adipocytaires serait responsable du phénomene d'insulinorésistance en induisant une
accumulation de molécules de signalisation intracellulaire qui interférent avec la voie de

signalisation insulinique.

Bien que la lipotoxicité soit souvent correlée avec une augmentation des triglycérides
intracellulaires, il est maintenant bien établi que ce sont des métabolites dérivés des acides
gras qui sont les facteurs majeurs dans le développement de la résistance a l'insuline induite
par un exces lipidiqgue (Summers, 2006). Au début, lorsque le fonctionnement du pancréas est
normal, la résistance a l'insuline est compensée par un hyperinsulinisme, ce qui permet de
préserver la tolérance au glucose et de maintenir la glycémie dans les limites de la normale.
Mais cette situation est limitée dans le temps. A terme, la production d'insuline s'épuise de
par une glycémie de plus en plus difficilement équilibrée et par I'entrée en apoptose des
cellules, c'est I'insulino-déficience. L'intolérance au glucose intervient quand la résistance a
I'insuline augmente ou que la réponse compensatoire de la sécrétion diminue ou bien quand
les deux phénomenes se produisent simultanément (Avignon et al, 1999). L'intolérance au
glucose est une affection intermédiaire qui précéde le plus souvent l'installation du diabete de
type 2. Les personnes qui sont atteintes sont exposées a un risque élevé d'évolution vers un
diabete de type 2 (Figure 3) (Bloch et Bashan, 2005).

Figure 3: La résistance a I'insuline dans le diabéte de type 2 (Romain, 2010).
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6. Complications

L'hyperglycémie chronique est associée a terme avec des complications organiques macro et
microangiopathiques touchant particulierement les yeux, les nerfs, les reins, le coeur et les
vaisseaux contribuant a la morbidité et a la mortalité des patients diabétiques. En effet, le
diabéte est une cause majeure de cécité, d'insuffisance rénale, d'accidents cardiaques et
cérébraux et d'amputation des membres inférieurs (OMS, 2016). Ces complications peuvent
étre aigués ou chroniques (FID, 2019).

6.1. Complications aigués

Les complications métaboliques aigués du diabete sont présentées par des accidents
hypoglycémiques ou hyperglycémiques.

6.1.1. Les accidents hypoglycémiques

L'hypoglycémie est le plus souvent la conséquence d'erreurs thérapeutiques (surdosage) ou
d'un défaut de surveillance (Grimaldi et al., 2009).

6.1.2. Les complications hyperglycémiques

Les complications aigues les plus répandues sont présentées par lacidocétose,
I'nyperglycémie hyperosmolaire et I'acidose lactique. L'acidocétose diabétique est due a une
carence en insuline et d'activation des hormones de contre régulation augmentant la lipolyse.
Il'y a alors production de grandes quantités de glycérol et d'acides gras libres. Ces derniers
sont oxydes dans les mitochondries hépatiques aboutissant a la formation de corps cétoniques.
L'hyperglycémie hyperosmolaire anciennement coma hyperosmolaire est définie par une
hyperglycémie tres élevée et une déshydratation importante. L'acidose lactique est due a une
accumulation d'acide lactique par augmentation de sa production ou diminution de son
utilisation (Marsaudon, 2011; Monnier, 2014).

6.2. Complications chroniques

Les complications chroniques sont macroangiopathiques ou microangiopathiques. Les
microangiopathies touchent les petits vaisseaux sanguins, elles se manifestent au niveau de
I'eeil (la rétinopathie) (touche 60% des diabétiques de type 2), au niveau des reins (la
néphropathie) et des nerfs (la neuropathie) avec des fréquences de 20% et 50%
respectivement. Par opposition a la microangiopathie, la macroangiopathie touche les grosses
arteres destinées a irriguer le coeur, les jambes et le cerveau. L'atteinte des artéres coronaires
et des artéres cérébrales conduisent a des accidents cardiovasculaires et cérébraux,
représentant la cause majeure de la mortalité chez les diabétiques de type 1 et type 2 (Kaul et
al., 2012; Monnier, 2014).
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7. Traitements

Les objectifs du traitement du diabéte sucré consistent & maintenir la glycémie autour de sa
valeur normale et de prévenir ainsi les complications métaboliques aigués et chroniques. La
thérapeutique du diabete de type 1 repose sur l'insulinothérapie, seul moyen de combler la
carence insulinique associée a un régime alimentaire approprié et une activité physique
réguliere (Wherrett et al., 2013 ; Durand et Le Jeunne, 2014). La transplantation d‘Tlots
pancréatiques est une alternative thérapeutique a l'insulinothérapie dans le traitement du
diabéte de type 1. Cette approche thérapeutique a montré sa faisabilité et son efficacité avec
l'obtention de prés de 100% d'insulino-indépendance  immeédiatement  aprés  greffe,
I'utilisation des cellules souches constitue également une approche prometteuse (Kessler et
Moreau, 2010).

Dans le cas du diabete de type 2, les mesures hygieno-diététiques constituent les premiers
volets du traitement par [linstauration d'un régime alimentaire équilibré modérement
hypocalorique, riche en fibres alimentaires et en graisses insaturées en particulier (les @6 et
®3) (Pillon, 2014), ainsi qu'une activité physique réguliere. En fait, la diététique constitue un
élement essentiel du traitement du diabéte de type 2 et la composition du régime diététique
préconisee dans le diabéte est conseillée pour I'ensemble de la population et non seulement les
diabétiques (ADA, 2016). La pratique d'une activité physique réguliere permet de diminuer le
risque de devenir diabétique des sujets intolérants au glucose ou des apparentés de
diabétiques, elle ameéliore l'insulinosensibilité et l'utilisation périphérique du glucose.

En cas d'inefficacité des mesures hygieno-diététiques, un recours aux médicaments
antidiabétiques oraux est envisagé. Mais méme quand les médicaments deviennent
nécessaires pour maintenir I'équilibre glycémique, l'activité physique et la lutte contre la
sédentarité doivent toujours y étre associées. Ces médicaments agissent par différents
mécanismes d'actions: l'augmentation de la sensibilité périphérique a I'insuline, la diminution
de l'absorption de glucose ou l'augmentation de la sécrétion de l'insuline. L'arsenal des
antidiabétiques oraux comprend les sulfamides, les biguanides, les inhibiteurs des o-
glucosidases, les glinides, les analogues du glucagon-like peptide-1(GLP-1), les
inhibiteurs du cotransporteur de la dipeptidyl-peptidase-4 (DPP-4) et les inhibiteurs de
transporteurs sodium-glucose de type 2 (SGLT-2) (Figure 4) (Davies, 2018).
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Figure 4: Antidiabétiques et site d’action (Monnier, 2014)
7.1. Les inhibiteurs des a-glucosidases
Les inhibiteurs des a-glucosidases (AGIs) inhibent spécifiquement I'a amylase et les a
glucosidases localisées dans I'épithélium de l'intestin gréle proximal dont la fonction est
d'hydrolyser les glucides alimentaires pour leur permettre de passer dans le sang sous forme
de monosaccharides. Ils retardent l'absorption intestinale du glucose atténuant ainsi les pics
postprandiaux de la glycémie. L'acarbose, le miglitol et le voglibose sont les représentants des
AGIs (Marsaudon, 2011; ADA, 2016).
7.2. Les analogues de I'amyline
L'amyline humaine est un peptide glucorégulateur de 37 acides aminés co-secrétés par les
cellules B avec l'insuline (Edelman et al., 2006). Le pramlintide est un analogue synthétique
de l'amyline humaine qui restaure les effets naturels de I'amyline sur le métabolisme du
glucose en retardant la vidange gastrique, en diminuant la concentration plasmatique de
glucagon et en augmentant la satiété, atténuant ainsi les pics postprandiaux de la glycémie
(Herrmann et al., 2016).
7.3. Les sulfamides hypoglycémiants ou les sulfonylurées
Ils sont les premiers antidiabétiques oraux disponibles, ils agissent en se fixant sur des
récepteurs présents a la surface des cellules B des ilots de Langerhans entrainant la libération
des granules d'insuline par exocytose. Cette classe compte de nombreux représentants:
glipizide, glimépiride, glibenclamide, gliclazide (Halimi et al., 2008; Andreelli et al., 2011,
Faure, 2011).
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7.4. Les glinides

Les glinides ont un mode d'action similaire & celui des sulfamides, mais leurs durée d'action
est bréve. lls stimulent une libération rapide mais de courte durée d'insuline par les cellules
du pancréas qui dure une ou deux heures. Lorsqu'ils sont pris aux repas, ces agents atténuent
les pics de la glycémie plasmatique postprandiale et diminuent le risque d'hypoglycémie
pendant la fin de la phase postprandiale parce que moins d'insuline est sécréteée plusieurs
heures apres le repas. Deux agents sont disponibles sur le marché: le natéglinide et le
répaglinide (Novonorm®) (Nakashima, 2015).

7.5. Les dérivés du glucagon-like peptide-1 (GLP-1)

Le GLP-1 est une hormone incrétine sécrétée par l'intestin stimulant la sécrétion d'insuline
lorsque la glycémie est élevée (glycémie postprandiale), elle augmente la néogenese des
cellules B, inhibe 1'apoptose des cellules B, inhibe la sécrétion du glucagon, ralentit la vidange
gastrique et induit la satiété. Cette hormone a une demi-vie extrémement courte en raison
d'une dégradation rapide par la DPP-4.

Chez les personnes atteintes de diabete de type 2, la secrétion de GLP-1 est diminuée.
Cependant des analogues synthétiques du GLP1 ont été développés avec des effets
pharmacologiques similaires mais d'une période d'action plus longue et une résistance a la
dégradation par la DPP-4. Exenatide et Liraglutide sont les deux GLP-1 disponibles sur le
marché (Renner et al., 2016).

7.6. Les inhibiteurs de DPP-4

Les inhibiteurs DPP-4 agissent en inhibant I'enzyme DPP-4 (dipeptidyl peptidase-4) qui
dégrade le GLP-1, étendant ainsi la forme active de I'hnormone. Sitagliptine et Saxagliptine
sont les deux représentants des inhibiteurs disponibles sur le marché (Doucet et al., 2011).

7.7. Les thiazolidinediones ou glitazones

Ces médicaments agissent en stimulant les récepteurs nucléaires PPARy (Peroxisome
Proliferator Activated Receptor). lls induisent un stockage plus efficace des acides gras libres
dans le tissu adipeux ce qui entraine une diminution de la néoglucogénése hépatique, une
augmentation de I'action de l'insuline au niveau des muscles, du foie et du tissu adipeux (avec
un accroissement conséquent de la captation périphérique de glucose) et une amélioration de
la fonction des cellules § pancréatiques (Yang et al., 2002). Les thiazolidinediones accroissent
aussi la sensibilité¢ d'insuline dans le muscle squelettique, en facilitant l'activité du
transporteur de glucose GLUT4 et en accroissant la synthese de glycogene musculaire et
I'oxydation de glucose (Fonseca et al, 2000; Ducobu, 2003; Yki-Jarvinen, 2004).

29



Partie bibliographique

7.8. Les biguanides

La metformine est le seul représentant de la classe des biguanides, elle agit essentiellement
sur le foie en diminuant la production hépatique du glucose en inhibant la néoglucogenése.
Cet effet sur le foie se traduit par une baisse de la glycémie a jeun, mais la metformine exerce
aussi un effet sur le muscle en augmentant la captation musculaire du glucose, ce qui conduit
a une diminution des glycémies postprandiales (Viollet et al., 2012).

7.9. Les inhibiteurs de transporteurs du glucose

La phlorizine inhibe les transporteurs SGLT1 et SGLT2, son aglycone, la phlorétine est un
inhibiteur des récepteurs GLUT et notamment les récepteurs GLUT2. Les transporteurs
GLUT?2 sont insérés de facon permanente dans les membranes basolatérales des entérocytes,
et de fagcon transitoire au cours d'un repas dans la membrane apicale améliorant ainsi la
capacite d'absorption intestinale des sucres.

Les antidiabétiques oraux sont utilisés dans un premier temps en monothérapie. En cas
d'échec de la monothérapie, des associations médicamenteuses (bithérapie voire trithérapie)
sont réalisées (Villiot-Danger, 2011).

Par ailleurs, I'efficacité de ces médicaments diminue dans le temps, rendant l'insulinothérapie
nécessaire pour mieux controler les facteurs de risque chez les patients longuement atteints de
cette pathologie (Eliasson et al., 2007). L'insulinothérapie devient également nécessaire en cas
de contre-indication des antidiabétiques oraux (insuffisance rénale, hépatique...) (Bosquet et
Hartemann-Heurtier, 2004).
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I11. Implication du stress oxydant dans les maladies non transmissibles

Le stress oxydant résulte de la surproduction des espéces réactives oxygénées ERO au dela
des capacités antioxydantes des systéemes biologiques (Figure 5). Différents travaux ont
démontré que les dommages induits par les radicaux libres dans le stress oxydant contribuent
a la pathogenése et a la pathophysiologie de nombreuses maladies chroniques non
transmissibles telles que les maladies neurodégénératives (Parkinson, Alzheimer, maladie
d'Huntington et sclérose latérale amyotrophique), les maladies cardiovasculaires et
inflammatoires, la cataracte, le diabéte sucré et les cancers. En effet, Il a été reporté que le
stress oxydatif est corrélé avec plus de 100 maladies comme facteur déclenchant ou acteur
dans leur physiopathologie ou associé a des complications de I'évolution (Halliwell et al.,
1992 ; Gutteridge, 1993; Toda, 2011; Lopez-Alarcona et Denicola, 2013; Maulik et al., 2013).
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Figure 5: Le déséquilibre de la balance pro-oxydants/antioxydants (Delattre et al., 2007).

1. Stress oxydant et diabete

Il est maintenant évident que le stress oxydant augmente dans le diabete, qu'il s'agisse du type
1 ou du type 2 et que se soit dans le cas du diabéte expérimental ou chez les patients
diabétiques. En effet, I'hyperglycémie chronique induit un stress oxydant par la production
prolongée et excessive des especes réactives oxygenées (ERO), ce qui favorise le
développement de la maladie en perturbant [Iinsulinosécrétion et favorisant
I'insulinorésistance et les complications aigués ou chroniques (Figure 6) (Evans, 2003;
Robertson, 2004; Guillet, 2010).
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Figure 6: Relation entre hyperglycémie et stress oxydant (Bonnefont-Rousselot, 2004).

2. Stress oxydant et diabete de type 1

Dans le diabete de type 1, plusieurs travaux ont pu montrer que le stress oxydant conduit a la
destruction insulaire du pancréas, soit par necrose ou apoptose de la cellule béta (Bonnefont-
Rousselot, 2002; Ramkumar et al., 2013). Les effets delétéres de I'nyperglycémie chronique
(glucotoxicité) trouvent leur impact au niveau mitochondrial (Brownlee, 2001) par la
surproduction du radical superoxyde dans plusieurs tissus comprenant le pancréas, qui active
I'accroissement ultérieur des ERO intracellulaires. Par conséquent, les ERO semblent étre les
agents causaux de la pathogénie du diabéte par 'endommagement des cellules B a l'origine
d'une inhibition de la sécrétion d'insuline (Giacco et Brownlee, 2010; Halliwell, 2012).
D'autre part, les ERO agissent comme second messager des interleukines, ce qui explique la
destruction de la cellule béta dans le diabete type 1 auto-immune (Cunningham et Green
1994). En plus, il a été montré que les ERO inhibent la sécrétion d'insuline en interférant
avec les enzymes de la glycolyse aboutissant a la diminution de la production d'ATP et par
conséquent la diminution du ratio ATP/ADP intracytosolique, Ces ERO sont également
capables de provoquer une hyperpolarisation membranaire mitochondriale en activant les
canaux K*ATP, un processus qui maintient la fermeture des canaux calciques voltage-

dépendants et altére la sécrétion d'insuline.
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3. Stress oxydant et diabete de type 2

Dans le diabete de type 2, l'activation de la glycolyse mitochondriale liée a I'hyperglycémie
chronique est responsable d'un stress oxydant par I'activation de nombreuses voies. Ce stress
inhibe a la fois la sécrétion d'insuline et la transduction de son signal, conduisant a
I'insulinorésistance (Barquissau et al., 2011). Des études ont démontré que les ERO inhibent
l'autophosphorylation du récepteur de l'insuline IR et son substrat IRS1 (Insulin receptor
substratl), ainsi que celle de la P13-kinase conduisant a une plus faible translocation du
transporteur de glucose GLUTA4. En effet, il a été montré que le stress oxydant inhibe la
captation et le transport du glucose dans le muscle et le tissu adipeux via GLUT 4, il a été
montré également que le taux de GLUT-4 est réduit suite a une modification de la
transcription des transporteurs du glucose (Maddux et al., 2001; Evans et al., 2005; Houstis et
al., 2006; Avogaro et al., 2008).

4. Stress oxydant et complications du diabéte

Différentes études ont pu montrer que les effets du stress oxydant jouent un réle important
dans la genése des complications micro et macrovasculaires du diabete, plusieurs mécanismes
ont été évoques mettant en jeu l'auto-oxydation du glucose, la voie des polyols, la voie de
proteine kinase C, la glycation des protéines et la formation de produits de glycation avancée
(AGE) (Giugliano et Ceriello, 1996; Defraigne, 2005; Vincent et Taylor, 2006).

4.1. L'auto-oxydation du glucose

En présence du fer, le glucose s'oxyde, libérant des anions superoxyde (O2e-). L'anion
superoxyde peut se dismuter en peroxyde d'hydrogéne qui en présence de métaux de
transition il produit des radicaux hydroxyles (OHe) trés réactifs, il s'ensuit une augmentation
de la peroxydation lipidique. Ce mécanisme pourrait expliquer le fait que le diabete est
souvent associé a des complications cardiovasculaires (Hunt et al., 1988; Devaraj et al.,
2001).

4.2. La voie des polyols

Dans les conditions physiologiques, le glucose est activé en glucose-6-phosphate par
I'nexokinase puis est métabolisé soit dans la voie de la glycolyse, soit dans la voie des
pentoses phosphates. Dans des conditions d'hyperglycémie chronique, I'nexokinase est alors
saturée et le glucose en exces est métabolisé par la voie des polyols, le glucose est transformé
en sorbitol puis en fructose, respectivement sous l'action de I'aldose réductase (qui n'est active
qu'a de fortes concentrations de glucose et dont le cofacteur est le NADPH) et du sorbitol

déshydrogénase. Cette voie conduit a une diminution des taux cellulaires de NADPH,

33



Partie bibliographique

coenzyme nécessaire a l'activité de la glutathion réductase pour la régénération du glutathion
réduit GSH a partir du glutathion oxydé. L'augmentation de la concentration en sorbitol et
fructose conduit a un cedéme osmotique au niveau oculaire, ce qui explique que la voie des
polyols joue un rdle clé dans la cataracte induite par le diabéte. L'accumulation du fructose est
a l'origine de produits avancés de glycation. L'activation de la voie des polyols entraine donc

une diminution des défenses antioxydantes et une augmentation du stress oxydant dans de
nombreux tissus et contribuer ainsi a la pathogenése des complications diabétiques (Lee,
1999; Bonnefont-Rousselot, 2004; Raccah, 2004; Brownlee, 2005; Haleng, 2007; Régis,
2011).

4.3. La voie de la protéine kinase C

L'hyperglycémie intracellulaire entraine une augmentation de glycéraldéhyde-3-phosphate via
la glycolyse. Le glyceraldéhyde-3-phosphate est un précurseur du diacylglycerol DAG,
activateur de la protéine kinase C (PKC). L'activation de la PKC entraine l'augmentation de la
production d'espéces reactives de I'oxygéne par l'augmentation de l'activit¢ NADPH oxydase.
L'activation de la PKC pourrait aussi étre impliquée dans l'insulinorésistance entrainant une
phosphorylation des résidus sérine/thréonine des IRS qui conduit a [l'inactivation des
récepteurs hormonaux inhibant ainsi la transmission du signal insulinique et la capture
cellulaire du glucose qui en découle (Haleng et al., 2007; Lazo et Fernandez, 2013; Shao,
2014).

4.4. La voie des hexosamines

En conditions d'hyperglycémie, une partie du fructose-6-phosphate issue de la glycolyse est
détournée de cette voie et est convertie en glucosamine-6-phosphate par la glutamine
fructose-6-phosphate amino-transférase dont I'expression est augmentée. Celui-ci est ensuite
converti en uridine diphosphate N acétyl glucosamine. L'UDP-GIcNac est le substrat de
I'enzyme O-GIcNAc transférase (OGT) qui catalyse la formation de protéines O-GlcNac.
L'activation de cette voie entraine une augmentation de la génération des ERO et contribuer a
I'installation d'un stress oxydant. De plus, l'accumulation des protéines modifiées par I'0-
GlcNac glycosylation joue un rdle dans les complications et I'apparition de maladies associées
au diabete (Du et al., 2000).

4.5. La glycation des protéines

La glycation des protéines ou réaction de Maillard est un mécanisme pathologique,
intervenant dans des conditions d'hyperglycémie chronique, donnant naissance a des protéines

glyquées. L'étape initiale de cette réaction correspond a la formation non enzymatique d'une
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liaison covalente entre le groupement carbonyle d'un sucre réducteur (glucose, galactose,
fructose) et le groupement amine libre d'un acide aminé d'une protéine. Elle conduit a la
formation d'une base de Schiff instable. Cette réaction est suivie de reéarrangements
intramoléculaires qui vont donner lieu a la formation de produits intermédiaires de glycation
d'Amadori. La déshydratation et/ou la condensation de ces composeés donnent alors naissance
aux produits finaux de glycation AGE (advanced glycation end products) (Meerwaldt et al.,
2005; Selvaraj, 2006; Hartog, 2007; Guillet, 2010).

Les AGE peuvent étre formés également a partir de la voie des polyols et l'auto-oxydation du
glucose (Boulanger, 2002). Ces AGE sont fortement mutagénes et ne peuvent pas étre
détruits. Leur accumulation dans la cellule, conduit & des altérations structurales et
fonctionnelles des protéines intracellulaires, mais aussi des protéines de la matrice
extracellulaire, ce qui confere a ces dernieres un rble néfaste sur la physiologie cellulaire
(Vidot et al., 2014; Wautier et al., 2014). Les AGE sont capables aussi de produire des ERO
par interaction avec des récepteurs cellulaires specifiques (RAGE) et induire un stress
oxydant. De nombreux arguments cliniques et expérimentaux plaident en faveur d'un réle
important du systtme AGE/RAGE dans la physiopathologie des complications micro ou
macrovasculaires du diabéte (Bonnefont-Rousselot., 2004; Vatier, 2010; Teshima, 2014).

IV. Les maladies infectieuses

Les maladies transmissibles y compris les maladies sexuellement transmissibles et I'hépatite
virale, la tuberculose, le paludisme et d'autres maladies a transmission vectorielle, les
maladies négligées tropicales et zoonotiques et les maladies a prévention vaccinale sont
encore une menace majeure de santé publique dans le monde. La malaria et VIH/SIDA tuent
énormément de personnes, les populations des pays pauvres étant les plus touchées. La
résistance aux antimicrobiens qui se développe rapidement a conduit a renforcer la menace
que constituent les maladies infectieuses. Méme si les médicaments anti-tuberculiniques
existent et si I'on sait traiter la tuberculose et la tuberculose pharmaco-résistante, des millions
de gens meurent de la tuberculose chaque année, les nombreux voyages d'un continent a
l'autre accéléraient la propagation mondiale de graves infections. Méme les changements
climatiques impactent lincidence des maladies transmissibles. Pour le monde en
développement, les maladies infectieuses fréquentes ainsi que les maladies transmissibles
nouvellement ré-émergentes constituent une crise aggravant la pauvreté et la mauvaise santé.
Elles présentent également des défis importants pour les pays développés car elles constituent

un fardeau inutile pour les systémes sanitaires et sociaux et I'économie (OMS, 2016).
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L'antibiothérapie: de la découverte a la résistance

La découverte de I’antibiothérapie et son développement a partir des années 1940 ont permis
de diminuer de fagon importante la mortalité liee aux maladies infectieuses. Les antibiotiques
constituent une des plus importantes classes thérapeutiques et ont révolutionné la médecine
humaine. Découverte par Fleming, la pénicilline le premier antibiotique découvert a été
massivement utilisée et a permis de sauver des millions de vie. Par la suite (de 1940 a 1960),
le rythme des recherches s'accélére et la liste des antibiotiques n'a cessé de s‘allonger. En
1944, la streptomycine, le premier antibiotique ayant un effet sur le bacille de Koch a été
découverte rendant ainsi possible le traitement de la tuberculose (Rosset, 2003; Abastado,
2006), de nombreuses autres molécules antibiotiques ont été découvertes, conduisant a l'essor
de cette classe thérapeutique, permettant de traiter nombre d'infections jusqua lors
considérées comme mortelles. Ainsi l'introduction des antibiotiques en thérapeutique a fait
progresser l'espérance de vie de 'nomme de plus de dix années (Mc Dermott et Rogers,
1982). C'est l'ére des antibiotiques et la plus part des antibiotiques utilisés actuellement
proviennent de cette époque. Apres les années 1970, la recherche sur les antibiotiques se
ralentit fortement, l'arsenal thérapeutique de I'époque permettant de traiter efficacement la
plupart des infections bactériennes a laissé croire que le combat contre ces derniéres était
gagné. Suite a la réduction de la recherche en antibiothérapie, la mise sur le marché de
nouvelles molécules antimicrobiennes s'est appauvrie progressivement (Bush, 2004;
Andremont et Tibon-Cornillot, 2007). Les bactéries étant ainsi exposées par l'antibiothérapie
aux mémes molécules sur une longue période ne peuvent que s'adapter et acquérir des
mécanismes de résistance (Lewis, 2013). En fait, la résistance bactérienne aux antibiotiques
est un probléeme apparu des le début de l'utilisation clinique des antibiotiques. Fleming
observait déja des souches bactériennes résistantes et lancait un avertissement face a une
utilisation excessive de la pénicilline des 1945 (Trémoliéres et al., 2006). Par la suite, de
nombreuses études ont montré que des consommations importantes et un mésusage de ces
molécules sont les principales causes de I'émergence et de la diffusion de résistances
(Goossens et al., 2005). Au cours de ces dernieres années, la fréquence et I'ampleur des
infections causées par des bactéries de plus en plus résistantes, voire résistantes a tous les
antibiotiques, ont augmenté autant en milieu hospitalier qu'en milieu communautaire, pour
chaque classe d'antibiotiques existe au moins un mécanisme de résistance. Un constat

alarmant qui doit alerter les autorités sanitaires et le grand public (Alanis, 2005).
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Aujourd'hui, la résistance bactérienne aux antibiotiques croissante associée a l'amenuisement
de l'arsenal thérapeutique constitue un enjeu majeur de santé publique mondiale. L'ére post-
antibiotique du 21°™ siécle est prévue par 'OMS. Malgré sa mobilisation, le nombre de
victimes (mortalité, morbidité) ne cesse d'augmenter, avec des prévisions de plus en plus
pessimistes. L'OMS prévoit qu'en 2050, les maladies infectieuses résistantes aux antibiotiques
seront la premiére cause de déces par maladie. Il serait question de plus de 10 millions de
morts par an dans le monde (OMS, 2014).

Dés lors, en plus des mesures de surveillance des résistances bactériennes et des politiques sur
la réeglementation du bon usage des antibiotiques, le renouvellement de Iarsenal des
molécules anti-infectieuses est devenu une priorité pour faire face a ce fléau universel
émergent.

V. Médecines complémentaires et alternatives

Médecines complémentaires et alternatives MCA, traditionnelles, non conventionnelles,
naturelles, douces, ou paralleles... sont les différentes appellations qui se rapportent aux
pratiques, methodes, savoirs et croyances en matiere de santé qui impliquent l'usage a des fins
médicales de plantes, de parties d'animaux et de minéraux, de thérapies spirituelles, de
techniques et d'exercices manuels pour soigner, diagnostiquer et prévenir les maladies
physiques et mentales ou préserver la santé. Ces medecines sont trés anciennes et existent
dans quasiment tous les pays du monde. Certaines d'entre elles sont des pratiques séculaires
voir millénaires, comme la phytothérapie, la médecine traditionnelle chinoise "l'acupuncture”
ou "l'ayurveda” en Inde. L'homéopathie a été définie il y a plus de 200 ans, l'ostéopathie
développee dés 1874. D'autres sont de développement plus récent, comme la mésothérapie ou
la kinésiologie (années 1970-80) (Ernst, 2004; Din et al., 2011; Brinkhaus et al., 2013; OMS,
2019). Ces médecines font l'objet d'une reconnaissance progressive et sont de plus en plus
appréciées et utilisées.

1. Recours a la médecine traditionnelle

L'OMS estime que le recours aux médecines traditionnelles reste trés largement répandu dans
les pays en développement et est en hausse dans les pays développés. Dans les pays en
développement, probablement pour des raisons culturelles mais aussi en rapport avec la
difficulté d'acces a la médecine conventionnelle, la médecine traditionnelle reste centrale
puisque 80% des personnes y font appel (Dibong et al., 2011 a, ¢ ; Mpondo et Dibong, 2012).
Elle constitue soit le mode principal de prestation de soins de santé, soit un complément a ce

dernier. Pour d'autres raisons, dans les pays développés, ou l'acces aux soins est possible pour
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I'ensemble de la population, on observe un engouement croissant pour des pratiques non
conventionnelles. En effet, les patients mais aussi les professionnels de santé utilisent ces
pratiques. Il ressort de plusieurs études que les patients atteints de certaines affections
chroniques recourent plus fréqguemment aux MCA. La grande majorité des personnes les
considerent davantage comme un complément que comme une alternative. Dans l'union
Européenne, 70% des personnes ont eu recours au moins une fois dans leur vie a une pratique
non conventionnelle (Astin, 1998; White, 2000; De Smet, 2005).

Il existe un nombre considérable de pratiques de MCA. L'OMS recense plus de 4000
disciplines et distingue les méthodes fondées sur des produits naturels (phytothérapie,
aromathérapie,...), les techniques axées sur la manipulation (ostéopathie, chiropraxie,....), les
thérapies du corps et de l'esprit (hypnothérapie, méditation, sophrologie,...) ou encore les
approches completes reposant sur des bases theoriques qui leur sont propres (acupuncture,
homeopathie,....).

2. La phytothérapie

La phytothérapie serait la plus ancienne des médecines traditionnelles. 1l s'agit de I'utilisation
thérapeutique de substances végetales (herbes, feuilles, fleurs, racines, graines) ou «
traitement par les plantes ». Elle est basée sur l'observation empirique de Iaction
pharmacologique des plantes médicinales. Depuis la plus haute antiquité, les grandes
civilisations Chinoise, Egyptienne, Babylonienne, Grecque, Romaine, Arabe,... ont eu recours
aux plantes pour leurs propriétés thérapeutiques, mais sans savoir a quoi étaient dus leurs
effets bénéfiques. C'est alors jusqu'au XV111°M siécle, avec les progrés de la chimie et suite a
I'expérimentation scientifigue que I'nomme a découvert que les vertus thérapeutiques des
plantes sont attribuées a leur composition chimique, peu a peu il a introduit la notion de
principe actif et il a réussi a extraire et a isoler les principes actifs de certaines plantes ce qui a
permis la mise au point de médicaments essentiels.

3. Role de la phytothérapie dans la mise au point de médicaments

Guideées par les usages empiriques des plantes, les études ethnopharmacologiques ont apporté
a I'humanité plus de 60% de ses médicaments obtenus par extraction, hémi synthese ou
synthese totale, 74% des composés chimiques purs extraits de plantes utilisées en médecine a
travers le monde ont la méme utilisation que les plantes a partir desquelles sont dérivés
(Gurib-Fakim, 2006; Fleurentin, 2012). Ces médicaments qui viennent des plantes sont
présents dans tous les domaines de la médecine. L'un des médicaments les plus consommés

au monde l'aspirine® dérive de I'acide salicylique un principe actif isolé de I'écorce de Saule
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Salix alba au milieu du XIX®™ siécle. Le saule blanc était déja recommandé par le médecin
grec Hippocrate pour soulager les douleurs et les fievres. D'autres grands antalgiques, la
morphine extraite du Pavot a opium Papaver somniferum constitue avec ses dérivés jusqu'a
aujourd'hui, les médicaments de référence contre la douleur, 28 ans plus tard de la découverte
de la morphine, les chercheurs identifient dans cette méme plante la codéine, aux vertus
antalgiques, antitussives et analgésiques (Quetin-Leclerc, 2002; Liu et Wang, 2008; Mpondo
etal., 2012).

Des toniques et stimulants cardiaques comme la digitaline, extraite de la digitale Digitalis
lanata, est utilisée comme médicament majeur de l'insuffisance cardiaque et la quinidine
extraite du quinquina Cinchona officinalis. De cette méme plante, provient la quinine,
médicament antipaludique. Encore, l'artémisinine est extraite d'une plante toxique poussant en
Chine, I'Armoise annuelle, Artemisia annua (Kindermans et al., 2007; Ajibesin et al., 2008).
En cancérologie, plus de 50 % de molécules cytotoxiques mises sur le marché sont originaires
de plantes, méme si bien souvent, elles sont produites ensuite par synthése ou hémisynthese:
podophylline extraite de Podophyllum peltatum (a l'origine de I'étoposide et du téniposide),
camptothécine extraite de Camptotheca cuminata (a l'origine de lirinotécan), vincristine,
vinblastine et vinorelbine extraites de la pervenche de Madagascar Vinca rosea (ou
Cataranthus roseus), ellipticine isolé d'Ochrosia elliptica et de Rauvolfia sandwicensis et le
taxol, extrait de I'if, Taxus baccata et Taxus brevifolia (& l'origine du Taxol® et du
Taxotére®), utilisé pour traiter notamment les cancers du sein et des ovaires, mais également
certains cancers du poumon ou de la prostate (Wall et Wani, 1996; Anton, 2005; Frisvold et
Day-Rubenstein, 2008; Itokawa et al., 2008).

Un relaxant musculaire la D-tubocurarine est issu de la liane tropicale Chondrodendron
tomentosum, la réserpine est un agent hypotenseur extrait de Rauwolfia spp, la diosgénine
extraite de Dwsoerea mllosa est a l'origine des médicaments contraceptifs, la metformine est
un agent antidiabétique isolé de Galega officinalis (Gurib-Fakim, 2006).

Plusieurs autres médicaments importants sont issus de médecines traditionnelles d'origine
végeétale ou de recherches chimiques sur des molécules d'origine végétale: des purgatifs, des
cholagogues, des anti-diarrhéiques, des psychotropes, des diurétiques, des dépuratifs et autres.
L'approche zoopharmacologique qui étudie les comportements d'automédication d'autres
espéces animales tels que les chimpanzés a permis également la découverte de nombreux
médicaments comme la vernodaline, un principe actif aux propriétés anthelminthiques isolé a

partir des tiges de l'arbuste Vernonia amygdalina (Balunas et Kinghorn, 2005).
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Les plantes médicinales continuent a servir de sources inépuisables de substances actives
d'une grande diversité de structure chimique et un trés large éventail d'activités biologiques
qui peuvent étre a l'origine de nouveaux médicaments pour de nombreuses maladies (Rios,
2011; Zenasni, 2014). En effet, dans plusieurs laboratoires a travers le monde, les travaux sur
les plantes médicinales représentent un domaine de recherche de grande importance et les
substances qui leurs sont issues ont des intéréts multiples mis & profit dans la biotechnologie
tant dans l'industrie pharmaceutique qu'alimentaire, agroalimentaire et cosmétique.

4. Métabolites secondaires utilisés comme principes actifs

Les composés bioactifs des végétaux provoquant des effets pharmacologiques ou
toxicologiques chez les étres humains et les animaux sont généralement des métabolites
secondaires (Azmir et al., 2013). A coté de la synthése des métabolites primaires qui leur sont
vitales (acides nucléiques, acides amines, oses, lipides). Les plantes synthétisent également
des petites molécules organiques variees appelées métabolites secondaires (flavonoides,
saponines, résines, gommes etc.) qui leur permettent de contréler leur environnement, de
survivre en assurant un réle défensif contre les predateurs (herbivores, insectes, micro-
organismes) ou contre les rayonnements UV nocifs ou encore de se reproduire en attirant des
insectes pollinisateurs (Junio et al., 2011; Kardong et al., 2013).

Ces métabolites secondaires sont extrémement nombreux et presentent une diversité
structurale spectaculaire. Le nombre total de produits naturels des plantes a éte estimé a plus
de 500000, plus de 100 000 substances sont identifiées actuellement (Bindseil et al, 2001 ;
Zhang et Demain, 2005; Epifano et al., 2007; Kinghorn et al., 2009).

Les métabolites secondaires sont reconnus par leurs activités biologiques nombreuses qui
comprennent des activités antibactériennes, anticancéreuses, antifongiques, analgésiques, anti-
inflammatoires, diurétiques, gastro-intestinales, antioxydantes (Akroum, 2011; Kardong et al.,
2013; Dower et al., 2015; Tanabe et al., 2017; Pan et al., 2018b) dont la plupart sont
employés en médecine moderne. Ces produits, a structures chimiques souvent complexes,
sont trés dispersés et trés différents selon les especes. En fonction de leurs structures
chimiques et leur voie de biosynthese, nous distinguons trois classes: les composes
phénoliques, les composés azotés et les composés terpéniques (Ramawat et Merillon, 2008)
(Figure 7).
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Figure 7: Classification des métabolites secondaires (Jamwal, 2018).

4.1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont abondants dans les plantes. D'apres les
recherches scientifiques, il existerait dans le monde végétal plusieurs milliers de molécules
présentant une structure polyphénolique et plusieurs centaines dans les plantes comestibles.
Par deéfinition, les composés phénoliques ou les polyphénols regroupent toutes les molécules
composées de plusieurs groupes phénoliques. Un phénol est formé d'un cycle benzénique,
composé aromatique formé de six atomes de carbone auquel est lié au moins un groupe
hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction (éther, ester, hétéroside) (Figure 8). Ces
composes sont issus du métabolisme secondaire par deux voies de synthése fondamentales la
voie de shikimate (métabolisme de l'acide shikimique) ou/et la voie de I'acétate (métabolisme
de l'acide acétique) (Hennebelle et al., 2004; Manach et al., 2004; Sun et al., 2011).

Ils peuvent se présenter sous la forme de monomeres comme le pyrogallol, le catéchol, ou
I'acide gallique (Figure 9) ou sous forme de polymeéres complexes dont la masse moléculaire
peut atteindre 9000 comme les tannins (Figure 9). Selon leurs structures, les composés
phénoliques peuvent étre classés en plusieurs catégories: anthocyanes, coumarines, lignanes,
flavonoides, tannins, quinones, acides phénols, xanthones et autres phloroglucinols (Alvarez-
Suarez et al., 2013; Zanotti et al., 2015; Blade et al., 2016).
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Les flavonoides constituent le groupe le plus représentatif des composés phénoliques avec
plus de 6000 composés, ils sont quasiment universels chez les plantes vasculaires. lls
constituent des pigments responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents
organes végetaux (fleurs, fruits et parfois les feuilles) (Havsteen, 2002; Erlund, 2004;
Santhakumar et al., 2018). Ils ont une origine biosynthétique commune et par conséquent,
possedent tous un méme squelette de base a quinze atomes de carbones (squelette Cs-Cs-Ce),
constitué de deux unités aromatiques, deux cycles en Cs (A) et (B) reliés par une chaine en C3
(Figure 10) formant ainsi I'hétérocycle oxygéné (C) (Erdman et al., 2007; Bruneton, 2008). En
fonction de leurs structures, les flavonoides peuvent étre divisés en différentes sous classes
dont les anthocyanidines, les flavonoles, les isoflavonoles, les flavones, les isoflavones, les
flavanes, les isoflavanes, les flavanols, les isoflavanols, les flavanones, les isoflavanones, les
dihydroflavanols. Dans cette famille, I'hespéridine, la diosmine et la naringine sont les
principes actifs de plusieurs médicaments veinotoniques ou phlébotoniques pouvant améliorer
la circulation sanguine (Bravo, 1998; Del Rio et al., 2013; Alvarez-Suarez et al., 2017).

4.2. Les composés azotés

Les composés azotés sont représentés par les alcaloides comptant plusieurs milliers de
molécules, environ 12 000. Les alcaloides sont des composes complexes ayant des masses
moléculaires trés variables de 100 a 900 Da, ils sont doués de propriétés pharmacologiques
remarquables, toxiques ou thérapeutiques diverses. En général, ils ont pour précurseurs des
acides aminés, cependant, il existe un grand nombre des alcaloides dérives d'autres composeés
comme la pyrrolidine (Mann et al., 1994; Bhat et al., 2005; Bruneton, 2008, 2009) (Figure
11).

Les alcaloides ont été les premiers principes actifs isolés a partir de végétaux durant les
premiéres années du 19°™ siécle. En raison de leurs puissantes activités pharmacologiques, la
plupart des alcaloides purs, extraits des plantes ou leurs dérivés de synthese, comptent parmi
les médicaments de base dans le monde entier. Ils sont utilisés en tant qu'antalgiques majeurs
(morphine), antipaludéens (quinine), des antidépresseurs (morphine, scopolamine), des
stimulants (strychnine, caféine), des curarisants, des anesthésiques locaux, des antitumoraux
(vinblastine et vincristine déja citées plus haut), etc (Bruneton, 1999; Schauenberg et Paris,
2006; Ziegler et Facchini, 2008).
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HO

Figure 8: Structure chimique du noyau phénol (Stookey, 1970).

HO OH
(@) OH (b)

Figure 9: Structure chimique de l'acide gallique (a) et d'un tanin condensé
(proanthocyanidine) (b) (Sikora, 1990).

Figure 10: Squelette de base des flavonoides (Korkina, 1997).
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Figure 11: Structure chimique d'un alcaloide (Harborne,1998)

4.3. Les composés terpéniques

Les composés terpéniques, les terpénes ou les terpénoides constituent une classe importante
de métabolites secondaires de végétaux avec pres de 15000 structures moléculaires connues
qui déterminent également l'activite pharmacologique des plantes médicinales. Formés par
l'assemblage d'unités d'isopréne (Figure 12). Ils présentent une diversité chimique tres
importante. Selon le nombre d'unité isoprénique qui les constituent ainsi que les divers modes
d'assemblage, les terpénoides sont classés en terpeénes ou monoterpénes en Cio, sesquiterpenes
en Cys, diterpenes en Cao, triterpénes en Cso, tétraterpénes, polyterpénes (Guignard et al., 1985
; Harbone, 1998; Bruneton, 2008).

CH3

N CHy
H,C

Figure 12: Structure d'isopréne (Bruneton, 2009)

Les stéroides sont des dérivés de triterpenes tétracycliques. Certains stéroides végétaux
possedent une activité pharmacologique intéressante, notamment les glycosides
cardiotoniques de la digitale utilisés dans le traitement de l'insuffisance cardiaque (cités en
haut).

Les saponines constituent également une grande sous classe des composés terpéniques,
présents chez de nombreux végétaux sous forme d'hétérosides complexes (saponosides)
comme ils peuvent se trouver sous forme d'aglycones (génines ou sapogénines) (Estrada et al.,
2000; Hopkins, 2003; Sparg et al., 2004; Amzal, 2010). Selon la nature de leur génine, les
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saponosides sont classés en deux groupes: les saponosides a génine triterpénique dont les
triterpenes jouent le role des aglycones et les saponosides a génine stéroidique dont beaucoup
de stérols se produisent sous forme de glycosides. Leur structure chimique est similaire a celle
de nombreuses hormones humaines (cortisone...) et de nombreuses plantes qui en
contiennent, ont un effet sur l'activité hormonale, a titre d'exemple I'lgname sauvage,
Dwsoerea mllosa qui contient des saponines stéroidiques (diosgénine citée en haut), a partir

desquels on synthétisait la pilule contraceptive (Iserin, 2001).
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L’expérimentation a été réalisée au laboratoire de recherche : Antibiotiques, Antifongiques:
Physico-chimie, Synthése et Activité Biologique (LAPSAB), Département de Biologie,
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et des Sciences de la Terre et de 1’Univers,
Université Abou Bekr Belkaid Tlemcen, Algérie.
1. Matériel végétal
1.1. Sélection et présentation des plantes étudiées

Les plantes étudiées sont sélectionnées en fonction de leur fréquence d’emploi dans la
pharmacopée traditionnelle locale selon plusieurs enquétes ethnobotaniques réalisées dans des
études aupres des tradithérapeutes, des herboristes et des personnes se traitant avec les plantes
médicinales d’une part et le fait qu’elles ont ét€¢ peu étudiées d’autre part. Les plantes
sélectionnées sont Traganum nudatum Delile et Ammodaucus leucotrichus Cosson & Durieu.

1.1.1. Ammodaucus leucotrichus

1.1.1.1. Classification Quézel et Santa (1963), Dupont et Guignard (2007)
Régne: vegetal

Embranchement: Magnoliophyta
Sous-embranchement: Magnoliophytina
Classe: Rosopsida
Sous-classe: Cornidae
Ordre: Araliales
Sous-ordre: Aralianae
Famille: Apiaceae
Genre: Ammodaucus

Espéce: leucotrichus

1.1.1.2. Description botanique

Ammodaucus leucotrichus est une plante annuelle glabre a tiges dressées, rameuses et
finement striées, les feuilles sont tres divisées a laniéres étroites un peu charnues avec des
ombelles a 2-4 rayons, involucres a bractées trés divisees. Les fleurs sont blanches toutes
égales. Les méricarpes sont allongés 6-9 x 4-5mm a cotes secondaires couvertes de longs
poils soyeux trés denses, crépus, jaunes roux a la base puis blancs et longs de 8-10 mm (Photo
1). Cette plante est assez commune dans tout le Sahara (Ozenda, 1958) et est tres appréciée et

ramassée ce qui tend a la raréfier.

46



Matériel et méthodes

Photo 2: Parties aériennes d’Ammodaucus leucotrichus séchées

Photo 3: Parties aériennes d’Ammodaucus leucotrichus broyées

1.1.1.3. Noms de la plante

Noms Francais: Cumin velu, cumin de Sahara

Nom Anglais: Hairy cumin

Nom Arabe vernaculaire: EI Kamoun essofi, Nessoufa, Msowfa, Moudrayga

Nom Berbére: Akaman

1.1.1.4. Distribution géographique

Ammodaucus leucotrichus est une plante endémique du Sahara et Sub-Sahara de I'Afrique du
nord (Algérie, Maroc, Tunisie, Libye, elle s’étend jusqu'a I’Egypte et 1’Afrique tropicale).
Elle est assez commune dans les secteurs du Sahara septentrional et occidental et rare dans le
secteur du Sahara central, elle pousse également dans 1’archipel Macaronésien (Hammiche et
Mayza, 2006; Velasco-Negueruela et al., 2006).
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1.1.2. Traganum nudatum
1.1.2.1. Classification Quezel et Santa (1963):
Régne: Végétal
Embranchement: spermaphytes
Sous embranchement: angiospermes
Classe: Dicotylédones
Sous classe: Apétales
Série: Apétales unisexuées
Ordre: Centrospermales
Famille: Chénopodiacées
Genre: Traganum
Espece nudatum
1.1.2.2. Description botanique
C'est un arbrisseau vivace de hauteur de 30-60 cm, trés rameux a rameaux divariqués, gris-
blanchétres, pubérulents papilleux puis glabres. Les feuilles sont alternes glauques, charnues-
coriaces de (2)3-8x1,5-2mm, élargies a la base et aigues-mucronulées a l'apex portant de
nombreux poils blancs laineux. Les fleurs sont hermaphrodites a 2 bractéoles, le périanthe est
de 3-4mm cylindro-conique a 5 pieces scarieuses et obtuses, soudées a la base en tube court
laineux avec 5 étamines exsertes. L'ovaire est subglobuleux a 2 stigmates. La graine est
horizontale et subglobuleuse de couleur brune-jaunatre, lisse et mate d'un diamétre de 1 mm.

La floraison se produit durant le printemps. La photo 4 illustre la plante Traganum nudatum.

Photo 4: Traganum nudatum
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Photo 5: Parties aériennes de Traganum nudatum séchées

Photo 6: Parties aériennes de Traganum nudatum broyées

1.1.2.3. Noms de la plante
Noms Francais: Traganum dénudé
Nom Arabe vernaculaire: Damrane
1.1.2.4. Distribution géographique
Traganum nudatum est une plante endémique de I'Afrique du nord (Mauritanie, Maroc,
Algérie, Tunisie, Egypte) et de I'Asie occidentale, elle pousse dans les régions halophiles,
steppes argileuses, sables et lits d'oueds salés arides désertiques, les sebkhas du littoral et de
l'intérieur (Quezel et Santa, 1963).

1.2. Collecte du matériel végetal
Les plantes sont récoltées a maturité dans leurs habitats naturels: Ain Sefra, Wilaya de
Nadma durant le mois de Novembre 2015 concernant la plante Traganum nudatum et en Mars
2016 a Taghit Wilaya de Bechar-Algérie concernant la plante Ammodaucus leuchotricus.
L’identification botanique a été faite par une enseignante, chercheur a ’Université de Chlef,
Algérie. Au laboratoire, les parties aériennes des deux plantes sont mises a sécher a I’ombre
(Photo 2, 5) et a température ambiante pendant plusieurs semaines, ensuite elles sont broyées
finement, les poudres végétales ainsi récupérées sont stockées soigneusement dans un endroit

bien aéré a température ambiante et a I’abri de la lumiere (Photo 3, 6).
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2. Préparation des extraits
2.1. Preparation des extraits bruts
Les extraits bruts sont préparés par deux techniques: macération et infusion en utilisant un
mélange de solvants méthanol/eau 80/20 v/v.
2.1.1. Maceération
10g de poudre végétale sont macéres dans 100 ml de solution aqueuse de méthanol a 80/20
v/v a température ambiante pendant 72 h sous agitation continue.
2.1.2. Infusion
Pour I'infusion un volume de 100 ml de solution aqueuse de méthanol a 80/20 v/v
frémissante est versé sur 10 g de poudre végétale, le mélange est laissé infuser pendant 3
heures a température ambiante.
Les mélanges sont filtrés puis évaporés a 1’aide d’un évaporateur rotatif sous pression reduite
a une température 60° C (Harborne et al., 1998) pour éliminer le méthanol puis les phases
aqueuses sont versees dans des boites de pétri et déposees dans une étuve afin d'obtenir des
extraits secs apres 24 heures.
2.2. Fractionnement des extraits bruts
Les solvants employés pour le partage liquide-liquide sont I’acétate d’éthyle et le n-butanol.
Les résidus secs obtenus par évaporation des filtrats hydrométhanoliques sont partagés entre
10ml d’acétate d’éthyle et le méme volume d’eau distillée dans une ampoule a décanter.
Apres agitation et décantation des deux phases, la phase organique d’acétate d’éthyle est
récupérée et la phase aqueuse est a nouveau partagée avec 10 ml d’acétate d’éthyle. La phase
d’acétate d’éthyle est récupérée, additionnée a la précédente et séchée par un rotavapeur sous
pression réduite a 60°C. Cette fraction est la phase d’acétate d’éthyle. La phase aqueuse issue
de P’extraction avec I’acétate d’éthyle est partagée avec 10 ml du n-butanol. L’opération est
répétée plusieurs fois et la phase n-butanol est séchée au rotavapeur a 60 °C. Cette fraction est
la phase n-butanol. La figure 13 résume les étapes de fractionnement des extraits bruts. La
série d’extractions permet d’obtenir: I’extrait brut hydrométhanolique préparé par macération
(EBwm), la fraction d’acétate d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique préparé par
macération (FAcwm), la fraction n-butanol de 1’extrait brut hydrométhanolique préparé par
macération (Fn-Bwm) et I’extrait brut hydrométhanolique préparé par infusion (EB), la fraction
d’acétate d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique préparé par infusion (FAc), la fraction

n-butanol de I’extrait brut hydrométhanolique préparé par infusion (Fn-By).
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3. Calcul des rendements en extraits secs
Le rendement d’extraction est calculé par la formule:
R (%) = 100 Mext/Méch
Ou: R est le rendement en %; Mext est la masse de I’extrait apres évaporation du solvant en

mg et Méch est la masse seche de I’échantillon végétal en mg.

10 g de poudre végétale + 100 ml de méthanol aqueux 80/20 v/v

Macération pendant 72 h Infusion

Extrait brut hydrométhanolique

Filtration
Evaporation du méthanol a 60° C

A

Phase aqueuse

Fractionnement par I'acétate d'éthyle

A

Fraction acétate d'éthyle Phase aqueuse

Fractionnement par du n-butanol

]

Fraction n-butanol Phase agueuse

Figure 13: Etapes de la préparation des extraits bruts et leurs fractions
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4. Screening phytochimique

Une fois préparés, les extraits sont soumis a des tests pour détecter de fagon qualitative les
principales familles de métabolites secondaires qui peuvent se trouver dans les échantillons.
Les tests de caractérisation sont basés sur des réactions de précipitation et de coloration par
I’utilisation d'un réactif approprié pour chaque famille de composés. Les essais
phytochimiques sont menés suivant les méthodes phytochimiques usuelles.

4.1. Alcaloides

1 ml de Pextrait est divisé en deux volumes égaux. Un volume est traité par 500 pl de réactif
de Mayer, ’autre est traité par 500 ul de réactif de Wagner. La formation d’un précipité blanc
ou brun respectivement révele la présence des alcaloides (Mojab, 2003).

4.2. Tanins

2 ml d’extrait sont traités par 500 pl de solution aqueuse de FeClz (1%), le mélange est incube
pendant 15 minutes a température ambiante. La présence des tanins est indiquée par une
coloration verdatre (tanins catéchiques) ou bleu-noire (tanins galliques) (Karumi, 2004).

4.3. Flavonoides

1 ml d’acide chlorhydrique concentré et quelques copeaux de magnésium est ajouté a 1 ml de
I’extrait. Un test positif est révélé par I’apparition d’une coloration rose-orangée (flavones) ou
rose-violacée (flavanones) ou rouge (flavonols) (Malec et Pomilio, 2003).

4.4. Quinones libres

500 pl de lessive de soude (NaOH 1%) sont ajoutés a 5 ml de I’extrait a analyser, 1’apparition
d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet révele la présence des quinones libres
(Oloyede, 2005).

4.5. Anthraquinones

5 ml de NH4OH (10%) sont ajoutés a 5 ml de I’extrait. Aprés agitation, la présence des
anthraquinones est indiquée par une coloration violette (Oloyede, 2005).

4.6. Coumarines

2 ml de I’extrait sont partagés en deux parties égales. La premiere représente un témoin, la
deuxieme est traitée avec 100 pl de NH4OH a 10% ensuite une goutte de chaque tube est
prélevee puis déposée sur un papier filtre et ’observation se fait sous UV a 366 nm. Une

fluorescence intense révéle la présence de coumarines (Bruneton, 1999).
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4.7. Saponosides
Dans un tube a essai introduire 10 ml de I’extrait, agiter pendant 15 secondes puis laisser au
repos pendant 15 minutes. Une hauteur de mousse persistante supérieure a 1 cm indique la
présence de saponosides (N’Guessan et al., 2009).
4.8. Terpénoides: Test de Libermann-Burchard
Ajouter 5 ml d’anhydre acétique a 5 ml d’extrait puis ajouter 5 ml d’acide sulfurique
concentré. Incuber pendant 15 minutes, les structures stéroidiennes donnent avec cette
réaction une couleur violacée virant au vert (Edeoga et al., 2005).
4.9. Composés réducteurs
Les composés réducteurs sont mis en évidence par le réactif de Fehling : a 1 ml d’extrait sont
additionnés 2 ml de liqueur de Fehling. La formation d’un précipité rouge brique apreés 3 min
de chauffage au bain-Marie a 100°C indique une réaction positive.
5. Dosage des polyphénols totaux

5.1. Principe
Les composés phénoliques réagissent avec le réactif Folin-Ciocalteu. En milieu basique, le
réactif de Folin-Ciocalteu (mélange d’acide phosphotungstique H3PWi2040 et d’acide
phosphomolybdique H3zPMo012040) initialement jaune oxyde les groupements oxydables des
composé€s phénoliques présents dans I’extrait végétal et est réduit en un mélange d’oxydes
métalliques bleus de tungstene (WgO23) et de molybdéne (MogO23) (Payet et al., 2006). Cette
coloration est mesurée par lecture de I’absorbance a 765 nm. Elle est proportionnelle a la
quantité de polyphénols présents dans I’extrait analysé.

5.2. Mode opératoire

Le dosage est réalisé suivant le protocole de Vermerris et Nicholson (2006):

= 2 ml de carbonate de sodium a 2% fraichement préparés sont ajoutés a 100 pl de

I’extrait, agiter par un vortex

= Aprés 5 minutes, ajouter 100 ul du réactif Folin-Ciocalteu a 1N

= [ncuber pendant 30 minutes a température ambiante

= Lecture contre un blanc au spectrophotometre a 765 nm.
En paralléle, une gamme étalon est réalisée dans les mémes conditions opératoires en utilisant
un composé phénolique standard: 1’acide gallique a différentes concentrations croissantes
(0,05 — 0,5 mg/ml). Les résultats sont exprimés en milligramme (mg) équivalent d’acide

gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/Q).
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6. Dosage des flavonoides totaux
6.1. Principe
La quantification des flavonoides est effectuée par une méthode adaptée par Zhishen et al.
(1999) avec le trichlorure d'aluminium et la soude. Les flavonoides donnent avec le chlorure
d’aluminium des complexes de couleur jaune et la soude forme un complexe de couleur rose
qui absorbe dans le visible a 510 nm.
6.2. Mode opératoire
Le dosage des flavonoides est réalisé selon le protocole de Miliauskas et al. (2004)
= 500 pl de I’extrait ou de catéchine sont mélangés avec 2 ml d’eau distillée
= Ajouter 150 ul d’une solution de nitrite de sodium (NaNO>) a 15%
» Aprés 6 minutes, ajouter 150 pl de chlorure d’aluminium (AICl3) a 10%
» Incuber pendant 6 minutes, ensuite ajouter 2 ml d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 4%
et compleéter le volume final a 5 ml
= Agiter et incuber pendant 15 minutes a température ambiante
= Lire ’absorbance a 510 nm contre un blanc
La teneur en flavonoides totaux est exprimée par rapport a un composé reférence qui est la
catéchine a differentes concentrations croissantes (0,05 — 0,5 mg/ml). Les résultats sont
exprimés en milligramme (mg) équivalent de catéchine par gramme d’extrait sec (mg
ECATI/g).
7. Dosage des flavonols
7.1. Principe
La quantification des flavonols est effectuée par la méthode du trichlorure d'aluminium
décrite par Pattanayak et al. (2011) et Kalita et al. (2013).
7.2. Mode opératoire
= Dans un tube a essai, introduire 1 ml d'extrait puis ajouter 1 ml d'AIClz (2%) et 3 ml
d'acétate de sodium (5%) et bien mélanger
= Incuber pendant 150 min et lecture a 440 nm contre un blanc
En paralléle, une gamme étalon est réalisée dans les mémes conditions opératoires en utilisant
la quercétine comme standard a différentes concentrations croissantes (0,05 - 0,5 mg/ml). Les

résultats sont exprimés en milligramme équivalent de quercétine par gramme d’extrait sec

(mg EQ/9).
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8. Recherche de I’activité antioxydante
8.1. Test de piégeage du radical libre DPPH-
8.1.1. Principe
Cette méthode est basée sur le principe que le DPPH- accepte un atome d’hydrogéne a partir
d’une molécule scavenger par exemple un antioxydant résultant une réduction du DPPH" en
DPPH. (Figure), un changement de la couleur (violette) en jaune avec une diminution
concomitante de ’absorbance & 515 nm (Mishra et al., 2012). Le degré de changement de la
couleur est proportionnel a la concentration et a la puissance des antioxydants. L’activité
antioxydante est mesurée par la diminution de ’absorbance a 515 nm. Une grande diminution
de ’absorbance du mélange réactionnel indique une activité significative du compose a 1’essai
(Pereira et al., 2012).
8.1.2. Mode opératoire
Le test DPPH est effectué selon le protocole de Kumar et al. (2008) réalisé comme suit:
Préparation de la solution du DPPH:
Le DPPH' est solubilis¢é dans du méthanol absolu (Mishra et al., 2012) pour avoir une
concentration de 0,033 mg/ml.
Préparation des solutions d’extrait a tester
Chague solution subit une série de dilutions pour obtenir une gamme de concentrations allant
de (0,1 -10) mg/ml.
Préparation de la gamme d’acide ascorbique
Le contrdle positif est représenté par des solutions d’antioxydant standard: 1’acide ascorbique
synthétique dont I’absorbance est mesurée dans les mémes conditions que les échantillons
testés.
= 1ml de chaque concentration des extraits ou du standard est ajouté a 5 ml de la
solution du DPPH
= Aprés 30 minutes d'incubation a température ambiante et dans I'obscurité, I'absorbance
est lue a une longueur d'onde de 515 nm contre un blanc pour chaque concentration
qui contient 1 ml de I’extrait ou du standard et 5 ml de méthanol.

= Le contrdle négatif est représenté par la solution méthanolique du DPPH
L'activité antioxydante est estimée par le pourcentage de réduction du DPPH- (DPPH %)
suivant la formule suivante (Sharififar et al., 2009) :
DPPH % = (Ac- Ag) x 100 /Ac
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Ou: Ac: Absorbance du contrble (négatif) a la longueur d'onde 515 nm

Ae: Absorbance de I'échantillon a la longueur d'onde 515 nm
La valeur Clso est définie comme étant la concentration d’antioxydant pour réduire (ou
inhiber) 50% de DPPH. Les valeurs Clso sont calculées par la régression logarithmique ou
I'abscisse est représenté par les différentes concentrations des composeés testés et I'ordonné par
les pourcentages d'inhibition (1%) (Mensor et al., 2001, Sharififar et al., 2009). Une Clso
faible correspond a une activité antioxydante ou antiradicalaire élevée de I’extrait. Le
pourcentage de réduction du DPPH est inversement proportionnel a la Clsp (Prakash et al.,
2007).
8.2. Test FRAP: Ferric Reducing Antioxydant Power (Pouvoir réducteur du fer)
8.2.1. Principe
La technique FRAP est développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer
ferrique (Fe®") présent dans le complexe ferricyanide KsFe(CN)e en fer ferreux (Fe?")
impliquant le mécanisme de transfert des électrons. Par conséquent, Fe?* peut étre évalué en
mesurant et en surveillant ’augmentation de la densité de la couleur bleue cyanée dans le
milieu réactionnel & 700 nm (Chung et al., 2002). Une augmentation de I’absorbance
correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Hubert, 2006).
8.2.2. Mode opératoire
Le test FRAP est réaliseé suivant le protocole décrit par Oyaizu (1986):

» Pour 1 ml de chaque concentration de I’extrait de (0,1 -10) mg/ml, ajouter 2,5 ml
d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5 ml de ferricyanure du
potassium (KsFe(CN) s a 1% (m/v)

= Le mélange ainsi obtenu est incubé a 50 °C pendant 20 min puis refroidi a
température ambiante

= 2,5 ml de I’acide trichloracétique a 10% (m/v) sont ajoutés au mélange

= Le mélange subit une centrifugation a 3000 t/min pendant 10 min.

= Le surnageant est récupéré, 2,5 ml de ce dernier sont mélangés avec le méme volume
d’eau distillée et 0,5 ml d’une solution de FeClza 0,1% (m/v)

= L’absorbance est mesurée par spectrophotométrie a 700 nm contre un blanc

= La méme procédure est réalisée pour ’acide ascorbique

Les résultats permettent de calculer la concentration efficace (CEso), concentration de I’extrait
correspondant a une absorbance égale a 0,5 obtenue par I'interprétation de la courbe de
régression linéaire ou logarithmique ou l'abscisse est représenté par les différentes

concentrations des extraits testés et I'ordonné par les absorbances.
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8.3. Capacité antioxydante totale (CAT)

8.3.1. Principe
Cette technique est basée sur la réduction de molybdéne Mo(VI1) en molybdéne Mo(V) en
présence de I’extrait pour former un complexe vert de phosphate/ Mo(V) a pH acide.

8.3.2. Mode opératoire
La capacité antioxydante totale (CAT) des extraits est évaluée par la méthode de
phosphomolybdéne de Prieto et al. (1999):

= 0,3 ml de chaque extrait sont mélangés avec 3 ml de solution du réactif (0,6 M acide

sulfurique, 28 mM phosphate de sodium et 4 mM molybdate d’ammonium)
= Les mélanges sont incubés a 95°C pendant 90 min.
= Apres refroidissement, I’absorbance des solutions est mesurée a 695 nm contre le
blanc qui contient 3 ml de la solution du réactif et 0,3 ml du méthanol

La méme procédure est réalisée pour I’acide ascorbique a différentes concentrations
croissantes. La capacité antioxydante totale est exprimée en milligramme équivalents d’acide
ascorbique par gramme d'extrait sec (mg EAA/ g).
9. Recherche de I’activité antimicrobienne
9.1. Recherche de I’activité antibactérienne
L’activité antibactérienne des différents extraits a été évaluée par une méthode qualitative
(méthode de diffusion sur gelose ou methode des disques) et une autre quantitative (méthode
de microdilution en milieu liquide).
Les souches utilisées (Tableau 1) sont des souches de référence de I'American Type Culture
Collection (ATCC) provenant du laboratoire de recherche : Antibiotiques, Antifongiques:
Physico-chimie, Synthése et Activité Biologique (LAPSAB), département de Biologie, faculté
des sciences de la nature et de la vie et des sciences de la terre et de 'univers, Université de

Tlemcen, Algérie.
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Tableau 1: Souches utilisées pour la recherche de I’activité antibactérienne

Bactéries & Gram Positif Staphylococcus aureus ATCC 25923

Enterococcus feecalis ATCC 49452

Listeria monocytogenes ATCC 15313

Micrococcus luteus ATCC 9341

Bacillus subtilis ATCC 6633

Bacillus cereus ATCC 10876

Bactéries a Gram Négatif Escherchia coli ATCC 25912

Acinetobacter baumannii ATCC 19606

Citrobacter freundii ATCC 8090

Proteus mirabilis ATCC 35659

Salmonella typhimurium ATCC 13311

Enterobacter cloacae ATCC 13047

9.1.1. Méthode de diffusion sur gélose

Le test de sensibilité est effectue sur milieu gélosé de Mueller Hinton préparé a pH allant de
7,2 a 7,4 selon la méthode de diffusion des disques décrite par le CLSI, M2-A9 (2010).
9.1.1.1. Principe

C’est une technique qualitative pour I’évaluation de I’activité antibactérienne basée sur la
mesure de diametre des zones d’inhibition (halo ou auréole d'inhibition) de la croissance
bactérienne formées autour d'un disque imprégné d'une substance active.

9.1.1.2. Mode opératoire

L’inoculum est préparé a partir d’une culture jeune de 18 a 24 heures sur milieu gélosé non
sélectif. Quelques colonies d’une culture pure sont suspendues dans de I’eau physiologique
stérile. La suspension est ensuite ajustée au standard 0,5 Mc Farland & l’aide d’un
spectrophotometre a 625 nm. La densité optique doit étre comprise entre 0,08 et 0,13 qui

correspond approximativement a 1-2 x 10 8 UFC/ml (Colonies Forming Units).
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L’ensemencement de I’inoculum se fait par écouvillonnage sur la gélose par des stries serrées
tout en tournant la bofte a 60° a trois reprises. Des disques en papier filtre Wattman N°4 de 6
mm de diametre sont stérilisés par autoclavage puis imprégnés par 10 pl des extraits a tester
solubilisés dans le DMSO pur. Les disques sont placés aseptiquement sur la gélose
préalablement inoculée. A partir du disque, I'extrait diffuse dans la gélose. Les disques
témoins sont imprégnés par 10 pul de DMSO et la gentamicine (10 pg/disque) est utilisée
comme antibiotique de référence. Les boites sont incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures.
Apres I’incubation, I’effet des extraits se traduit par ’apparition autour de disque d’une zone
circulaire transparente correspondant a I’absence de la croissance bactérienne. Plus le
diameétre de cette zone est grand plus la souche est sensible.

9.1.2. Méthode de microdilution en milieu liquide

La méthode de microdilution en milieu liquide est réalisée selon les recommandations de
CLSI, M07-A8 (2010). Le milieu de culture recommandé pour cette technique est le bouillon
Mueller Hinton a un pH allant de 7,2 a 7,4.

9.1.2.1. Principe

La méthode de microdilution en milieu liquide est réalisée dans le but de determiner la
concentration minimale inhibitrice CMI, qui est la plus faible concentration de 1’agent
antimicrobien qui inhibe la croissance des microorganismes visible a I'ceil apreés 18 ou 24 h de
contact a 37°C.

9.1.2.2. Mode opératoire

Des microplaques stériles a 96 puits sont utilisées dans ce test. Les extraits sont préparés dans
le bouillon Mueller Hinton pour obtenir une gamme de concentrations décroissantes allant de
25; 12,5; 6,125; 3 mg/ml dans les puits des microplaques (La concentration du DMSO ne
dépasse pas 2% dans le premier puits). Le premier puits de la microplaque est utilisé comme
contrble négatif rempli que par le milieu de culture. Tandis que le dernier puits représente le
controle positif qui ne contient que la suspension bactérienne.180 ul de chaque concentration
de chaque extrait sont déposés dans chaque puits puis 20 pl de I’inoculum sont ajoutés pour
avoir une concentration finale de 5.10 # cellules/ml. Aprés 24 heures d’incubation a 37°C, la
lecture est effectuée a I’ceil nu. La CMI est la plus faible concentration de 1’extrait testé pour

laquelle aucun trouble visuel n’est observé.
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9.2. Recherche de I’activité antifongique
Les souches utilisées sont des levures de Candida albicans de référence: Candida albicans
ATCC 10231, Candida albicans ATCC 26790 et Candida albicans IP 444. L’activité
antifongique des différents extraits est évaluée par la technique de diffusion sur gélose.
9.2.1. Technique de diffusion sur gélose
Dans cette méthode, le milieu de culture utilisé est la gélose Mueller Hinton supplémentée de
2 % de glucose et 0,5 pg/ml de bleu de méthyléne a un pH de 7,2 a 7,4 ce qui permet de
produire des zones d’inhibition visibles.
L’inoculum est préparé par suspension de quelques colonies distinctes d’une culture jeune de
24 h dans de I’eau physiologique stérile. L’inoculum est ajusté au standard 0,5 Mc Farland
par un spectrophotométre a 530 nm soit une densité optique de 0,12 a 0,15 pour avoir 1 a 5 x
10 © cellules/ml. Apres la préparation de la suspension de levures, la surface de la gélose de
Mueller Hinton supplémentée est ensemencée par écouvillonnage avec une rotation de la
boite de Pétri de 60° 3 fois pour assurer une bonne distribution de I’inoculum. Des disques
stériles en papier filtre (6 mm) sont imprégnes par les extraits a tester (10 ul/ disque) et sont
déposés sur la gélose. Apres 15 min de I’application des disques, les boites sont incubées a 35
+ 2°C pendant 20 a 24 h (NCCLS, 2004). La lecture des résultats se fait par la mesure des
zones d’inhibition (mm).
10. Recherche de P’activité antidiabétique

10.1. Recherche de I'activité antidiabétique in vivo
Cette étude repose sur la recherche d'un éventuel effet antidiabétique des extraits chez des rats
rendus diabétiques par la streptozotocine a court et a long terme.
10.1.1. Animaux d'expérimentation
Notre étude porte sur des rats de laboratoire de souche Wistar (Rattus norvegicus) adultes,
agés de 3 mois ayant un poids entre 200 et 300 g. L’¢levage des animaux s’est déroulé au sein
de I’animalerie du département de Biologie, Faculté des sciences de la nature et de la vie et
sciences de la terre et de I'univers, Université Abou Bekr Belkaid (Tlemcen). Ces animaux
sont maintenus sous conditions favorables : Température entre 25 a 30°C, aération suffisante
et sont nourris ad libitum par un aliment supplémenté en vitamines sous forme de granulés
composés de mais, tourteaux de soja, issu de meunerie et un complexe minéralo-

vitaminiques.
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10.1.2. Induction du diabéte expérimental

Un diabéte expérimental est provoqué chez des rats Wistar 4gés de 3 mois avec un poids
corporel compris entre 200 et 300 g de sexe male & jeun par unique injection intrapéritonéale
de la streptozotocine a 60 mg/kg.p.c préparée juste avant son administration dans un tampon
citrate (0,1 M, pH 4,5). L’installation du diabéte est vérifiée chez les rats par ’analyse de la
glycémie a l'aide d'un glucometre a bandelettes réactives a partir de I'extrémité caudale et de
la glucosurie. Les animaux présentant une glucosurie positive et une glycémie supérieure a
1,6 g/l sont considérés diabétiques et sont retenus pour l'étude.

10.1.3. Recherche de I'effet antihyperglycémiant a court terme

Afin d'évaluer l'effet des extraits a tester sur la glycémie, les rats sont répartis en lots:

Lot 1: Rats normaux témoins RNT

Lot 2: Rats normaux injectés par I'extrait brut hydrométhanolique RNEB de T. nudatum

Lot 3: Rats normaux injectés par la fraction acétate d'éthyle RNF de T. nudatum

Lot 4: Rats normaux injectés par l'extrait brut hydrométhanolique RNEB d'A. leucotrichus
Lot 5: Rats normaux injectés par la fraction acétate d'éthyle RNF d'A. leucotrichus

Lot 6: Rats diabétiques témoins RDT

Lot 7: Rats diabétiques injectés par I'extrait brut hydrométhanolique RDEB de T. nudatum
Lot 8: Rats diabétiques injectés par la fraction acétate d'éthyle RDF de T. nudatum

Lot 9: Rats diabétiques injectés par I'extrait brut hydrométhanoliqgue RDEB d'A. leucotrichus
Lot 10: Rats diabétiques injectés par la fraction acétate d'éthyle RDF d'A. leucotrichus
Chaque lot comporte 5 rats et la glycémie est mesurée par un glucometre a partir de
I'extrémité de la queue a to (avant I'injection) et a 60, 120 et 240 min (aprés injection). Les
extraits testés sont les extraits bruts hydrométhanoliques et leur fractions acétate d'éthyle des
deux plantes étudiées, ils sont solubilisés dans de I'eau physiologique et sont injectés par voie
intrapéritonéale a une concentration de 250 mg/Kg.p.c a jeun de 16 h (Tableau 2).

10.1.4. Recherche de I'effet antihyperglycémiant a long terme

Cette étude est une continuité a celle a court terme dont les rats sont injectés chaque semaine
par les mémes doses des mémes extraits et suivis pendant 4 semaines par mesure de la
glycémie apres 16 h de jeun chez les mémes groupes de rats.

Les résultats sont exprimés en glycémie en g/l et les variations de la glycémie sont exprimées

en pourcentages et sont calculées comme suit:

Variation de la glycémie (%) = [(Gt - Gb) / Gb] x 100
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Gt: Glycémie a temps, Gh: Glycémie basale (Glycémie a to pour I'étude a court terme et la
glycémie de la semaine précédente pour I'étude a long terme).

Tableau 2: Répartition des lots, extraits et doses testés pour la recherche de l'activité
antidiabétique

Lot Nombre et Doses Temps
ots i njections P
de rats Plante étudiée ] injectées d'injections
RNT 05
Eau physiologique 0,9%
RDT 05
RNEB 05 Extrait brut 250 mg/kg
) to | S1]S2|S3
RDEB 05 Traganum hydrométhanolique p.c
nudatum

RNF 05 o , 250 mg/kg

Fraction acétate d'ethyle
RDF 05 p.c
RNEB 05 Extrait brut 250 mg/kg
RDEB 05 Ammodaucus hydrométhanolique p.c

leucotrichus

RNF 05 _ ) ) 250 mg/kg

Fraction acétate d'éthyle
RDF 05 p.c

RNT rats normaux témoins, RDT rats diabétiques témoins, RDEB rats diabétiques traités par I'extrait brut,
RNEB rats normaux traités par I'extrait brut, RNF: rats normaux traités par la fraction acétate d'éthyle, RDF:

rats diabétiques traités par la fraction acétate d'éthyle, to. tempso, S: semaine

10.2. Recherche de I'activité antidiabétique in vitro

10.2.1. Recherche de I'effet des extraits sur I'absorption du glucose par le foie et le
tissu adipeux de rats de laboratoire
L’effet des extraits sur I'absorption du glucose par les coupes de foie et les adipocytes isolés
de rats Wistar est réalisé selon les protocoles de Lahfa (1985) et Rodbell (1964) modifiés
respectivement, I’effet des extraits est comparé par rapport a l'effet de I’insuline. Les extraits
testés sont les extraits bruts hydrométhanoliques et leurs fractions acétate d'éthyle des deux
plantes étudiées.
10.2.1.1. Milieux d'incubation KRBA
Les coupes de foie et les adipocytes isolés des rats sont incubés dans un milieu KRBA
(Krebs-Ringer Bicarbonaté Albuminé) préparé a partir du KRB (Krebs-Ringer Bicarbonaté) et
de l'albumine bovine sérique (BSA). Une fois le KRB préparé (Tableau 3) il est conservé a
4°C. Le pH de la solution KRB est ajust¢ a 7,4 par 10 mM d’Hepes (acide 4-(2
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hydroxyeéthyle)-1- piparazine-éthane sulfonique) tout juste avant son utilisation. 1 g de BSA
(Bovin seric albumin) est ajouté au KRB pour préparer la solution KRBA 1% qui sert au
lavage des tissus et 4 g de BSA sont ajoutés pour preparer la solution de KRBA 4% utilisée
pour I’incubation des tissus, a partir de cette derniere deux autres solutions de KRBA 4%
glucosées sont préparées: KRBA 4% glucosé a 1 g/l (5 mM) et KRBA 4% glucosé a 3 g/l (16
mM).

Tableau 3: Composition du KRB

Constituants Molarités [MM] Masses Volume
(9)

NaCl 12 7
CaCl, 0,13 0,149
KCI 0,48 0,374

1 litre

KH2PO4 0,12 0,163
MgSQO4 0,12 0,295
NaHCO3 2,4 2,04

10.2.1.2. Recherche de I'effet des extraits sur I'absorption de glucose par les coupes de
foie

Aprés la mise a jeun de 16 a 18 h, les rats sont sacrifiés par dislocation cervicale et disséqués.
Aprés ouverture de I’abdomen, le foie est rapidement prélevé et déposé dans une boite de
pétri contenant du sérum physiologique (NaCl 9 %o) pour le nettoyer des vaisseaux et des
caillots sanguins puis pesé et découpé en petits morceaux avec un scalpel sous forme de
coupes tres fines d'environ 1mm d'épaisseur. Les coupes sont lavées 2 a 3 fois avec le KRBA
1% et incubées a 37 C° pendant 90 minutes sous agitation continue en présence de différentes
concentrations des extraits et d'insuline en utilisant des plaques de culture cellulaire en
polyéthylene a 24 puits de 3,5 ml. Dans chaque puits, une masse de 0,2 g des coupes de foie
est déposée, un volume de 1,5 ml de KRBA 4% glucosé a 5 mM ou a 16 mM est ajouté
contenant I'extrait a tester a 100, 200 ou 500 pg/ml ou bien I'insuline a 10, 50 ou 100 pU/ml
(Tableau 4) (L'insuline utilisée est une solution d'insuline humaine bio synthétique injectable
en stylo a 100 U/ml  (Novorapid®, Flexenpen®) et une aiguille de 8mm (Novofine). En
paralléle, quatre puits témoins sont utilisés constitués de KRBA 4% glucosé a 5 mM ou a 16
mM en absence et en présence des coupes de foie. Apres chaque 30 min d'incubation, un

volume de 500 pl est prélevé de chaque puits puis centrifugé a 2000 tour/min pendant 5 min
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afin de réaliser un dosage de glucose restant dans le milieu d'incubation et par conséquent
déduire le taux du glucose absorbé par les coupes de foie (Figure 15).

10.2.1.3. Recherche de I'effet des extraits sur I'absorption de glucose par les adipocytes
Apres la mise & jeun de 16 & 18 h, les rats sont sacrifiés de la méme maniere décrite
précédemment et les tissus adipeux épididymal et surrénal sont immédiatement prélevés,
lavés tout d'abord par du NaCl 9 %o ensuite par le KRBA 1% puis découpés en petits
morceaux. Ces morceaux sont incubés dans du KRBA 4% pendant 45 minutes a 37°C sous
agitation contenant la collagénase de type Il a raison de 5 mg/ml. Aprés digestion
enzymatique le melange est filtré, le filtrat est centrifugé a 400 tr/min pendant 5 min et les
adipocytes sont récupérés a la surface. En utilisant une boite de culture cellulaire en
polyéthyléne, un volume de 500 ul de la suspension adipocytaire est déposé dans chaque puits
avec 1,5 ml de KRBA4% glucosé a8 5 mM ou a 16 mM en présence des différentes
concentrations des extraits a tester ou d'insuline (Tableau 4). Des puits expérimentaux
contenant du KRBA 4% glucosé a 5 mM ou a 16 mM en absence et en présence des
adipocytes sont utilisés comme témoins (Figure 14). L'incubation est maintenue pendant 90
minutes a 37°C dans une étuve agitatrice. Le reste de la procédure est similaire a celui décrit
pour les coupes de foie.

10.2.1.4. Viabilité et numération cellulaire

Dans le but de vérifier 1’état des cellules ainsi que le nombre des cellules vivantes par ml de
suspension et par g de tissu avant chaque manipulation, une numération cellulaire est réalisée
par comptage au microscope optique a I’aide d’une cellule de Thoma. Apres lavage par du
NaCl 0,9 % puis par le KRBA 1%, 0,2 g de coupes de foie sont écrasees dans un mortier et
filtrées par une passoire et la suspension cellulaire est récupérée dans 2 ml de solution
(EDTA+ KRBA 1%), puis 50 pl de cette solution sont mélangés avec 50 pul de bleu de trypan
a 0,2 %, a partir de ce mélange quelques ul sont prélevés et déposés entre lame et lamelle au
niveau de la cellule de Thoma. Pour les adipocytes, aprés digestion enzymatique par la
collagénase 11, 50 pl de la suspension adipocytaire obtenue sont mélangés avec 50 ul de bleu
de trypan et quelques pl de ce mélange sont déposés sur la chambre de comptage.

Le bleu de trypan est utilisé pour colorer les cellules mortes qui se laissent envahir par ce

colorant et le nombre de cellules viables est calculé selon la formule suivante:

Nombre total des cellules
Nombre de cellules/ ml /g = ' x Facteur de dilution x 25 x 10*

Nombre de carrés
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Tableau 4: Concentrations d'insuline et des extraits testés pour la recherche de I'effet sur

I'absorption du glucose par les coupes de foie et les adipocytes isolés de rats Wistar

Incubation a 37 °C sous agitation pendant 90 minutes

KRBA 4% + || KRBA 4% + ) _ _
Suspension adipocytaire
] 5 mM de 16 mM de
Concentrations (uhy/
glucose glucose ]
Coupes de foie (g)
(ml) (ml)
1,5
1,5
Témoins
1,5 500 ul /0,2 g
1,5 500 ul /0,2 g
1,5 500 ul/0,2¢g
10 p Ut/ml
1,5 500 ul /0,2 g
1,5 500 ul/0,2¢g
Insuline 50 p Ul/mi
1,5 500 ul/0,2¢g
1,5 500 ul/0,2¢g
100 p Ul/mi
1,5 500 ul/0,2¢g
15 500 ul/0,2¢g
100 pg/ml
Extrait brut 1,5 500 ul/0.29
hydrométhanolique 15 500 ul /0,2 g
200 pg/mi
T. nudatum / 1,5 500 ul /0,2 g
A.leucotrichus 15 500 Wl /0,2 g
500 pg/mi
1,5 500 ul/0,2¢
1,5 500 ul/0,2¢
100 pg/ml
Fraction acétate 1,5 500 ul/0,2g
d'éthyle 15 500 ul/0,2¢g
200ug/ml
T. nudatum / 1,5 500 pul/0,2g
A.leucotrichus 15 500 1l /0,2 g
500 pg/mi
1,5 500 ul/0,2¢
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[ Récupération du tissu adipeux apres dissection ]

v

[ Lavage du tissu adipeux par NaCl 9 %o puis par KRBA 1% ]

[ Digestion enzymatique par la collagénase Il pendant 45 minutes, a 37° sous agitation ]

A\ 4

Filtration et centrifugation

v
0 Y —
;?ﬂﬁ?ﬁ;ngs"g‘fﬁ,ixfrglv'bﬁl‘i @O O O <« T1:1,5ml KRBA 4 % glucosé a 5 mM
hydrométhanc;quue 3 différentes < T2:1,5ml KRBA 4 % glucosé a 5mM + 0,5 ml
. de SC
4_

concentrations 100, 200, 500 pg/ml _ QO O O T3: 1,5 ml KRBA 4 % glucosé 4 16 m M

~ OO O O T4: 1,5 ml KRBA 4 % glucosé 4 16 mM + 0,5
1,5 ml KRBA 4% glucosé a 5 mM ou *“~ mldesc
216 mM + 0,5 ml SC + la fraction ™ OO OO
acétate d’éthyle  a  différentes | N
concentrations 100, 200, 500 pg/mi QO O O

1,5 ml KRBA 4% glucosé a 5 mM ou a 16

OO O O mM + 0,5 ml SC + Iinsuline & différentes
k / concentrations 10, 50, 100 pU/ml

[ Incubation pendant 90 min a 37° C sous agitation ]

!

[ Prélevements de 0,5 ml de chaque puits chaque 30 minutes ]

!

[ Centrifugation a 4000 t/min (5min) ]

[ Dosage enzymatique du glucose restant ]

Figure 14: Etapes de la recherche de I’effet des extraits sur I’absorption du glucose par les

adipocytes isolés de rats Wistar.

SC suspension cellulaire adipocytaire
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[ Récupeération du foie apres dissection ]
\ 4
[ Lavage du foie par NaCl 9 %o J
[ Découpage du foie en coupes fines (Imm d’épaisseur) j

v

[ Lavage 3 fois des coupes par du KRBA 1 % puis centrifugation ]

1,5 ml KRBA 4% glucosé a 5mM ou a
16 mM + 0,2 g coupes de foie + I’extrait
brut hydrométhanolique a différentes
concentrations 100, 200, 500 pg/ml

O O <+—T1:1,5ml KRBA 4 % glucosé a 5 mM
T2:1,5ml KRBA 4 % glucosé a 5mM + 0,2 g
<—(e coupes de foie
T3:1,5mlI KRBA 4 % glucosé a 16 m M
«—T4:1,5ml KRBA 4 % glucosé a 16 mM + 0,2 g

1,5 ml KRBA 4% glucosé a 5 mM ou de coupes de foie
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a 16 mM + 0,2 g coupes de foie + la «
fraction acétate d’éthyle a différentes 1,5 ml KRBA 4% glucosé 2 5 mM ou & 16
concentrations 100, 200, 500 pg/ml mM + 0,2 g coupes de foie + Iinsuline a
O O différentes concentrations 10, 50, 100 pU/ml
[ Incubation pendant 90 min a 37° C sous agitation ]

[ Prélevements de 0,5 ml de chaque puits chaque 30 minutes ]

[ Centrifugation a 4000 t/min (5min) ]

[ Dosage enzymatique du glucose restant ]

Figure 15: Etapes de la recherche de I’effet des extraits sur ’absorption du glucose par les

coupes de foie isolées de rats Wistar.
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10.2.1.5. Dosage de glucose

Le dosage de glucose restant dans les milieux d’incubation se fait a I’aide d’un kit de dosage
enzymatique suivant la méthode de Trinder (1969).

Principe

Le taux de glucose est déterminé par une méthode colorimétrique enzymatique, le glucose en
présence de glucose-oxydase (GOD) est oxydé en acide gluconique et peroxyde d’hydrogéne.
Ce dernier, en présence de peroxydase (POD) et phénol oxyde un chromogéne incolore (4-
aminoantipyrine) en couleur rouge a structure quinone-imine. L’intensité de la coloration est
proportionnelle a la concentration de glucose.

Mode opératoire

10 pl des surnageants récupérés sont mélangés avec 1 ml de la solution de travail puis incubés
pendant 20 minutes a température ambiante. L’absorbance est ensuite mesurée au
spectrophotometre a 505 nm contre un blanc (Tableau 5).

Tableau 5: Dosage enzymatique du glucose

Blanc Etalon Echantillon
Solution de travail 1ml Iml Iml
10 ul 0ul

Calcul

Concentration glucose restant dans le milieu = (Ao/Ag)

Ou, Ap: Absorbance de dosage, Ae: Absorbance de 1’étalon. Les teneurs en glucose sont
exprimées en g/l.

11. Recherche de toxicité (Test d’hémolyse)

L’effet hémolytique des différents extraits est testé in vitro sur une suspension érythrocytaire
du sang humain incubée dans un tampon PBS (Phosphate Buffered Saline) 10 mM a pH 7,4+
0,2 selon la méthode de Guo-Xiang et Zai-Qun (2008).

11.1. Préparation de la suspension érythrocytaire

Du sang fraichement prélevé d'un donneur sain sur tube hépariné est centrifugé a 4000
tours/minutes a 4°C pendant 5 minutes. Aprés élimination du surnageant, le culot est lavé
deux fois par le tampon PBS 10 mM, pH 7,4 puis 1 ml du culot de la derniére centrifugation

est resuspendu dans 19 ml de PBS pour obtenir une suspension érythrocytaire diluée 20 fois.
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11.2. Dénombrement cellulaire

Un dénombrement des globules rouges contenus dans la suspension érythrocytaire ainsi
préparée est réalisé au microscope optique par une cellule de Thoma, pour ce faire un volume
de 10 pl de la suspension érythrocytaire diluée est prélevé et déposé entre lame et lamelle, le

nombre de globules rouges est calculé suivant la formule:

Nombre total des érythrocytes
Nombre de globules rouges = x Facteur de dilution x 25 x 10*

Nombre de carrés

11.3. Mesure de la fuite de I’hémoglobine

Un volume de 8910 pl la suspension érythrocytaire préparée est incubé avec 90 pl des
différentes concentrations des extraits a tester a 37 °C pendant 60 minutes sous agitation
continue. Immédiatement aprés I'addition de I'extrait (ce qui correspond au temps zéro), des
prélevements de 0,5 ml du milieu réactionnel sont réalisés chaque 15 min pour étre
resuspendus dans 1,5 ml du PBS. Les tubes sont centrifugés a 4000 tours/min pendant 5 min.
Le surnageant sert a suivre la fuite de ’hémoglobine par mesure de 1’absorbance a une
longueur d’onde de 548 nm contre un blanc. Pour le contrdle positif, I’hémolyse totale est
obtenue par la mise en suspension des globules rouges avec I’eau distillée, la suspension des
globules rouges dans le PBS est utilisée comme controle négatif.

Les taux d’hémolyse des différents échantillons sont calculés en pourcentage par rapport a

I’hémolyse totale selon la formule suivante:

Taux d’hémolyse (%) = 100 x (A s4gnm de 1’échantillon—A s4s nm de contrdle négatif) /

A 548 nm contrOle positif

12. Analyse par chromatographie liquide en phase inverse a haute performance RP-
HPLC-PDA

Une analyse des extraits est réalisée par chromatographie en phase liquide a haute
performance (CLHP) sur un systéeme Perkin Elmer Flexar équipé d’une pompe de distribution
de solvant binaire reliée a un détecteur a barrette de diodes (PDA). La séparation des extraits
est effectuée sur une colonne Eclipse ODS C18 en phase inverse 150 mm x 4,6 um Hypersil
utilisée en tant que phase stationnaire a température ambiante avec un débit maintenu a 1

ml/min. La phase mobile consiste en acide acétique (2%) (solvant A) et en méthanol ultra-
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pure en tant que solvant B. Les composés phénoliques sont eluées en utilisant un gradient
d'élution: 5 min avec 10% de B, 25 min avec 90% de B puis 15 min de gradient linéaire de
90% a 100% de B et 20 minutes pour I’équilibration. Les chromatogrammes sont enregistrés a
une longueur d’onde de 280 nm. L’identification des composés est réalisée en comparant
leurs temps de rétention et leurs spectres UV a ceux d’étalons purs. Cette analyse est réalisée
au sein du laboratoire de produits naturels (LAPRONA), faculté des sciences de la nature et
de la vie, sciences de la terre et de l'univers, département de biologie, Université Abou Bekr
Belkaid Tlemcen.

Chaque technique a été réalisée en triplicate. Les résultats sont présentés par leur moyenne
affectée de I’erreur standard a la moyenne (n = 3).

13. Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (erreur standard de la moyenne). La comparaison
entre les valeurs moyennes des résultats est effectuée a l'aide du test de Student.

La moyenne

L'erreur standard de la moyenne SEM

¢ __ o _ | 2&=x)

" Vr—1 n(in-—1)

Test de Student

Ce test nous donne le degré de signification P ou la différence entre deux moyennes est:
Significative : P <0.05 (*)

Tres significative : P < 0.01 (**)

Hautement significative : P < 0.001 (***)

Trés hautement significative : P < 0.0001 (****)
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1. Rendements d'extractions

Les rendements d'extractions obtenus par macération pendant 72 heures et par unigque
infusion pendant 3 heures a température ambiante par les différents solvants a savoir:
méthanol/ eau (80/20) (V/V), acétate d’éthyle et n-butanol des deux plantes sont présentés
dans les figures.

Ammodaucus leucotrichus

Concernant la plante A. leucotrichus, les rendements d'extractions varient de 0,76 £ 1,34 12 +
0,3 %, nous remarquons que le mode d'extraction n'influence pas les rendements des extraits
bruts hydrométhanoliques, en revanche les rendements des fractions acétate d'éthyle et n-
butanol de I’extrait brut hydrométhanolique préparé par macération sont meilleurs que ceux
des mémes fractions de I’extrait brut hydrométhanolique préparé par infusion. Il s'avere aussi
que les fractions acétate d'éthyle présentent des rendements plus faibles que les fractions n-
butanol (Figure 16).

M Macération

M Infusion

Rendements d'extraction (%o)

EB Fac Fn-B

Extraits d'A. leucotrichis

Figure 16: Rendements en extraits secs d'A. leucotrichus

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, Fn-B fraction n-butanol
* Comparaison entre 1’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par macération et ses fractions
acétate d’éthyle et n-butanol
0 Comparaison entre 1’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par infusion et ses fractions
acétate d’éthyle et n-butanol
® Comparaison entre la fraction n-butanol de I’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par
macération et la fraction n-butanol de 1’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par infusion
*p < 0.05 significative, **** p < 0.0001 trés hautement significative
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Traganum nudatum

Pour la plante T. nudatum, les résultats montrent que les rendements d'extractions varient de
0,33 £ 0,61 a 19 £ 0,8 % et que les extraits obtenus par infusion présentent des rendements
significativement plus faibles que ceux des extraits obtenus par macération, nous constatons
¢également que les fractions acétate d’éthyle et n-butanol présentent des rendements plus de
dix fois plus faibles que les extraits bruts hydrométhanoliques. D'autre part, les rendements
des fractions n-butanol sont plus importants que ceux des fractions acétate d'éthyle (Figure
17).

25
P
-
=
o
Z 20 -
=)
=
=
= 15 -
=
g
= .
z 10 - M Maceration
T M Infusion
E *
= 5 - o P Sm
= * <0 * <N
T * go <
[ ° E

0 - T T

EB Fac Fn-B
Extraits de 7. nudatuin

Figure 17: Rendements en extraits secs de T. nudatum

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, Fn-B Fraction n-butanol
* Comparaison entre I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par macération et ses fractions
acétate d’éthyle et n-butanol
0 Comparaison entre 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion et ses fractions acétate
d’éthyle et n-butanol
* Comparaison entre I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par macération et I’extrait brut
hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion
®Comparaison entre la fraction acétate d’éthyle de 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par
macération et la fraction acétate d’éthyle de 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion
® Comparaison entre la fraction n-butanol de 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par
macération et la fraction n-butanol de 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion
*** pn < 0.001 hautement significative, **** p < 0.0001 trés hautement significative
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2. Screening phytochimique
Les tests phytochimiques montrent que la composition des extraits en métabolites secondaires
est variable selon la nature du solvant utilisé et la méthode d’extraction et les résultats sont
reportés dans les tableaux.

Ammodaucus leucotrichus
Pour A. leucotrichus les flavonoides et les alcaloides sont présents dans tous les extraits a
I'exception des fractions n-butanol, en revanche les saponines ne sont présents que dans ces
deux fractions. Les tannins et les quinones sont présents dans I'ensemble des extraits. En
outre, une absence totale des anthraquinones, des coumarines et des terpénoides est notée
(Tableau 6).
Tableau 6: Screening phytochimique des extraits d'A. leucotrichus

EBwm FAcm  Fn-Bwm EB, FACc Fn-B,
Flavonoides + + - + + -
Alcaloides + + - + + -
Tannins + + + + + ¥
Quinones + + + + + +
Anthraquinones - - - - - -
Terpenoides - - - - - -
Coumarines - - - - - -
Saponines - - + - - +

(+) présence, (—) absence, EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, Fn-B fraction n-butanol, | infusion,
M macération

Traganum nudatum

Pour la plante T. nudatum, les flavonoides sont présents dans I'ensemble des extraits, les
alcaloides ne sont absents que dans les fractions n-butanol, la présence des saponines est
notée. Contrairement aux tests négatifs des anthraquinones, des terpénoides et des
coumarines, les tests des tannins et des quinones se révelent positifs dans la totalité des

extraits (Tableau 7).
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Tableau 7: Screening phytochimique des extraits de T. nudatum

EBwm FAcm  Fn-Bwm EB: FAc Fn-B
Flavonoides + + + + + -
Alcaloides + + - - + -
Tannins + + + + + ¥
Quinones + + + + + +
Anthraquinones - - - - - -
Terpénoides - - - - - -
Coumarines - - - - - -
Saponines + - + - I +

(+) présence, (—) absence, EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, Fn-B fraction n-butanol, | infusion,
M macération

3. Teneurs en composés phénoliques

Courbes d'étalonnage

16 +

y=0,051x

(=] =
co ra
1

Absorbancea 765 nm
“D
I~

0 T T T T 1
0] 5 10 15 20 25

[Acide gallique](ng/ml)

Figure 18: Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols
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Absorbancea 310 nm
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[Catéchine](ug/ml)

Figure 19: Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides

y=0,015x
1,5 - R==0.,994 *

Absorbance a 440 nmm
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Figure 20: Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoles
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Ammodaucus leucotrichus

D'apres les résultats reportés dans le tableau, il s'avere que les contenus des extraits
d'A.leucotrichus en polyphénols varient de 39,3 + 0,7 a 51,67 £ 0,5 mg EAG/g avec une
Iégére différence entre les extraits bruts hydrométhanoliques et leurs fractions, les taux des
flavonoides sont faibles dans les extraits bruts hydrométhanoliques préparés par macération
EBm et par infusion EB; de l'ordre de 18,94 + 0,4 et de 18,62 = 1,2 mg EAG/g
respectivement, les fractions acétate d'éthyle et n-butanol se montrent plus riches, la teneur la
plus élevée est enregistrée dans la fraction n-butanol de I’extrait brut hydrométhanolique
préparé par macération Fn-Bm de l'ordre de 56,02 + 1,5 mg EC/g. Quant aux flavonols, les
teneurs sont nettement plus importantes que celles des flavonoides et des polyphénols
notamment dans les extraits bruts hydrométhanoliques et les fractions acétate d'éthyle. La
concentration la plus élevée est notée dans la fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut
hydrométhanolique préparé par infusion FAc de l'ordre de 222,17 + 0,8 mg EQ/g (Tableau
8). Nous constatons également qu'il n'y a pas de différence significative entre les teneurs des
extraits préparés par infusion et maceération ce qui nous permet d'observer que la température
n'a pas d'effet important sur I'extraction des composes phénoliques de cette plante.

Tableau 8: Teneurs en polyphénols, en flavonoides et en flavonols totaux des extraits

d'A.leucotrichus

Teneurs en polyphénols Teneurs en flavonoides Teneurs en flavonols

(mg EAG/g extrait) (mg EC/g extrait) (mg EQ/qg extrait)
EBwm 45,69 + 0,3 18,94 £ 0,4 145,47+ 0,6
FACm 51,67 0,5 47,37 £0,8 168,25+ 0,4
Fn-Bwm 41,86+0,9 56,02 +£1,5 56,34 +1,4
EB; 39,3+0,7 18,62 +1,2 128,77 £0,5
FAc 43,57 +0,8 50,11+ 0,6 222,17 +0,8
Fn-B, 44,78 +0,3 44,73 0,7 56,25+ 0,9

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, Fn-B fraction n-butanol, I infusion,
M macération
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Traganum nudatum

L’examen des résultats montre que les extraits présentent des taux variables en composés
phénoliques (Tableau 9). D'une part, les fractions acétate d'éthyle et n-butanol sont plus riches
que les extraits bruts hydrométhanoliques, d'autre part les fractions acétate d'éthyle sont plus
riches que les fractions n-butanol. Les teneurs les plus élevées en polyphénols sont
enregistrées dans les fractions acétate d'éthyle et n-butanol. En fait, la fraction FAc| se montre
la plus riche avec un taux de 415,32 = 0,37 mg EAG /g alors que les extraits bruts
hydrométhanoliques EB, et EBwm présentent les taux les plus faibles de I'ordre de 24,34 + 0,3
et 30,46 + 0,6 mg EAG/g respectivement. Les teneurs en flavonoides totaux sont relativement
faibles par rapport aux teneurs en polyphenols et en flavonols. En fait, elles varient de 7,65 +
0,4 a 92,58 + 1,8 mg EC/g, la teneur la plus élevée est enregistrée dans la fraction FAc de
l'ordre de 92,58 + 1,8 mg EC/g. Les taux des flavonols sont les plus importants, la teneur la
plus élevée est enregistree dans la fraction acétate d’éthyle de [I’extrait brut
hydrométhanolique préparé par macération FAcm de l'ordre de 302,88 £ 0,92 mg EQ/g.
Tableau 9: Teneurs en polyphénols, en flavonoides et en flavonols totaux des extraits de

T.nudatum

Teneurs en polyphénols Teneurs en flavonoides  Teneurs en flavonols

(mg EAG/g extrait) (mg EC/g extrait) (mg EQ/g extrait)
EBwm 30,46 £ 0,6 8,37+0,8 197,93+ 0,5
FAcw 212,88+0,8 59,24 £ 0,3 302,88 £ 0,92
Fn-Bwm 152,53+ 1,3 32,41 +£0,7 186 + 1,87
EB, 24,34 +0,3 7,65+0,4 206,1+0,6
FAc 415,32+ 0,3 92,58 £1,8 90,36 £ 0,3
Fn-B, 226,87 +0,4 52,41 +0,5 127,39 £ 0,7

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, Fn-B fraction n-butanol, I infusion,
M macération
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4. Activité antioxydante

4.1. Piégeage du radical libre DPPH

Ammodaucus leucotrichus

L'ensemble des extraits d'A. leucotrichus ont la capacité a réduire le radical libre DPPH et ceci
d'une maniére dose-dépendante. A une concentration de 300 pg/ml, ils atteignent tous plus de
80 % de réduction (Figures 21, 22, 23, 24, 25, 26). Les extraits bruts hydrométhanoliques se
montrent moins efficaces que leurs fractions acétate d'éthyle et n-butanol. L'activité la plus
importante est enregistrée a la fois dans la fraction Fn-Bwm et dans la fraction FAc; avec la
méme valeur Clso de l'ordre de 30 = 1,4 et de 30 £ 0,26 pg/ml respectivement. Les valeurs
Clso des différents extraits varient de 30 + 1,4 a 110 + 0,4 pg / ml et sont dans l'ordre suivant:
Fn-Bm et FACI < FAcm < EBwm et Fn-B) < EB; (Figure 27). En général, les extraits préparés par
maceration possédent un effet meilleur par rapport a l'infusion, toutefois ils démontrent une

activité modérée par rapport au controle positif.
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Figure 21: Pourcentages d'inhibition du radical libore DPPH en fonction des différentes

concentrations de I'extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par macération

EB extrait brut, M macération
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Figure 22: Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de la fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique

d" A. leucotrichus préparé par macération

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, M macération
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Figure 23: Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de la fraction n-butanol de I'extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus

préparé par macération

EB extrait brut, Fn-B fraction n-butanol, M macération
* Comparaison entre 1’extrait brut hydrométhanolique d” A. leucotrichus préparé par macération et sa fraction n-
butanol, ** p < 0.01 trés significative
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Figure 24: Pourcentages d'inhibition du radical libore DPPH en fonction des différentes
concentrations de I'extrait brut hydrométhanolique d' A. leucotrichus préparé par infusion

EB extrait brut, | infusion
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Figure 25: Pourcentages d'inhibition du radical libore DPPH en fonction des différentes
concentrations de la fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique

d'A. leucotrichus préparé par infusion

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, | infusion
* Comparaison entre 1’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par infusion et sa fraction
acétate d’éthyle, **** p <0.0001 tres hautement significative
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Figure 26: Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de la fraction n-butanol de I'extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus
préparé par infusion

EB extrait brut, Fn-B fraction n-butanol, | infusion
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Figure 27: Concentrations inhibitrices Clso des extraits d'A. leucotrichus
EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, Fn-B fraction n-butanol, I infusion, M macération, AA: acide

ascorbique

* Comparaison entre les extraits et l'acide ascorbique

® Comparaison entre la fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé
par macération et la fraction acétate d’éthyle de ’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par
infusion
® Comparaison entre la fraction n-butanol de I’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par
macération et la fraction n-butanol de 1’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par infusion
* p <0.05 significative, ** p <0.01 trés significative, *** p < 0.001 hautement significative,

A% p < 0.0001 trés hautement significative
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Traganum nudatum

Nous constatons que tous les extraits de T. nudatum sont dotés d'un pouvoir de piégeage du
radical libre DPPH avec des pourcentages d'inhibition de plus de 70 % a une concentration de
300 pg/ml, nous constatons également que les pourcentages d'inhibition sont proportionnels
aux concentrations des différents extraits (Figures 28, 29, 30, 31, 32, 33) et que c'est les
fractions acétate d'éthyle qui possédent la meilleure activité réductrice du DPPH suivies par
les fractions n-butanol puis les extraits bruts hydrométhanoliques, il s'avére aussi que les
extraits obtenus par macération exercent un effet significativement meilleur a celui des
extraits obtenus par infusion. Les valeurs des Clso varient entre 20 £ 0,11 et 120 + 0,63 pg/ml
et sont classées comme suit FAcm < Fn-Bm < FAci < EBm < Fn-B | < EB, (Figure 34), la
fraction FAcm présente la valeur Clsp la plus faible 20 + 0,11 pg/ml et par conséquent le
pouvoir inhibiteur le plus important. Cependant, l'activité de I'ensemble des extraits est plus
faible de celle de Il'acide ascorbique qui présente une valeur de Clso de 1 + 0,14 pg/ml
seulement.
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Figure 28: Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations de I'extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par macération

EB extrait brut, M macération
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Figure 29: Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de la fraction acétate d'éthyle de I'extrait brut hydrométhanolique

de T. nudatum prépare par macération

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, M macération,
* Comparaison entre I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par macération et sa fraction
acétate d’éthyle, **** p < 0.0001 trés hautement significative
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Figure 30: Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de la fraction n-butanol de I'extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum

préparé par macération

EB extrait brut, Fn-B fraction n-butanol, M macération
* Comparaison entre I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par macération et sa fraction n-
butanol, ** p < 0.01 trés significative, *** p < 0.001 hautement significative
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Figure 31: Pourcentages d'inhibition du radical libore DPPH en fonction des différentes
concentrations de I'extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum prépare par infusion

EB extrait brut, | infusion
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Figure 32: Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de la fraction acétate d'éthyle de I'extrait brut hydrométhanolique de T.

nudatum prépareé par infusion

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, | infusion
*Comparaison entre I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion et sa fraction acétate
d’éthyle, ** p <0.01 trés significative, *** p < 0.001 hautement significative
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Figure 33: Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de la fraction n-butanol de I'extrait brut hydrométhanolique de T.nudatum
prépare par infusion

EB extrait brut, Fn-B fraction n-butanol, | infusion
* Comparaison entre I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion et sa fraction n-
butanol, ** p <0.01 trés significative
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Figure 34: Concentrations inhibitrices Clso des extraits de T. nudatum

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, Fn-B fraction n-butanol, | infusion, M macération, AA acide
ascorbique

*Comparaison entre les extraits et I'acide ascorbique
¢ Comparaison entre I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par macération et 1’extrait brut
hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion
® Comparaison entre la fraction acétate d’éthyle de 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par
macération et la fraction acétate d’éthyle de 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion
® Comparaison entre la fraction n-butanol de I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par
macération et la fraction n-butanol de 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion
* p < 0.05 significative, ** p <0.01 tres significative, **** p <0.0001 trés hautement significative
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4.2. Capacité antioxydante totale CAT

Ammodaucus leucotrichus

Pour A. leucotrichus, les extraits testés présentent une capacité de réduction des ions
molybdate comprise entre 20,52 + 2,2 et 134,79 + 1,8 mg EAA/g dans l'ordre suivant: EB; <
EBwm < Fn-Bwm < Fn-B) < FAc| < FAcwm (Figure 35). 1l s'avere que la fraction FAcwm est la plus
active avec une capacité antioxydante totale de 134,79 + 1,8 mg EAA/g et que les extraits
bruts hydrométhanoliques sont les moins actifs.
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Figure 35: Capacité antioxydante totale des extraits d'A. leucotrichus

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, Fn-B fraction n-butanol
*Comparaison entre 1’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par macération et ses fractions
acétate d’éthyle et n-butanol
0 Comparaison entre 1’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par infusion et ses fractions
acétate d’éthyle et n-butanol
® Comparaison entre la fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé
par macération et la fraction acétate d’éthyle de 1’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par
infusion
® Comparaison entre la fraction n-butanol de 1’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par
maceération et la fraction n-butanol de I’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par infusion
** p <0.01 tres significative, **** p < 0.0001 trés hautement significative
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Traganum nudatum

Les résultats montrent une variabilité des valeurs comprise entre 52,75 + 0,67 et 200,21 £+ 0,2
mg EAA /g (Figure 36), le classement de I'activité des différents extraits de T. nudatum est le
suivant: EBm < EBi < FAcm < Fn-Bj < FAc| < Fn-Bwm, nous notons que les fractions acétate
d'éthyle et n-butanol sont significativement plus actives par rapport aux extraits bruts
hydrométhanoliques et que la fraction Fn-Bm posséde la meilleure capacité antioxydante de
l'ordre de 200,21 + 0,2 mg EAA/g.
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Figure 36: Capacité antioxydante totale des extraits de T. nudatum

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, Fn-B fraction n-butanol, I infusion, M macération
*Comparaison entre 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par macération et ses fractions
acétate d’éthyle et n-butanol
0 Comparaison entre 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion et ses fractions acétate
d’éthyle et n-butanol
® Comparaison entre la fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par
macération et la fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion
® Comparaison entre la fraction n-butanol de 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par
maceération et la fraction n-butanol de I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion
* p <0.05 significative, ** p < 0.01 tres significative, *** p < 0.001 hautement significative, **** p < (0.0001
trés hautement significative
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4.3. Pouvoir réducteur de fer (FRAP)

Ammodaucus leucotrichus

Nous remarquons que les extraits préparés par macération donnent des résultats relativement
meilleurs que ceux préparés par infusion (Figures 37, 38, 39, 40, 41, 42). Le pouvoir
réducteur le plus élevé est évident dans les fractions acétate d'éthyle FAcm et FAc avec des
valeurs de CEso de 24 + 1,1 et 30 £ 1,8 pug / ml, respectivement. Les valeurs de CEso des
extraits varient de 24 £ 1,1 a 80 + 0,7 pg/ml et sont dans l'ordre suivant: FAcm < FAc) < Fn-
Bm < EBm < Fn-By < EBy (Figure 43). Toutefois, les extraits sont significativement_moins
efficaces que l'acide ascorbique.
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Figure 37: Pouvoir réducteur de fer en fonction des différentes concentrations de I'extrait brut

hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par macération

EB extrait brut, M macération
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Figure 38: Pouvoir réducteur de fer en fonction des différentes concentrations de la fraction

acétate d'éthyle de I'extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par macération

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, M macération
* Comparaison entre I’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par macération et sa fraction
acétate d’éthyle
* p <0.05 significative, ** p < 0.01 tres significative
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Figure 39: Pouvoir réducteur de fer en fonction des différentes concentrations de la fraction

n-butanol de I'extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par macération

EB extrait brut, FnB fraction n-butanol, M macération
* Comparaison entre I’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par macération et sa fraction n-
butanol, ** p <0.01 tres significative
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Figure 40: Pouvoir réducteur de fer en fonction des différentes concentrations de I'extrait brut

hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par infusion

EB extrait brut, I infusion
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Figure 41: Pouvoir réducteur de fer en fonction des différentes concentrations de la fraction

acetate d'éthyle de I'extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par infusion

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, | infusion
* Comparaison entre I’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par infusion et sa fraction
acétate d’éthyle
** p <0.01 tres significative, *** p <0.001 hautement significative, **** p < 0.0001trés hautement
significative
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Figure 42: Pouvoir réducteur de fer en fonction des différentes concentrations de la fraction

n-butanol de I'extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par infusion

EB extrait brut, Fn-B fraction n-butanol, I infusion
* Comparaison entre I’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par infusion et sa fraction n-
butanol
*#%* n < 0.001 hautement significative
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Figure 43: Concentrations efficaces CEsp des extraits d'A. leucotrichus

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, Fn-B fraction n-butanol, | infusion, M macération, AA: acide
acsorbique
*Comparaison entre les extraits et I'acide ascorbique
¢ Comparaison entre 1’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par macération et 1’extrait brut
hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par infusion
® Comparaison entre la fraction n-butanol de I’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par
macération et la fraction n-butanol de 1’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par infusion
*p <0.05 significative, ** p <0.01 trés significative, **** p <0.0001 trés hautement significative
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Traganum nudatum

Les figures montrent une augmentation proportionnelle de la réduction du fer des différents
extraits de T. nudatum en fonction de leurs concentrations (Figures 44, 45, 46, 47, 48, 49). Il
s'avere également que les extraits bruts hydrométhanoliques présentent significativement une
faible activité réductrice par rapport a leurs fractions et que les fractions acétate d'éthyle sont
plus efficaces que les fractions n-butanol, la fraction FAc, exerce la plus forte réduction avec
une absorbance de 0,5 a 35 + 0,4 pug/ml (Figure 50). Les valeurs des CEso des échantillons
sont classées comme suit: FAcI < Fn-B; < FAcm < Fn-Bm < EBm < EB, Cependant, l'acide

ascorbique se trouve le plus puissant par rapport a tous les extraits.
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Figure 44: Pouvoir réducteur de fer en fonction des différentes concentrations de I'extrait brut

hydrométhanolique de T. nudatum préparé par macération

EB extrait brut, M macération
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Figure 45: Pouvoir réducteur de fer en fonction des différentes concentrations de la fraction

acétate d'eéthyle de I'extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par macération

* Comparaison entre I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par macération et sa fraction

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, M macération

acétate d’éthyle
** p <0.01 trés significative, *** p <0.001 hautement significative
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Figure 46: Pouvoir réducteur de fer en fonction des différentes concentrations de la fraction

n-butanol de I'extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par macération

EB extrait brut, Fn-B fraction n-butanol, M macération

* Comparaison entre 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par macération et sa fraction n-

butanol
* p <0.05 significative, *** p < 0.001 hautement significative
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Figure 47: Pouvoir réducteur de fer en fonction des differentes concentrations de I'extrait brut
hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion

EB extrait brut, I infusion
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Figure 48: Pouvoir réducteur de fer en fonction des différentes concentrations de la fraction

acetate d'éthyle de I'extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, | infusion
* Comparaison entre 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion et sa fraction acétate
d’éthyle
* p <0.05 significative, ** p < 0.01 tres significative, *** p < 0.001 hautement significative
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Figure 49: Pouvoir réducteur de fer en fonction des différentes concentrations de la fraction

n-butanol de I'extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion

EB extrait brut, Fn-B fraction n-butanol, I infusion
* Comparaison entre I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion et sa fraction n-
butanol
** p <0.01 trés significative, *** p <0.001 hautement significative
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Figure 50: Concentrations efficaces CEsp des extraits de T. nudatum

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, Fn-B fraction n-butanol, | infusion, M macération, AA: acide
ascorbique

*Comparaison entre les extraits et I'acide ascorbique

*** p < 0.001 hautement significative, **** p < 0.0001 trés hautement significative
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5. Activité antimicrobienne

5.1. Méthode de diffusion sur gélose

Ammodaucus leucotrichus

Il est clairement établi que les extraits d'A. leucotrichus a la concentration de 10 mg/ml
présentent en général une faible activité antibactérienne avec des diamétres d'inhibition ne
dépassant pas 10 mm (Tableaux 10, 11), la fraction FAcwm présente l'activité la plus importante
contre neuf souches bactériennes notamment contre L. monocytogenes et A. baumannii avec
des diamétres d’inhibition de 10 mm, S. aureus et B. subtilis avec des diameétres d’inhibition
de 9 mm, FAc présente également une activité importante contre sept souches notamment
contre L. monocytogenes, S. aureus, B. subtilis et A. baumannii avec des diametres
d’inhibition de 10 £ 0,2 ; 10 £ 0,4 ; 9 £ 0,7 et 9 + 0,1 mm respectivement. Les autres extraits
ne montrent pas d'activité notable EB, Fn-Bm ne sont actifs que sur 4 et 3 souches de Gram
positif respectivement, EBm n'est actif que sur une souche de Gram positif et une de Gram
négatif avec des diametres d'inhibition qui ne depassent pas 9 mm et encore la fraction Fn-B;
se montre totalement inactive, les bactéries a Gram positif sont les plus sensibles aux extraits.
D'autre part, S. typhimurium n'est sensible qu'a la fraction FAcwm, P. mirabilis et E. cloacae
n'expriment de sensibilité qu'aux fractions FAcm et FAc), E. baumannii est sensible a trois
extraits FAcw, FACc) et EBm Cependant, les extraits ne montrent aucune activité sur E. coli, C.
freundii, M. luteus ou bien sur les souches de C. albicans.

Traganum nudatum

Les extraits montrent une activité antibactérienne sur les bactéries a Gram positif et négatif
avec des zones d'inhibition comprises entre 7 et 14 mm (Tableaux 12, 13). Parmi tous les
extraits testés, l'activité la plus remarquable est notée dans les fractions acétate d'éthyle: FAcm
et FAc contre 9 et 7 souches respectivement. Toutes les souches bactériennes se trouvent
sensibles a au moins un extrait sauf A. baumannii, C. freundii et les trois souches fongiques
de C. albicans qui résistent a tous les extraits. Les souches les plus sensibles sont B. subtilis
qui se montre sensible a presque lI'ensemble des extraits notamment pour EBm et Fn-Bm avec
des zones d'inhibition de 11 + 1,4 et de 10 + 0,4 mm respectivement et S. aureus qui elle
aussi est sensible a 5 extraits notamment a FAci, FAcm et Fn-Bm avec des zones d'inhibition
de 14 £ 0,8; 10 £ 0,7 et 10 + 1,4 mm respectivement. B. cereus, L. monocytogenes et P.
mirabilis sont plus sensibles a FAc) avec des diametres d'inhibition de 10 + 0,7 ; 10 + 0,8 et 10
+ 1,2 mm respectivement. En général, il s'avere que les extraits sont plus actifs sur les

bactéries Gram positif que sur les bactéries Gram négatif et que les extraits préparés par
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macération sont meilleurs que ceux préparés par infusion. Cependant, la gentamycine se

montre la plus active sur la totalité des souches testées.

Tableau 10: Diamétres des zones d’inhibition de l'extrait brut hydrométhanolique d'

A.leucotrichus préparé par macération et de ses fractions acétate d’éthyle et n-butanol vis-a-

vis des souches microbiennes.

Microorganismes

Diametres des zones d'inhibition (mm)

EBwm FACwm Fn-Bm GEN
Bacillus subtilis 9+04* 7+0,2%** 14 + 0,89
ATCC 6633
Staphylococcus aureus - 9+0,8** 9+0,3* 19+0,76
ATCC 25923
Enterococcus fecalis - 7+0,4** - 16 + 0,34
ATCC 25212
Listeria monocytogenes 8+0,4** 10+0,6 8+04* 12 + 0,27
ATCC 19115
Bacillus cereus - 8+0,3* - 14 + 0,41
ATCC 11778
Micrococcus luteus - - - 9+0,9
ATCC 9341
Escherichia coli - - - 12+1,2
ATCC 25933
Acinetobacter baumannii 7 £ 0,1 ** 10+0,9* - 13+0,5
ATCC 19606
Citrobacter freundii - - - 23+1,8
ATCC 8090
Proteus mirabilis - 7+05* - 20 + 0,67
ATCC 35659
Salmonella typhimurium - 7+£0,6** - 24 +1,41
ATCC 13311
Enterobacter cloacae - 7+0,1** - 16 + 0,45
ATCC 13047

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, Fn-B fraction n-butanol, M macération, GEN gentamycine,

(-): résistance

* Comparaison entre les extraits et la gentamycine

* p < 0.05 significative, ** p < 0.01 trés significative
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Tableau 11: Diamétres des zones d’inhibition de l'extrait brut hydrométhanolique d'

A.leucotrichus préparé par infusion et de ses fractions acétate d’éthyle et n-butanol vis-a-vis

des souches microbiennes.

Microorganismes

Diametres des zones d'inhibition (mm)

EB, FAc Fn-B GEN
Bacillus subtilis 8 +0,6* 9+0,7* - 14 + 0,89
ATCC 6633
Staphylococcus aureus 8 +0,3** 10+0,4 ** - 19+0,76
ATCC 25923
Enterococcus faecalis 7+0,5* 7+0,6** - 16 £ 0,34
ATCC 25212
Listeria monocytogenes 8+0,1* 10+0,2 - 12 + 0,27
ATCC 19115
Bacillus cereus - - - 14 + 0,41
ATCC 11778
Micrococcus luteus - - - 9+0,9
ATCC 9341
Escherichia coli - - - 12+1,2
ATCC 25933
Acinetobacter baumannii - 9+0,1* - 13+0,5
ATCC 19606
Citrobacter freundii - - - 23+1,8
ATCC 8090
Proteus mirabilis - 8 +0,8 *** - 20 + 0,67
ATCC 35659
Salmonella typhimurium - - - 24 +1,41
ATCC 13311
Enterobacter cloacae - 8+1,1** - 16 + 0,45
ATCC 13047

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, Fn-B Fraction n-butanol, | infusion, GEN gentamycine,

(-): résistance.

* Comparaison entre les extraits et la gentamycine

* p < 0.05 significative, ** p <0.01 tres significative, *** p < 0.001 hautement significative
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Tableau 12: Diamétres des zones d’inhibition de l'extrait brut hydrométhanolique de T.

nudatum préparé par macération et de ses fractions acétate d’éthyle et n-butanol vis-a-vis des

souches microbiennes.

Microorganismes

Diamétres des zones d'inhibition (mm)

EBwm FACMm Fn-Bm GEN
Bacillus subtilis 11+14 8+05* 10+0,4 14 + 0,89
ATCC 6633
Staphylococcus aureus 8+0,9* 10+0,7* 10+14** 19+0,76
ATCC 25923
Enterococcus faecalis - 8+05* 8+0,6* 16 £+ 0,34
ATCC 25212
Listeria monocytogenes - 7+0,8** - 12 +0, 27
ATCC 19115
Bacillus cereus - 8+05* - 14 + 0,41
ATCC 11778
Micrococcus luteus 8+0,9 8+0,3 - 9+0,9
ATCC 9341
Escherichia coli - 8+0,3* - 12+1,2
ATCC 25933
Acinetobacter - - - 13+0,5
baumannii
ATCC 19606
Citrobacter freundii - - - 23+1,8
ATCC 8090
Proteus mirabilis 7+0,7 *** 7+0,6** - 20 + 0,67
ATCC 35659
Salmonella - - - 24 +1,41
typhimurium
ATCC 13311
Enterobacter cloacae 7+0,4** 8+ 1,2*** - 16 + 0,45
ATCC 13047

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, Fn-B fraction n-butanol, M macération, GEN gentamycine,

(-): résistance.

* Comparaison entre les extraits et la gentamycine

* p <0.05 significative, ** p < 0.01 trés significative, *** p < 0.001 hautement significative
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Tableau 13: Diamétres des zones d’inhibition de l'extrait brut hydrométhanolique de T.

nudatum préparé par infusion et de ses fractions acétate d’éthyle et n-butanol vis-a-vis des

souches microbiennes.

Microorganismes

Diametres des zones d'inhibition (mm)

EB, FAc Fn-B GEN
Bacillus subtilis 7+0,3* - 7+04 14 + 0,89
ATCC 6633
Staphylococcus aureus 8+04* 14+0,8* - 19+0,76
ATCC 25923
Enterococcus faecalis - 7+0,3%** - 16 £ 0,34
ATCC 25212
Listeria monocytogenes - 10+0,8 - 12 + 0,27
ATCC 19115
Bacillus cereus - 10+0,7* - 14 + 0,41
ATCC 11778
Micrococcus luteus - 7+1,3 - 9+0,9
ATCC 9341
Escherichia coli - - - 12+1,2
ATCC 25933
Acinetobacter baumannii - - - 13+0,5
ATCC 19606
Citrobacter freundii - - - 23+1,8
ATCC 8090
Proteus mirabilis - 10+1,2** - 20 + 0,67
ATCC 35659
Salmonella typhimurium - 7 £0,9 *** 7+0,8** 24 +1,41
ATCC 13311
Enterobacter cloacae - - - 16 + 0,45
ATCC 13047

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, Fn-B fraction n-butanol, I infusion, GEN gentamycine,

(-): résistance.

* Comparaison entre les extraits et la gentamycine
* p < 0.05 significative, ** p < 0.01 trés significative, *** p < 0.001hautement significative
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5.2. Méthode de microdilution en milieu liquide

Ammodaucus leucotrichus

Nous constatons que les extraits donnent des résultats meilleurs par la technique de
microdilution en milieu liquide que par la technique de diffusion en milieu solide, les CMI
sont comprises entre 3,125 + 0,2 et 25 + 0,9 mg/ml (Tableaux 14, 15, 16). FAc est active sur
la totalité des souches testées, viennent par la suite FAcm, EBm, Fn-Bm et EB; sur 11, 10, 9 et
7 souches respectivement. Fn-B; est active sur 10 souches mais avec des CMI les plus
élevées. FAcwm est la plus active présentant les valeurs les plus faibles de CMI notamment sur
B.subtilis, B. cereus, L. monocytogenes, M. luteus et A. baumannii avec une CMI de 3,125
mg/ml. En fait, B. subtilis est la souche la plus sensible, elle est inhibée par presque
I'ensemble des extraits a une concentration de 3,125 mg/ml seulement. B. subtilis, B. cereus,
L. monocytogenes, M.luteus, S. aureus et A.baumannii se montrent sensibles a tous les extraits
testés dans cette analyse. Cependant, les bactéries a Gram négatif montrent une sensibilité
moindre: P. mirabilis est inhibée par cinq extraits, E. coli et E. cloaceae sont inhibées par
quatre extraits, C. Freundii et S. typhimurium montrent une sensibilité que pour trois extraits
avec des valeurs élevées de CMI. De facon générale, c'est les bactéries de Gram positif qui
sont les plus sensibles avec des CMI les plus remarquables.

Traganum nudatum

Nous remarquons qu'en milieu liquide, les extraits se montrent plus actifs qu'a la méthode
précédente. En fait, ils inhibent un plus grand nombre de souches avec des CMI allant de
3,125+ 0,3a 25+ 0,8 mg/ml (Tableaux 17, 18, 19). Nous constatons que FAcwm, FAC et EB;
sont actifs sur la totalité des souches testées. L'extrait EBm est actif sur 10 souches parmi 12
testées, les fractions n-butanoliques présentent la plus faible activité avec des CMI les plus
élevées sur un moindre nombre de souches. EB; montre la plus forte inhibition des bactéries
B. subtilis, B. cereus et L. monocytogenes avec une CMI de 3,125 mg/ml, les souches les plus
sensibles sont celles de Gram positif B. cereus, B. subtilis, L. monocytogenes, E. foecalis et
M. luteus. Les bactéries de Gram négatif se montrent moins sensibles, en fait P.mirabilis est
la seule souche de Gram négatif qui est sensible a I'ensemble des extraits, A. baumannii et E.

cloaceae se trouvent plus sensibles a EBwm avec une CMI égale a 3,125 mg/ml.
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Tableau 14: Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) de lextrait brut
hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par macération et de ses fractions acétate

d’éthyle et n-butanol (mg/ml).

Concentrations minimales inhibitrices (mg/ml)
Microorganismes
EBwm FAcwm Fn-Bwm

Bacillus subtilis 3,125+ 0,2 3,125+ 0,4 3,125+ 0,3
ATCC 6633

Staphylococcus aureus 25+0,9 6,25 £ 0,8 *** 25+0,5
ATCC 25923

Enterococcus faecalis 125+0,6 6,25 + 0,3 ** -
ATCC 25212

Listeria 3,125+ 0,4 3,125+ 0,4 125+0,7*
monocytogenes

ATCC 19115

Bacillus cereus 6,25+ 0,5 3,125+09 * 3,125+0,3*
ATCC 11778

Micrococcus luteus 125+04 3,125+ 0,6 ** 125+1,2
ATCC 9341

Escherichia coli 25+0,8 6,25+ 0,7 ** -
ATCC 25933

Acinetobacter 25+1,1 3,125+ 0,4 ** 3,125 £ 0,1 ****
baumannii

ATCC 19606

Citrobacter freundii 25+0,3 - -
ATCC 8090

Proteus mirabilis 6,25+ 0,2 25+ 0,2 *** 125+ 0,5 **
ATCC 35659

Salmonella - 12,5 +0,5 *** 25+ 0,7 ***
typhimurium

ATCC 13311

Enterobacter cloacae - 6,25 £ 0,3 ** 125+0,3 **
ATCC 13047

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, Fn-B fraction n-butanol, M macération, (-): résistance.
* Comparaison entre 1’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par macération et ses fractions
acétate d’éthyle et n-butanol

* p <0.05 significative, ** p < (.01 trés significative, *** p < 0.001 hautement significative, **** p <0.0001
tres hautement significative
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Tableau 15:

Concentrations

Minimales Inhibitrices

(CMI)

de [Il'extrait brut

hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par infusion et de ses fractions acétate d’éthyle

et n-butanol (mg/ml).

Microorganismes

Concentrations minimales inhibitrices (mg/ml)

EB, FAc Fn-B,
Bacillus subtilis 3,125+ 0,5 ** 3,125+0,8 * 25+0,7 **
ATCC 6633
Staphylococcus aureus 25+0,7* 6,25 £ 0,3 ** 25 +0,9 **
ATCC 25923
Enterococcus faecalis - 6,25+ 0,6 ** 25+0,6 **
ATCC 25212
Listeria monocytogenes 3,125 + 0,9 ** 3,125+12* 25+ 0,5 **
ATCC 19115
Bacillus cereus 3,125 + 0,8 ** 3,125+ 0,8 ** 25+0,6 **
ATCC 11778
Micrococcus luteus 3,125+ 0,6 ** 3,125+ 0,1 ** 25+0,7 **
ATCC 9341
Escherichia coli - 25+0,7* 125+0,4 **
ATCC 25933
Acinetobacter baumannii 25+0,2 ** 6,25+ 0,9 ** 25+ 0,9 **
ATCC 19606
Citrobacter freundii 25+0,4 ** 25 + 0,5 *** -
ATCC 8090
Proteus mirabilis - 12,5+0,3 ** 25 + 0,9 ***
ATCC 35659
Salmonella typhimurium - 25+ 0,7 *** -
ATCC 13311
Enterobacter cloacae - 25+0,9 ** 125+0,6 **
ATCC 13047

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, Fn-B fraction n-butanol, I infusion, (-): résistance.
* Comparaison entre 1’extrait brut hydrométhanolique d'A.leucotrichus préparé par infusion et ses fractions

acétate d’éthyle et n-butanol

* p <0.05 significative, ** p < 0.01 trés significative, *** p < 0.001 hautement significative

103



Résultats et Interprétation

Tableau 16: Comparaison des CMI de I'extrait brut préparé par infusion d’A. leucotrichus et

de ses fractions par rapport a l'extrait brut préparé par macération et ses fractions

Microorganismes

Concentrations minimales inhibitrices (mg/ml)

EBwm FAcwm Fn-Bwm EB, FAc Fn-B,
Bacillus subtilis 3,125+0,2 3,125+0,4 3,125+0,3 3,125+05 3,125+0,8 25+0,7"""
ATCC 6633
S. aureus 25+0,9 6,25+0,8 25+0,5 25+0,7 6,25+ 0,3 25+0,9
ATCC 25923
E. fecalis 12,5+0,6 6,25+0,3 - - 6,25+ 0,6 25+0,6""
ATCC 25212
L.monocytogenes 3,125+0,4 3,125+04 125+0,7 3,125+0,3 3,125+172 25 +0,5="
ATCC 19115
Bacillus cereus 6,25+05 3,125+09 3,125+0,3 3,125+0,8* 3,125+0,8 25+0,6"""
ATCC 11778
M. luteus 125+04 3,125+0,6 125+1,2 3,125+0,6** 3,125+0,1 25+0,7"""
ATCC 9341
Escherichia coli 25+0,8 6,25+ 0,7 - - 25+0,7°°° 12,5+0,4"""
ATCC 25933
A. baumannii 25+1,1 3,125+0,4 3,125+0,1 25+0,2 6,25 +0,9° 25 +0,9"="
ATCC 19606
C. freundii 25+0,3 - - 25+0,4 25+ 0,5°°° -
ATCC 8090
Proteus mirabilis 6,25+ 0,2 25+0,2 125+0,5 - 12,5 +0,3°° 25+0,9"""
ATCC 35659
S. typhimurium - 125+ 0,5 25+0,7 - 25+ 0,7°°° -
ATCC 13311
E. cloacae - 6,25+ 0,3 12,5+0,3 - 25+ 0,9°°° 125+0,6
ATCC 13047

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, Fn-B fraction n-butanol, M macération, I infusion,
*Comparaison entre 1’extrait brut hydrométhanolique d’A. leucotrichus préparé par macération et 1’extrait brut
hydrométhanolique d’A. leucotrichus préparé par infusion
® Comparaison entre la fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique d’A. leucotrichus préparé

par macération et la fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique d’A. leucotrichus préparé par

infusion

® Comparaison entre la fraction n-butanol de 1’extrait brut hydrométhanolique d’A. leucotrichus préparé par
macération et la fraction n-butanol de 1’extrait brut hydrométhanolique d’A. leucotrichus préparé par infusion
* p <0.05 significative, ** p < 0.01 trés significative, *** p < 0.001 hautement significative
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Tableau 17:

Concentrations

Minimales Inhibitrices

(CMI)

de

l'extrait

brut

hydrométhanolique de T. nudatum préparé par macération et de ses fractions acétate d’éthyle

et n-butanol (mg/ml).

Microorganismes

Concentrations minimales inhibitrices (mg/ml)

EBwm FACwm Fn-Bwm

Bacillus subtilis 6,25+ 0,12 3,125+0,6 * 25 + 0,8***
ATCC 6633

Staphylococcus aureus 125+0,5 6,25+ 0,9 ** -
ATCC 25923

Enterococcus faecalis 125+0,9 6,25 + 0,4 ** 125+0,4
ATCC 25212

Listeria monocytogenes 12,5+ 0,7 125+0,3 25 + 0,6**
ATCC 19115

Bacillus cereus 6,25+ 0,7 6,25+0,8 25+ 0,2**
ATCC 11778

Micrococcus luteus 6,25+ 0,3 6,25+0,8 25 +0,9*
ATCC 9341

Escherichia coli 25+1,3 25+1,3 -
ATCC 25933

Acinetobacter baumannii 3,125+0,9 12,5+ 0,7** -
ATCC 19606

Citrobacter freundii - 25 + 0,4** -
ATCC 8090

Proteus mirabilis 125+0,6 6,25 + 0,5** 12,5+0,8
ATCC 35659

Salmonella typhimurium - 125+0,2 25+ 0,4*
ATCC 13311

Enterobacter cloacae 3,125+ 0,3 6,25+ 0,7* 12,5+ 0,6**
ATCC 13047

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, Fn-B fraction n-butanol, M macération, (-): résistance.

* Comparaison entre 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par macération et ses fractions

acétate d’éthyle et n-butanol

* p <0.05 significative, ** p < 0.01trés significative, *** p < 0.001hautement significative
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Tableau 18: Concentrations

Minimales

Inhibitrices  (CMI)

l'extrait  brut

hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion et de ses fractions acétate d’éthyle et

n-butanol (mg/ml).

Concentrations minimales inhibitrices (mg/ml)
Microorganismes
EB, FAc
Bacillus subtilis 3,125+ 0,3 12,5 + 0,7*** 25+ 0,1**
ATCC 6633
Staphylococcus aureus 25+0,8 25+0,4 -
ATCC 25923
Enterococcus faecalis 25+1,3 6,25 + 0,8*** 25+0,4
ATCC 25212
Listeria monocytogenes 3,125+ 0,7 25 + 0,9%** 25+ 0,7**
ATCC 19115
Bacillus cereus 3,125+ 0,4 25 + 0,7*** 25 + 0,3***
ATCC 11778
Micrococcus luteus 6,25+ 0,4 6,25+0,3 25 + 0,7***
ATCC 9341
Escherichia coli 12,5+0,3 125+0,9 -
ATCC 25933
Acinetobacter baumannii 25+0,8 25+1,4 -
ATCC 19606
Citrobacter freundii 125+0/4 25 +0,8* -
ATCC 8090
Proteus mirabilis 125+0,6 6,25 + 0,4** 125+0,9
ATCC 35659
Salmonella typhimurium 125+0,2 12,5+ 0,6 -
ATCC 13311
Enterobacter cloacae 6,25+ 0,4 12,5 + 0,2** -
ATCC 13047

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, Fn-B fraction n-butanol, I infusion, (-): résistance.

* Comparaison entre 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion et ses fractions acétate

d’éthyle et n-butanol

* p <0.05 significative, ** p < 0.01 trés significative, *** p < 0.001 hautement significative
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Tableau 19: Comparaison des CMI de I'extrait brut préparé par infusion de T. nudatum et de

ses fractions par rapport a I'extrait brut préparé par macération et ses fractions

Microorganismes

Concentrations minimales inhibitrices (mg/ml)

EBwm FAcwm Fn-Bwm EB, FAc Fn-B,
Bacillus subtilis 6,25+0,12 3,125+0,6 25%0,8 3,125+0,3*  12,5+0,7°° 25+0,1
ATCC 6633
S. aureus 125+0,5 6,25+0,9 - 25+0,8** 25+0,4°°° -
ATCC 25923
E. feecalis 125+0,9 6,25+04 125+04 25+1,3** 6,25+0,8 25+0,4""
ATCC 25212
L.monocytogenes 125+ 0,7 125+0,3 25+0,6 3,125+0,7* 25%0,9** 25%0,7
ATCC 19115
Bacillus cereus 6,25+ 0,7 6,25+ 0,8 25+0,2 3,125+0,4* 25+0,7°* 25%+0,3
ATCC 11778
M. luteus 6,25+ 0,3 6,25+ 0,8 25+0,9 6,25+ 0,4 6,25+03 25+0,7
ATCC 9341
Escherichia coli 25+1,3 25+1,3 - 12,5 +0,3** 12,5 +0,9°*° -
ATCC 25933
A. baumannii 3,125+09 125+0,7 - 25+0,8*** 25+14° -
ATCC 19606
C. freundii - 25+0,4 - 12,5 +0,4** 25+0,8 -
ATCC 8090
Proteus mirabilis 125+0,6 6,25+05 125+08 125+0,6 6,25+04 12,5+0,9
ATCC 35659
S. typhimurium - 125+0,2 25+0,4 125+0,2** 125+0,6 -
ATCC 13311
E. cloacae 3,125+0,3 6,25+0,7 125+0,6 6,25+0,4** 12,5+0,2°° -
ATCC 13047

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, Fn-B fraction n-butanol, I infusion, M macération, (-): résistance.
*Comparaison entre I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par macération et 1’extrait brut

hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion

® Comparaison entre la fraction acétate d’éthyle de ’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par
macération et la fraction acétate d’éthyle de 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion

® Comparaison entre la fraction n-butanol de I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par
macération et la fraction n-butanol de 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion

* p <0. 05 significative, ** p <0.01 tres significative, *** p < 0.001 hautement significative
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6. Effet hémolytique

Viabilité et dénombrement cellulaire

Le dénombrement cellulaire au microscope optique par une cellule de Thoma a révélé la
viabilité de 4,6 x 10 ® de globules rouges/pl de suspension érythrocytaire utilisée dans les
tests d'effet hémolytique d'un donneur sain de sexe feminin.

Ammodaucus leucotrichus

Les résultats reportés dans les figures 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59 montrent que les taux
d'hémolyse sont proportionnels aux concentrations des différents extraits au cours du temps
d'incubation. A la concentration la plus élevée 1mg/ml et aprés 60 minutes de contact avec les
globules rouges l'extrait brut hydrométhanolique préparé par macération EBm n'atteint pas 8%
d'hémolyse, par contre I'némolyse la plus importante avec un taux proche de 90% a partir de
30 minutes d'incubation seulement est provoquée par la fraction FAcm @ 1mg/ml et ceci d'une
maniére hautement significative, la fraction Fn-Bwm présente un faible effet hémolytique avec
un taux maximal de 11% aprés 60 minutes d’incubation a Img/ml. L'extrait brut
hydrométhanolique préparé par infusion EB; et ses fractions FAc et Fn-B; présentent a la
concentration de 1 mg/ml une légere toxicité vis-a-vis des érythrocytes aprés 60 minutes
d’incubation avec des pourcentages d'hémolyse de 11, 6 et 7% respectivement.

Traganum nudatum

D’apres les résultats obtenus, nous remarquons une augmentation des taux d’hémolyse en
fonction du temps d'incubation et des concentrations des extraits (Figures 60, 61, 62, 63, 64,
65, 66, 67, 68). 1l s'avere que 1’extrait brut hydrométhanolique EBm est moins toxique que ses
fractions. En revanche la fraction FAcw a la dose de 1mg/ml se montre d'une maniére trées
significative la plus toxique avec un pourcentage d’hémolyse qui dépasse 70 % apres 45
minutes d’incubation seulement, a la méme concentration la fraction Fn-Bm détruit plus de
70% des érythrocytes aprés 60 minutes d'incubation. Généralement, les taux d'’hémolyse
enregistrés pour les extraits de T. nudatum sont supérieurs a ceux enregistrés pour le témoin
négatif qui ne dépasse pas 4% aprés 60 minutes d'incubation et sont inférieurs a ceux du
témoin positif qui dépassent 90% et ceci seulement apres 45 minutes d'incubation. Nous
constatons également que les extraits obtenus par infusion sont moins toxiques vis-a-vis des
globules que ceux obtenus par macération (Figures). En effet, apres 60 minutes d'incubation,
I'extrait brut EB, a la concentration de 1mg/ml provoque la lyse de 7% des globules rouges,
I'hnémolyse maximale est induite par la fraction FAc, de 28% environ d'une fagcon hautement
significative, une trés faible toxicité est provoquée par la fraction Fn-B, de 3% seulement

aprés 60 minutes d'incubation a la méme concentration.
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Figure 51: Evolution des taux d’hémolyse de 1’extrait brut hydrométhanolique d'A.
leucotrichus préparé par macération a différentes concentrations durant 60 minutes
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Figure 52: Evolution des taux d’hémolyse de la fraction acétate d'éthyle de 1’extrait brut
hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par macération a différentes concentrations

durant 60 minutes

TN témoin négatif
* Comparaison entre les différentes concentrations de la fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut
hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par macération et le témoin négatif
** p <0.01 tres significative, *** p <0.001 hautement significative, **** p < 0.0001trés hautement significative
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Figure 53: Evolution des taux d’hémolyse de la fraction n-butanol de I’extrait brut
hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par macération a différentes concentrations
durant 60 minutes

TN témoin négatif
* Comparaison entre les différentes concentrations de la fraction n-butanol de I’extrait brut hydrométhanolique
d'A. leucotrichus préparé par macération et le témoin négatif
* p <0.05 significative

100 - R % *
-~ 80 -
‘.Q_‘
< X
2 *
= 60 - *
[=]
;q:E_, ® EBM
= - 3
= 40 x M FACM
=
= M FNBM
= 20 |
0]
6] 15 30 45 60
Temps (minutes)

Figure 54: Comparaison des taux d'hémolyse de I'extrait brut hydrométhanolique préparé par
maceration d'A. leucotrichus et de ses fractions a la concentration de 1mg/ml durant 60

minutes

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, Fn-B fraction n-butanol, M macération
* Comparaison entre I’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par macération
et ses fractions acétate d’éthyle et n-butanol
*** p <0.001 hautement significative, **** p < 0.0001 trés hautement significative
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Figure 55: Evolution des taux d’hémolyse de 1’extrait brut hydrométhanolique d'A.
leucotrichus préparé par infusion a différentes concentrations durant 60 minutes
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Figure 56: Evolution des taux d’hémolyse de la fraction acétate d'éthyle de 1’extrait brut

hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par infusion a différentes concentrations durant

60 minutes

TN témoin négatif
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Figure 57: Evolution des taux d’hémolyse de la fraction n-butanol de 1’extrait brut
hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par infusion a différentes concentrations durant
60 minutes
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Figure 58: Comparaison des taux d’hémolyse de I'extrait brut hydrométhanolique préparé
par infusion d'A. leucotrichus et de ses fractions a la concentration de 1mg/ml durant 60

minutes

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, Fn-B fraction n-butanol, | infusion
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Figure 59: Comparaison des taux d'hémolyse de I'extrait brut d'A. leucotrichus préparé par
infusion et ses fractions par rapport a l'extrait brut préparé par macération et ses fractions a la
concentration 1mg/ml a 60 minutes

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, Fn-B fraction n-butanol
® Comparaison entre la fraction acétate d’éthyle de 1’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé
par macération et la fraction acétate d’éthyle de 1’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par
infusion
*E%*% p < 0.0001 trés hautement significative
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Figure 60: Evolution des taux d’hémolyse de I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum

préparé par macération a différentes concentrations durant 60 minutes

TN témoin négatif
* Comparaison entre les différentes concentrations de 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé
par macération et le témoin négatif
* p < 0.05 significative, ** p <0.01 tres significative, *** p < 0.001 hautement significative,
A% p < 0.0001 trés hautement significative
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Figure 61: Evolution des taux d’hémolyse de la fraction acétate d'éthyle de I’extrait brut

hydrométhanolique de T. nudatum préparé par macération a différentes concentrations durant

60 minutes

TN témoin négatif

* Comparaison entre les différentes concentrations de la fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut
hydrométhanolique de T. nudatum préparé par macération et le témoin négatif
* p <0.05 significative, ** p <0.01 trés significative, *** p < 0.001 hautement significative
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Figure 62: Evolution des taux d’hémolyse de la fraction n-butanol de I’extrait brut
hydrométhanolique de T. nudatum préparé par macération a différentes concentrations durant

60 minutes

TN témoin négatif

* Comparaison entre les différentes concentrations de la fraction n-butanol de I’extrait brut hydrométhanolique
de T. nudatum préparé par macération et le témoin négatif, *** p < 0.001 hautement significative
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Figure 63: Comparaison des taux d'hémolyse de I'extrait brut hydrométhanolique préparé par
macération de T. nudatum et de ses fractions a la concentration de 1mg/ml durant 60 minutes

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, Fn-B fraction n-butanol, M macération
* Comparaison entre 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par macération et ses fractions
acétate d’éthyle et n-butanol, **** p < (0.0001 trés hautement significative
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Figure 64: Evolution des taux d’hémolyse de I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum

préparé par infusion a différentes concentrations durant 60 minutes

TN témoin négatif
* Comparaison entre les différentes concentrations de 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé
par infusion et le témoin négatif
* p <0.05 significative, ** p <0.01 trés significative, **** p <0.0001 trés hautement significative
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Figure 65: Evolution des taux d’hémolyse de la fraction acétate d'éthyle de 1’extrait brut
hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion a différentes concentrations durant 60

minutes

TN témoin négatif
* Comparaison entre les différentes concentrations de la fraction acétate d’éthyle de 1’extrait brut
hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion et le témoin négatif
* p <0.05 significative, *** p<0.001 hautement significative, **** p <0.0001 trés hautement significative
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Figure 66: Evolution des taux d’hémolyse de la fraction n-butanol de I’extrait brut
hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion a différentes concentrations durant 60
minutes

TN témoin négatif
* Comparaison entre les différentes concentrations de la fraction n-butanol de I’extrait brut hydrométhanolique
de T. nudatum préparé par infusion et le témoin négatif, * p < 0.05 significative
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Figure 67: Comparaison des taux d’hémolyse de l'extrait brut hydrométhanolique préparé

par infusion de T. nudatum et de ses fractions a la concentration de 1mg/ml durant 60 minutes

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, Fn-B Fraction n-butanol, | infusion
* Comparaison entre I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion et ses fractions
acétate d’éthyle et n-butanol
* p <0.05 significative, ** p <0.01 trés significative, **** p <(.0001 trés hautement significative
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Figure 68: Comparaison des taux d’hémolyse de I'extrait brut de T. nudatum préparé par
infusion et ses fractions par rapport a l'extrait brut préparé par macération et ses fractions a la

concentration 1mg/ml a 60 minutes
EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, Fn-B fraction n-butanol
®*Comparaison entre la fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par
macération et la fraction acétate d’éthyle de ’extrait brut hydrométhanolique T. nudatum préparé par infusion
* Comparaison entre la fraction n-butanol de 1’extrait bruthydrométhanolique de T. nudatum préparé par
macération et la fraction n-butanol de 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion
A% p < 0.0001 trés hautement significative
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7. Activité antidiabétique

7.1. Activité antidiabétique in vivo

Ammodaucus leucotrichus

Effet de I’extrait brut hydrométhanolique

Les figures montrent que l'injection de 250 mg/kg.p.c de I'extrait brut hydrométhanolique
d'A.leucotrichus induit une diminution non significative de la glycémie chez les rats
diabétiques comparativement aux rats diabétiques témoins pendant les 2 heures qui suivent
I'injection, ce n'est qu'aprés 4 heures que cette diminution devient peu significative de l'ordre
de 13,94 % (Figure 69), la diminution de la glycémie persiste durant 2 semaines d'une
maniére non significative et ce n'est qu'a la troisieme semaine qu'elle devient peu significative
puis hautement significative a la quatriéme semaine de l'ordre de 14,92 %. Concernant les rats
normaux injectés par le méme extrait, nous observons une augmentation non significative de
la glycémie par rapport a to de l'ordre de 2,45 % aprés 4 heures. En poursuivant I'étude, il est
¢tabli que 1'augmentation non significative persiste jusqu’a la fin de I'expérimentation avec un

taux de 1,94 % aprés 4 semaines (Figure 70).
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Figure 69: Effet de I'extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus sur la glycémie chez

les rats injectés pendant 4 heures.

RDEB rats diabétiques traités par I'extrait brut, RNEB rats normaux traités par l'extrait brut, RDT rats
diabétiques témoins, RNT rats normaux témoins

* Comparaison entre les rats diabétiques traités par 1’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus et les rats
diabétiques témoins,* p < 0.05 significative
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Figure 70: Effet de I'extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus sur la glycémie chez

les rats injectés pendant 4 semaines.

RDERB rats diabétiques traités par I'extrait brut, RNEB rats normaux traités par I'extrait brut, RDT rats
diabétiques témoins, RNT rats normaux témoins
* Comparaison entre les rats diabétiques traités par 1’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus et les rats
diabétiques témoins, * p < 0.05 significative, **** p < 0.0001 trés hautement significative

Effet de la fraction acétate d’éthyle

Suite a l'injection de la fraction acétate d'éthyle d'A. leucotrichus a une dose de 250 mg/kg.p.c,
une diminution non significative de la glycémie est constatée apres une heure chez les rats
diabétiques, elle devient peu significative a la deuxieme heure de l'ordre de 33,53 %, au dela
de laquelle, la glycémie commence a augmenter puis apres une semaine de l'injection, la
glycémie commence a diminuer de nouveau jusqua la fin de I'expérimentation, peu
significativement durant la premiere et la deuxieme semaine et non significativement a la
troisieme et la quatrieme semaine de l'ordre de 27,48 % par rapport aux rats diabétiques
témoins. Par ailleurs, une augmentation non significative de la glycémie est observée suite a
l'injection des rats normaux par la méme dose de la méme fraction de 1’ordre de 2,09 % a la
quatriéme semaine (Figures 71, 72). 1l s'avére que la fraction acétate d'éthyle d'A. leucotrichus
exerce un effet plus important que I'extrait brut hydrométhanolique de la méme plante a court
et a long terme avec une variation de glycémie de 20,73 % aprés 4 heures d'injection contre
13,94 % et de 27,48 % contre 14,92 % apres 4 semaines (Figures 73, 74).
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Figure 71: Effet de la fraction acétate d'éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique d' A.

leucotrichus sur la glycémie chez les rats injectes pendant 4 heures.

RDF rats diabétiques traités par la fraction acétate d'éthyle, RNF rats normaux traités par la fraction acétate
d'éthyle, RDT rats diabétiques témoins, RNT rats normaux témoins
* Comparaison entre les rats diabétiques traités par la fraction acétate d’éthyle de 1’extrait brut
hydrométhanolique d'A. leucotrichus et les rats diabétiques témoins, * p < 0.05 significative
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Figure 72: Effet de la fraction acétate d'éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique d' A.

leucotrichus sur la glycémie chez les rats injectés pendant 4 semaines.

RDF rats diabétiques traités par la fraction acétate d'éthyle, RNF rats normaux traités par la fraction acétate
d'éthyle, RDT rats diabétiques témoins, RNT rats normaux témoins
*Comparaison entre les rats diabétiques traités par la fraction acétate d’éthyle de 1’extrait brut
hydrométhanolique d' A. leucotrichus et les rats diabétiques témoins, * p < 0.05 significative
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Figure 73: Comparaison de I’effet de I’extrait brut hydrométhanolique d” A. leucotrichus et
de sa fraction acétate d’éthyle sur la glycémie chez les rats diabétiques injectés pendant 4
heures

RDEB rats diabétiques traités par I'extrait brut hydrométhanolique, RDF rats diabétiques traités par la fraction
acétate d'éthyle
* Comparaison entre les rats diabétiques traités par I'extrait brut hydrométhanolique d’ A. leucotrichus et les rats
diabétiques traités par la fraction acétate d'éthyle de I'extrait brut hydrométhanolique d’ A. leucotrichus
* p < 0.05 significative, ** p < 0.01 trés significative
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Figure 74: Comparaison de I’effet de ’extrait brut hydrométhanolique d’ A. leucotrichus et
de sa fraction acétate d’éthyle sur la glycémie chez les rats diabétiques injectés pendant 4

semaines

RDEB rats diabétiques traités par I'extrait brut hydrométhanolique d’A. leucotrichus , RDF rats diabétiques
traités par la fraction acétate d'éthyle de 1'extrait brut hydrométhanolique d’A. leucotrichus
* Comparaison entre les rats diabétiques traités par l'extrait brut hydrométhanolique d’A. leucotrichus et les rats
diabétiques traités par la fraction acétate d'éthyle de 1'extrait brut hydrométhanolique d’A. leucotrichus
**p <0.01 tres significative, **** p < 0.0001 trés hautement significative
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Traganum nudatum

Nous observons une diminution progressive de la glycémie au cours du temps chez les rats
diabétiques ayant recu une injection de 250 mg/kg.p.c de I'extrait brut hydrométhanolique de
T.nudatum de l'ordre de 25,42 % aprés 4 heures mais non significative ni par rapport aux rats
diabétiques témoins ni par rapport a t0 (Figure 75) Une semaine apres l'injection de I'extrait,
nous observons une diminution hautement significative de la glycémie chez les rats
diabétiques traités par rapport aux rats diabétiques témoins qui persiste jusqu'a la deuxiéme
semaine avec une diminution maximale de 25,66 %. Par ailleurs, chez les rats normaux ayant
recu une injection de 250 mg/kg.p.c du méme extrait, une augmentation non significative par
rapport a t0 de la glycémie est notée durant les quatre premicres heures qui se poursuit jusqu’a

la quatriéme semaine (Figure 76).
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Figure 75: Effet de l'extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum sur la glycémie chez les

rats injectés pendant 4 heures.

RDEB rats diabétiques traités par I'extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum RNEB rats normaux traités par
I'extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum, RDT rats diabétiques témoins, RNT rats normaux témoins

122



Résultats et Interprétation

4
. }\i\i__/i
-
& % * % —e—RDEB
L 27 X x X
E * ——ARNEB
[ =]
:}"-
= 1 - l_-—__T_—-—_-_—__—_—l,-—_:::__‘——l —A—RDT
O
—m—RNT
0 T T T 1
1 2 3 4
Temps (semaines)

Figure 76: Effet de I'extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum sur la glycémie chez les

rats injectés pendant 4 semaines.

RDERB rats diabétiques traités par I'extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum, RNEB rats normaux traités

par I'extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum, RDT rats diabétiques témoins, RNT rats normaux témoins

* Comparaison entre les rats diabétiques traités par 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum et les rats
diabétiques témoins, **** p < 0.0001 trés hautement significative

Effet de la fraction acétate d’éthyle

Aprés une heure de l'injection des rats diabetiques par 250 mg/kg.p.c de la fraction acétate
d'éthyle de T. nudatum, nous remarquons une augmentation de la glycémie apres une heure
suivie d'une diminution peu significative apres 2 heures et qui devient significative apres 4
heures de l'ordre de 9,24 % comparativement aux rats diabétiques témoins et aussi par rapport
a to qui correspond au début de 1’expérimentation (Figure 77). Apreés la deuxieme injection de
la fraction, une diminution hautement significative est notée, elle persiste jusqu'a la troisieme
semaine de l'ordre de 59,39 % par rapport aux rats diabétiques témoins, au dela de cette
semaine la glycémie commence a augmenter. Les variations de la glycémie chez les rats
normaux injectés par la méme fraction ne sont pas significatives par rapport a to avec un taux
de 3,62 % a la quatrieme heure. Une augmentation de la glycémie est notée chez les mémes
rats normaux traités apres 4 semaines de l'ordre de 5,84 % (Figure 78). D'aprés ces résultats,
nous constatons que I'extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum présente le meilleur effet
comparé a sa fraction acétate d'éthyle a court terme, apres 4 heures d'injection il présente une
diminution de 25,42 % de la glycémie contre 9,24%. En revanche, il semble que la fraction
acetate d'éthyle agisse mieux a plus long terme, elle induit une diminution hautement
significative de la glycémie atteignant 39,66 et 59,39 % apres 2 et 3 semaines d'injection
respectivement (Figures 79,80).
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Figure 77: Effet de la fraction acétate d'éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique de T.

nudatum sur la glycémie chez les rats injectés pendant 4 heures.

RDF rats diabétiques traités par la fraction acétate d'éthyle de 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum,
RNF rats normaux traités par la fraction acétate d'éthyle de 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum,
RDT rats diabétiques témoins, RNT rats normaux témoins
* Comparaison entre les rats diabétiques traités par la fraction acétate d’éthyle de 1’extrait brut
hydrométhanolique de T. nudatum et les rats diabétiques témoins, * p < 0.05 significative, ** p <0.01 trés

significative
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Figure 78: Effet de la fraction acétate d'éthyle de ’extrait brut hydrométhanolique de T.

nudatum sur la glycémie chez les rats injectés pendant 4 semaines.

RDF rats diabétiques traités par la fraction acétate d'éthyle de I’extrait brut hydrométhanolqiue de T. nudatum,
RNF rats normaux traités par la fraction acétate d'éthyle de 1’extrait brut hydrométhanolqiue de T. nudatum,
RDT rats diabétiques témoins, RNT rats normaux témoins
* Comparaison entre les rats diabétiques traités par la fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut
hydrométhanolique de T. nudatum et les rats diabétiques témoins, **** p < 0.0001 trés hautement significative
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Figure 79: Comparaison de I’effet de I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum et de sa
fraction acétate d’éthyle sur la glycémie chez les rats diabétiques injectés pendant 4 heures

RDEB rats diabétiques traités par I'extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum
RDF rats diabétiques traités par la fraction acétate d'éthyle de I’extrait brut hydrométhanolqiue de T. nudatum
* Comparaison entre les rats diabétiques traités par I'extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum et les rats
diabétiques traités par la fraction acétate d'éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum

* p <0.05 significative, ** p < 0.01 tres significative
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Figure 80: Comparaison de I’effet de ’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum et de sa

fraction acétate d’éthyle sur la glycémie chez les rats diabétiques injectés pendant 4 semaines

RDEB rats diabétiques traités par I'extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum

RDEF rats diabétiques traités par la fraction acétate d'éthyle de 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum
* Comparaison entre les rats diabétiques traités par I'extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum et les rats
diabétiques traités par la fraction acétate d'éthyle de 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum

*#% p <0.001 hautement significative, **** p < (0.0001 trés hautement significative
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7.2. Activité antidiabétique in vitro: Effet sur I'absorption du glucose
Remarque
Les résultats des expériences de ’absorption de glucose par les coupes de foie et les
adipocytes isolés de rats Wistar sont présentés en moyenne + ESM (n = 5).

7.2.1. Viabilité et dénombrement cellulaire
Le dénombrement cellulaire au microscope optique en utilisant une cellule de Thoma a
permis de noter la viabilité de plus de 10 millions d'adipocytes et de plus de 67 millions
d'hépatocytes dans 1g de tissu adipocytaire et hépatique respectivement par ml de suspension.
7.2.2. Effet sur I'absorption du glucose par le foie
a- Absorption basale de glucose par les coupes de foie
D'apres les résultats rapportés dans les figures 81 et 82, nous constatons que les coupes de
foie incubées seules sans insuline et sans extraits présentent une absorption basale de glucose
qui augmente au cours du temps d'incubation et qui atteint un maximum de l'ordre de 10,4 %
dans le milieu d'incubation contenant 5 mM de glucose d'une fagon peu significative et de
l'ordre de 9% dans le milieu d'incubation contenant 16 mM de glucose apres 90 minutes
d'incubation par rapport aux témoins (milieux d'incubation contenant 5 mM et 16 mM de
glucose respectivement en absence des coupes de foie). Il est a noter que l'absorption du
glucose par les coupes de foie dans le milieu d'incubation normoglycémique est légerement

plus élevée que dans le milieu hyperglycémique.
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Figure 81: Taux de glucose absorbé par les coupes de foie pendant 90 minutes dans le milieu

d'incubation contenant 5 mM de glucose.

T1 milieu d'incubation KRBA 4% contenant 5 mM de glucose en absence des coupes de foie
T3 milieu d'incubation KRBA 4% contenant 5 mM de glucose en présence des coupes de foie
* Comparaison des taux de glucose absorbé en absence et en présence des coupes de foie dans le milieu
d’incubation KRBA 4% contenant 5 mM de glucose, * p < 0.05 significative
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Figure 82: Taux de glucose absorbe par les coupes de foie pendant 90 minutes dans le milieu

d'incubation contenant 16 mM de glucose.

T2 milieu d'incubation KRBA 4% contenant 16 mM de glucose en absence des coupes de foie
T4 milieu d'incubation KRBA 4% contenant 16 mM de glucose en présence des coupes de foie

b- Effet de ’insuline sur I'absorption du glucose par les coupes de foie

Les figures 83 et 84 qui représentent les taux de glucose absorbé par les coupes de foie en
présence de différentes concentrations d'insuline (10, 50 et 100 pU/ml) montrent une
augmentation proportionnelle de I'absorption du glucose aux concentrations et au temps
d'incubation, cette augmentation est hautement significative a toutes les concentrations testées
dans les deux milieux d'incubation par rapport aux témoins (coupes de foie incubées en
présence de 5 mM et 16 mM de glucose sans insuline) tout au long de l'incubation.
L'absorption de glucose la plus importante est enregistrée a la concentration la plus élevée
d'insuline 100 pU/ml avec des taux de 43,8% et de 47% dans les milieux d'incubation
contenant 5 mM et 16 mM de glucose respectivement apres 90 minutes d'incubation. Nous
remarquons que l'action de [l'insuline est plus importante dans le milieu d'incubation

hyperglycémique que dans le milieu normoglycémique.
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Figure 83: Taux de glucose absorbé par les coupes de foie en présence de I'insuline a
différentes concentrations dans le milieu d'incubation contenant 5 mM de glucose.

T3 milieu d'incubation KRBA 4% contenant 5 mM de glucose en présence des coupes de foie et sans insuline
* Comparaison des taux de glucose absorbé par les coupes de foie en absence et en présence de différentes
concentrations d’insuline dans le milieu d’incubation KRBA 4 % contenant 5 mM de glucose
**%% < 0.0001 trés hautement significative
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Figure 84: Taux de glucose absorbé par les coupes de foie en présence de l'insuline a

différentes concentrations dans le milieu d'incubation contenant 16 mM de glucose.

T4 milieu d'incubation KRBA 4% contenant 16 mM de glucose en présence des coupes de foie et sans insuline
* Comparaison des taux de glucose absorbé par les coupes de foie en absence et en présence de différentes
concentrations d’insuline dans le milieu d’incubation KRBA 4 % contenant 16 mM de glucose
**¥% p <0.0001 treés hautement significative
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c- Effet de I'extrait brut hydrométhanolique et de sa fraction acétate d’éthyle d'A.
leucotrichus sur I'absorption de glucose par les coupes de foie

Les résultats de l'absorption de glucose par les coupes de foie incubées en présence de
différentes concentrations (100, 200 et 500 pg/ml) de I'extrait brut hydrométhanolique et de sa
fraction acétate d’éthyle d'A. leucotrichus montrent que les taux de glucose absorbé sont
croissants en fonction du temps et des concentrations (Figures 85, 86, 87, 88). En effet, pour
les deux extraits le maximum d'absorption est noté a la concentration de 500 pg/ml d'une
facon hautement significative apres 90 minutes d’incubation dans les deux milieux
d'incubation (contenant 5 mM et 16 mM de glucose) avec des taux de 44% et 47.6% pour
I'extrait brut hydrométhanolique EBwm et de 43% et 48% pour la fraction FAcwm respectivement
par rapport aux témoins (coupes de foie incubées en présence de 5 mM ou 16 mM de glucose
sans extrait). Nous constatons que les deux extraits testés d'A. leucotrichus possedent un effet
similaire trés proche de celui de I'insuline sur l'absorption du glucose par les coupes de foie et
qu'ils agissent mieux dans le milieu d'incubation hyperglycémique que dans le milieu
d'incubation normoglycémique (Figures 89, 90).
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Figure 85: Taux de glucose absorbé par les coupes de foie en présence de I'extrait brut
hydrométhanolique d'A. leucotrichus a différentes concentrations dans le milieu d'incubation

contenant 5 mM de glucose.

T3 milieu d'incubation KRBA 4% contenant 5 mM de glucose en présence des coupes de foie et sans extrait
* Comparaison des taux de glucose absorbé par les coupes de foie en absence et en présence de différentes
concentrations de 1’extrait brut hydrométhanolique d” A. leucotrichus dans le milieu d’incubation KRBA 4 %
contenant 5 mM de glucose, **** p < 0.0001 trés hautement significative
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Figure 86: Taux de glucose absorbé par les coupes de foie en présence de I'extrait brut
hydrométhanolique d'A. leucotrichus a différentes concentrations dans le milieu d'incubation

contenant 16 mM de glucose.

T4 milieu d'incubation KRBA 4% contenant 16 mM de glucose en présence des coupes de foie et sans extrait
* Comparaison des taux de glucose absorbé par les coupes de foie en absence et en présence de différentes
concentrations de 1’extrait brut hydrométhanolique d” A. leucotrichus dans le milieu d’incubation KRBA 4 %
contenant 16 mM de glucose, **** p < 0.0001 trés hautement significative
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Figure 87: Taux de glucose absorbé par les coupes de foie en présence de la fraction acétate
d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus a différentes concentrations

dans le milieu d'incubation contenant 5 mM de glucose.

T3 milieu d'incubation KRBA 4% contenant 5 mM de glucose en présence des coupes de foie et sans extrait
* Comparaison des taux de glucose absorbé par les coupes de foie en absence et en présence de différentes
concentrations de la fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique d” A. leucotrichus dans le
milieu d’incubation KRBA 4 % contenant 5 mM de glucose, **** p < 0.0001 trés hautement significative
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Figure 88: Taux de glucose absorbé par les coupes de foie en présence de la fraction acétate
d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus a différentes concentrations
dans le milieu d'incubation contenant 16 mM de glucose.

T4 milieu d'incubation KRBA 4% contenant 16 mM de glucose en présence des coupes de foie et sans extrait
* Comparaison des taux de glucose absorbé par les coupes de foie en absence et en présence de différentes
concentrations de la fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique d” A. leucotrichus dans le
milieu d’incubation KRBA 4 % contenant 16 mM de glucose, **** p < 0.0001 trés hautement significative
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Figure 89: Comparaison de I’effet de 1’extrait brut hydrométhanolique d’A. leucotrichus et de
sa fraction acétate d’éthyle a la concentration 500pug/ml par rapport a I’insuline a 100 pU/ml
sur I’absorption de glucose par les coupes de foie dans le milieu d’incubation contenant 5 mM
de glucose

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, M macération
* Comparaison des taux de glucose absorbé par les coupes de foie en présence de I’extrait brut
hydrométhanolique d” A. leucotrichus a 500 pg/ml et en présence d’insuline a 100 pU/ml dans le milieu
d’incubation KRBA 4 % contenant 5 mM de glucose
*Comparaison des taux de glucose absorbé par les coupes de foie en présence de la fraction acétate d’éthyle de
I’extrait brut hydrométhanolique d” A. leucotrichus a 500 pg/ml et en présence d’insuline a 100 pU/ml dans le
milieu d’incubation KRBA 4 % contenant 5 mM de glucose, **** p < 0.0001 trés hautement significative
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Figure 90: Comparaison de ’effet de ’extrait brut hydrométhanolique d’A. leucotrichus et de
sa fraction acétate d’éthyle a la concentration 500 ug/ml par rapport a I’insuline a 100 pU/ml
sur I’absorption de glucose par les coupes de foie dans le milieu d’incubation contenant 16

mM de glucose

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, M macération
* Comparaison des taux de glucose absorbé par les coupes de foie en présence de I’extrait brut
hydrométhanolique d” A. leucotrichus a 500 pg/ml et en présence d’insuline & 100 pU/ml dans le milieu
d’incubation KRBA 4 % contenant 16 mM de glucose, * p < 0.05 significative

d- Effet de I'extrait brut hydrométhanolique et de sa fraction acétate d’éthyle de T.
nudatum sur I'absorption de glucose par les coupes de foie

Une augmentation proportionnelle de l'assimilation du glucose par les coupes de foie aux
concentrations de l'extrait brut hydrométhanolique et de sa fraction acétate d’éthyle (100, 200
et 500ug/ml) de T. nudatum est observée pendant les 90 minutes d'incubation dans les figures,
la concentration 500 pg/ml induit le maximum d'absorption de glucose d'une maniére
hautement significative avec des pourcentages de 37% et 42% pour EBm et de 38% et 44%
pour FAcm dans les milieux d'incubation contenant 5 mM et 16 mM de glucose
respectivement apres 90 minutes d'incubation comparativement aux témoins (coupes de foie
incubées dans des milieux d'incubation contenant 5 mM ou 16 mM de glucose sans extrait)
(Figures 91, 92, 93, 94). Il est constaté que sous l'action des deux extraits de T. nudatum, les
coupes de foie absorbent d'avantage de glucose dans le milieu d'incubation hyperglycémique
que dans le milieu normoglycémique, nous constatons également que la fraction acétate
d’éthyle est 1égerement plus efficace que I'extrait brut hydrométhanolique mais moins efficace
que l'insuline (Figures 95, 96).
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Figure 91: Taux de glucose absorbé par les coupes de foie en présence de I'extrait brut
hydrométhanolique de T. nudatum a différentes concentrations dans le milieu d'incubation

contenant 5 mM de glucose.

T3 milieu d'incubation KRBA 4% contenant 5 mM de glucose en présence des coupes de foie et sans extrait
* Comparaison des taux de glucose absorbé par les coupes de foie en absence et en présence de différentes
concentrations de 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum dans le milieu d’incubation KRBA 4 %

contenant 5 mM de glucose, * p < 0.05 significative, ** p <0.01 trés significative, *** p < 0.001 hautement

significative, **** p < 0.0001 tres hautement significative
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Figure 92: Taux de glucose absorbé par les coupes de foie en présence de I'extrait brut
hydrométhanolique de T. nudatum a différentes concentrations dans le milieu d'incubation

contenant 16 mM de glucose.

T4 milieu d'incubation KRBA 4% contenant 16 mM de glucose en présence des coupes de foie et sans extrait
* Comparaison des taux de glucose absorbé par les coupes de foie en absence et en présence de différentes
concentrations de 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum dans le milieu d’incubation KRBA 4 %

contenant 16 mM de glucose, **** p < 0.0001 treés hautement significative
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Figure 93: Taux de glucose absorbé par les coupes de foie en présence de la fraction acétate
d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique de T.nudatum a différentes concentrations dans
le milieu d'incubation contenant 5 mM de glucose.

T3 milieu d'incubation KRBA 4% contenant 5 mM de glucose en présence des coupes de foie et sans extrait
* Comparaison des taux de glucose absorbé par les coupes de foie en absence et en présence de différentes
concentrations de la fraction acétate d’éthyle de 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum dans le milieu
d’incubation KRBA 4 % contenant 5 mM de glucose, **** p < (0.0001 trés hautement significative
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Figure 94: Taux de glucose absorbé par les coupes de foie en présence de la fraction acétate
d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique de T.nudatum & différentes concentrations dans

le milieu d'incubation contenant 16 mM de glucose.

T4 milieu d'incubation KRBA 4% contenant 16 mM de glucose en présence des coupes de foie et sans extrait
* Comparaison des taux de glucose absorbé par les coupes de foie en absence et en présence de différentes
concentrations de la fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum dans le milieu
d’incubation KRBA 4 % contenant 16 mM de glucose, **** p <0.0001 trés hautement significative
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Figure 95: Comparaison de I’effet de I’extrait brut hydrométhanolqiue de T. nudatum et de sa
fraction acétate d’éthyle a la concentration 500pg/ml par rapport a I’insuline a 100 pU/ml sur
I’absorption de glucose par les coupes de foie dans le milieu d’incubation contenant 5 mM de
glucose
EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, M macération
* Comparaison des taux de glucose absorbé par les coupes de foie en présence de 1’extrait brut
hydrométhanolique de T. nudatum a 500 ug/ml et en présence d’insuline & 100 uU/ml dans le milieu
d’incubation KRBA 4 % contenant 5 mM de glucose
® Comparaison des taux de glucose absorbé par les coupes de foie en présence de la fraction acétate d’éthyle de
I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum a 500 pg/ml et en présence d’insuline & 100 pU/ml dans le
milieu d’incubation KRBA 4 % contenant 5 mM de glucose, *** p <0.001 hautement significative, **** p <
0.0001 trés hautement significative
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Figure 96: Comparaison de I’effet de ’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum et de sa
fraction acétate d’éthyle a la concentration 500pg/ml par rapport a I’insuline & 100 pU/ml sur
I’absorption de glucose par les coupes de foie dans le milieu d’incubation contenant 16 mM

de glucose
EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, M macération
* Comparaison des taux de glucose absorbé par les coupes de foie en présence de I’extrait brut
hydrométhanolique de T. nudatum a 500 pg/ml et en présence d’insuline & 100 pU/ml dans le milieu
d’incubation KRBA 4 % contenant 16 mM de glucose
e Comparaison des taux de glucose absorbé par les coupes de foie en présence de la fraction acétate d’éthyle de
I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum a 500 pg/ml et en présence d’insuline a 100 pU/ml dans le
milieu d’incubation KRBA 4 % contenant 16 mM de glucose, * p < 0.05 significative, ** p <0.01 tres
significative
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7.2.2. Effet sur I'absorption du glucose par les adipocytes

a- Absorption basale de glucose par les adipocytes

Les figures 97 et 98 illustrent la capacité des adipocytes incubés a capter le glucose sans
insuline et sans extraits, dans les deux milieux d'incubation (contenant 5 mM et 16 mM de
glucose) l'augmentation de la captation est significative a 30 minutes, trés significative et
maximale a 60 minutes de l'ordre de 10% et de 6,8% respectivement puis peu significative
apres 90 minutes d'incubation par rapport aux témoins (milieux d'incubation contenant 5 mM
et 16 mM de glucose en absence des adipocytes). Nous constatons que les adipocytes

absorbent d'avantage de glucose dans le milieu normoglycémique que dans le milieu

hyperglycémique.
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Figure 97: Taux de glucose absorbé par les adipocytes pendant 90 minutes dans le milieu

d'incubation contenant 5 mM de glucose.

T1 milieu d'incubation KRBA 4% contenant 5 mM de glucose en absence des adipocytes
T3 milieu d'incubation KRBA 4% contenant 5 mM de glucose en présence des adipocytes
*Comparaison des taux de glucose absorbé en absence et en présence des adipocytes dans le milieu d’incubation
KRBA 4 % contenant 5 mM de glucose
* p <0.05 significative, ** p < (.01 trés significative, *** p <0.001 hautement significative
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Figure 98: Taux de glucose absorbé par les adipocytes pendant 90 minutes dans le milieu

d'incubation contenant 16 mM de glucose.

T2 milieu d'incubation KRBA 4% contenant 16 mM de glucose en absence des adipocytes
T4 milieu d'incubation KRBA 4% contenant 16 mM de glucose en présence des adipocytes
* Comparaison des taux de glucose absorbé en absence et en présence des adipocytes dans le milieu
d’incubation KRBA 4 % contenant 16 mM de glucose
** p <0.01 trés significative, *** p <0.001 hautement significative

b- Effet de ’insuline sur I'absorption du glucose par les adipocytes

Nous notons un effet dose-dépendant de linsuline sur l'absorption du glucose par les
adipocytes incubés d'une fagon hautement significative par rapport aux témoins (adipocytes
incubés en présence de 5 mM et 16 mM de glucose sans insuline) a toutes les concentrations
testées tout au long de l'incubation (Figures 99, 100), le captage de glucose le plus important
est enregistré a la concentration de 100 pU/ml a 60 minutes de I'ordre de 39% dans le milieu
d'incubation contenant 5 mM de glucose et de l'ordre de 32% dans le milieu d'incubation

contenant 16 mM de glucose. Il est constaté qu'en milieu normoglycémique l'insuline agit
mieux.
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Figure 99: Taux de glucose absorbé par les adipocytes en présence de I'insuline a différentes

concentrations dans le milieu d'incubation contenant 5 mM de glucose.

T3 milieu d'incubation KRBA 4% contenant 5 mM de glucose en présence des adipocytes et sans insuline
* Comparaison des taux de glucose absorbé par les adipocytes en absence et en présence de différentes
concentrations d’insuline dans le milieu d’incubation KRBA 4 % contenant 5 mM de glucose
*E%*% p < 0.0001 trés hautement significative
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Figure 100: Taux de glucose absorbé par les adipocytes en présence de I'insuline a différentes

concentrations dans le milieu d'incubation contenant 16 mM de glucose.

T4 milieu d'incubation KRBA 4% contenant 16 mM de glucose en présence des adipocytes et sans insuline
* Comparaison des taux de glucose absorbé par les adipocytes en absence et en présence de différentes
concentrations d’insuline dans le milieu d’incubation KRBA 4 % contenant 16 mM de glucose
**%% p <0.0001 tres hautement significative
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c- Effet de l'extrait brut hydrométhanolique et de sa fraction acétate d’éthyle d'A.
leucotrichus sur I'absorption de glucose par les adipocytes

En présence de l'extrait brut hydrométhanolique et sa fraction acétate d’éthyle d'A.
leucotrichus, le captage de glucose augmente avec l'augmentation des concentrations, la
concentration 500 pg/ml des deux extraits induit le maximum de captation dans les deux
milieux d'incubation (contenant 5 mM et 16 mM de glucose) tres significativement a 60
minutes avec des taux respectifs de 22% et de 21% pour I’extrait brut hydrométhanolique et
de 23% pour la fraction acétate d’éthyle par rapport aux témoins (adipocytes incubés en
présence de 5 mM et 16 mM de glucose sans extrait) (Figures 101, 102, 103, 104). Presque le
méme effet est exercé par l'extrait brut et sa fraction et dans les deux milieux d'incubation

hyper et normoglycémique, en revanche l'effet de I'insuline est meilleur (Figures 105, 106).
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Figure 101: Taux de glucose absorbé par les adipocytes en présence de I'extrait brut
hydrométhanolique d'A. leucotrichus a différentes concentrations dans le milieu d'incubation

contenant 5 mM de glucose.

T3 milieu d'incubation KRBA 4% contenant 5 mM de glucose en présence des adipocytes et sans extrait
* Comparaison des taux de glucose absorbé par les adipocytes en absence et en présences de différentes
concentrations de 1’extrait brut hydrométhanolique d” A. leucotrichus dans le milieu d’incubation KRBA 4 %
contenant 5 mM de glucose
* p <0.05 significative, ** p < 0.01 trés significative, *** p < 0.001 hautement significative
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Figure 102: Taux de glucose absorbé par les adipocytes en présence de I'extrait brut
hydrométhanolique d'A. leucotrichus a différentes concentrations dans le milieu d'incubation

contenant 16 mM de glucose.

T4 milieu d'incubation KRBA 4% contenant 16 mM de glucose en présence des adipocytes et sans extrait
*Comparaison des taux de glucose absorbé par les adipocytes en absence et en présences de différentes
concentrations de 1’extrait brut hydrométhanolique d” A. leucotrichus dans le milieu d’incubation KRBA 4 %
contenant 16 mM de glucose
* p < 0.05 significative, ** p < 0.01 trés significative, *** p < 0.001 hautement significative
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Figure 103: Taux de glucose absorbé par les adipocytes en présence de la fraction acétate
d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus a différentes concentrations

dans le milieu d'incubation contenant 5 mM de glucose.

T3 milieu d'incubation KRBA 4% contenant 5 mM de glucose en présence des adipocytes et sans extrait
* Comparaison des taux de glucose absorbé par les adipocytes en absence et en présence de différentes
concentrations de la fraction acétate d’éthyle de 1’extrait brut hydrométhanolique d” A. leucotrichus dans le
milieu d’incubation KRBA 4 % contenant 5 mM de glucose
* p <0.05 significative™* p < 0.01 trés significative, *** p < (0.001 hautement significative
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Figure 104: Taux de glucose absorbé par les adipocytes en présence de la fraction acétate
d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique d'A. leucotrichus a différentes concentrations

dans le milieu d'incubation contenant 16 mM de glucose.

T4 milieu d'incubation KRBA 4% contenant 16 mM de glucose en présence des adipocytes et sans extrait
* Comparaison des taux de glucose absorbé par les adipocytes en absence et en présence de différentes
concentrations de la fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique d” A. leucotrichus dans le
milieu d’incubation KRBA 4 % contenant 16 mM de glucose
* p < 0.05 significative, ** p < 0.01 trés significative, *** p < 0.001 hautement significative
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Figure 105: Comparaison de I’effet de I’extrait brut hydrométhanolique d’A. leucotrichus et
de sa fraction acétate d’éthyle a la concentration 500pg/ml par rapport a I’insuline a 100
pU/ml sur I’absorption de glucose par les adipocytes dans le milieu d’incubation contenant 5

mM de glucose

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, M macération
* Comparaison des taux de glucose absorbé par les adipocytes en présence de 1’extrait brut hydrométhanolique
d’ A. leucotrichus a 500 pg/ml et en présence d’insuline a 100 pU/ml dans le milieu d’incubation KRBA 4 %
contenant 5 mM de glucose
e Comparaison des taux de glucose absorbé par les adipocytes en présence de la fraction acétate d’éthyle de
I’extrait brut hydrométhanolique d” A. leucotrichus a 500 pg/ml et en présence d’insuline & 100 pU/ml dans le
milieu d’incubation KRBA 4 % contenant 5 mM de glucose, **** p < 0.0001trés hautement significative
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Figure 106: Comparaison de I’effet de I’extrait brut hydrométhanolique d’A. leucotrichus et
de sa fraction acétate d’¢thyle a la concentration 500 ug/ml par rapport a I’insuline a 100
pU/ml sur I’absorption de glucose par les adipocytes dans le milieu d’incubation contenant 16

mM de glucose

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, M macération
* Comparaison des taux de glucose absorbé par les adipocytes en présence de I’extrait brut hydrométhanolique
d’ A. leucotrichus a 500 pg/ml et en présence d’insuline a 100 wU/ml dans le milieu d’incubation KRBA 4 %
contenant 16 mM de glucose

® Comparaison des taux de glucose absorbé par les adipocytes en présence de la fraction acétate d’éthyle de
I’extrait brut hydrométhanolique d’ A. leucotrichus a 500 pg/ml et en présence d’insuline a 100 pU/ml dans le

milieu d’incubation KRBA 4 % contenant 16 mM de glucose, **** p < 0.0001trés hautement significative
d- Effet de I'extrait brut hydrométhanolique et de sa fraction acétate d’éthyle de T.
nudatum sur I'absorption de glucose par les adipocytes
Les histogrammes reportés dans les figures 107, 108, 109, 110 montrent qu'en présence de
l'extrait brut hydrométhanolique et sa fraction acétate d’éthyle de T. nudatum I'absorption du
glucose s'éléve au cours du temps avec un maximum d'absorption a 60 minutes d'incubation a
la concentration 500 pg/ml d'une maniére significative pour la fraction acétate d’éthyle et trés
significative pour I’extrait brut hydrométhanolique d'environ 24% et de 23% respectivement
dans le milieu d'incubation contenant 5 mM de glucose et d'environ 23,3% et 20,6% dans le
milieu d'incubation contenant 16 mM de glucose par rapport aux témoins (adipocytes incubés
en présence de 5 mM et 16 mM de glucose sans extrait). Il s'avére qu'a la concentration de 5
mM de glucose, l'extrait brut hydrométhanolique et sa fraction acétate d’éthyle ont un effet
proche sur I'absorption du glucose par les adipocytes incubés, a la concentration de 16 mM de
glucose nous remarquons que la fraction acétate d’éthyle est légeérement plus active que

I'extrait brut hydrométhanolique (Figures 111, 112).
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Figure 107: Taux de glucose absorbé par les adipocytes en présence de I'extrait brut
hydrométhanolique de T. nudatum a différentes concentrations dans le milieu d'incubation

contenant 5 mM de glucose.

T3 milieu d'incubation KRBA 4% contenant 5 mM de glucose en présence des adipocytes et sans extrait
* Comparaison des taux de glucose absorbé par les adipocytes en absence et en présences de différentes
concentrations de 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum dans le milieu d’incubation KRBA 4 %
contenant 5 mM de glucose, * p < 0.05 significative, ** p <0.01 trés significative, *** p < (0.001 hautement
significative
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Figure 108: Taux de glucose absorbé par les adipocytes en présence de I'extrait brut
hydrométhanolique de T. nudatum a différentes concentrations dans le milieu d'incubation

contenant 16 mM de glucose.

T4 milieu d'incubation KRBA 4% contenant 16 mM de glucose en présence des adipocytes et sans extrait
*Comparaison des taux de glucose absorbé par les adipocytes en absence et en présence de différentes
concentrations de 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum dans le milieu d’incubation KRBA 4 %
contenant 16 mM de glucose, ** p < 0.01 tres significative, *** p < 0.001 hautement significative
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Figure 109: Taux de glucose absorbé par les adipocytes en présence de la fraction acétate
d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum a différentes concentrations dans
le milieu d'incubation contenant 5 mM de glucose.

T3 milieu d'incubation KRBA 4% contenant 5 mM de glucose en présence des adipocytes et sans extrait
* Comparaison des taux de glucose absorbé par les adipocytes en absence et en présence de différentes
concentrations de la fraction acétate d’éthyle de 1’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum dans le milieu
d’incubation
KRBA 4 % contenant 5 mM de glucose
* p < 0.05 significative, ** p < 0.01 trés significative, **** p <0.0001 trés hautement significative
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Figure 110: Taux de glucose absorbé par les adipocytes en présence de la fraction acétate
d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum a différentes concentrations dans

le milieu d'incubation contenant 16 mM de glucose.

T4 milieu d'incubation KRBA 4% contenant 16 mM de glucose en présence des adipocytes et sans extrait
*Comparaison des taux de glucose absorbé par les adipocytes en absence et en présence de différentes
concentrations de la fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum dans le milieu
d’incubation KRBA 4 % contenant 16 mM de glucose
* p <0.05 significative, ** p < 0.01 trés significative, **** p < (0.0001 trés hautement significative
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Figure 111: Comparaison de I’effet de I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum et de

sa fraction acétate d’éthyle a la concentration 500pg/ml par rapport a I’insuline a 100 pU/ml

sur ’absorption de glucose par les adipocytes dans le milieu d’incubation contenant 5 mM de
glucose

EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, M macération
* Comparaison des taux de glucose absorbé par les adipocytes en présence de 1’extrait brut hydrométhanolique
de T. nudatum a 500 pg/ml et en présence d’insuline & 100 wU/ml dans le milieu d’incubation KRBA 4 %
contenant 5 mM de glucose
e Comparaison des taux de glucose absorbé par les adipocytes en présence de la fraction acétate d’éthyle de
I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum a 500 pg/ml et en présence d’insuline a 100 pU/ml dans lemilieu
d’incubation KRBA 4 % contenant 5 mM de glucose, **** p <0.0001 trés hautement significative
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Figure 112: Comparaison de I’effet de I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum et de
sa fraction acétate déthyle a la concentration 500pg/ml par rapport a I’insuline a 100 pU/ml
sur I’absorption de glucose par les adipocytes dans le milieu d’incubation contenant 16 mM
de glucose
EB extrait brut, FAc fraction acétate d'éthyle, M macération

* Comparaison des taux de glucose absorbé par les adipocytes en présence de 1’extrait brut hydrométhanolique

de T. nudatum a 500 pg/ml et en présence d’insuline & 100 pU/ml dans le milieu d’incubation KRBA 4 %

contenant 16 mM de glucose

e Comparaison des taux de glucose absorbé par les adipocytes en présence de la fraction acétate d’éthyle de

I’extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum a 500 pg/ml et en présence d’insuline a 100 pU/ml dans le
milieu d’incubation KRBA 4 % contenant 16 mM de glucose,**** p < 0.0001 trés hautement significative
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8. Identification de composés phénoliques par RP - HPLC PDA

Ammodaucus leucotrichus

Les profils chromatographiques qualitatifs obtenus montrent des différences dans la
composition en polyphénols entre les différents extraits analysés (Figures 113, 114, 115),
plusieurs molécules sont détectées, six entre elles sont identifiées: deux flavonoides (la
naringénine et la quercétine), trois acides phénoliques (sinapique, férulique et p-coumarique)
et la vanilline. Il s’avére que l'acide sinapique est le composé majoritaire, il est détecté dans
les trois fractions et ¢’était le plus abondant dans FAc), I'acide férulique est détecté également
dans les trois fractions. L'acide p-coumarique est détecté dans FAcm et FAci. Deux
flavonoides sont identifiés: un flavanone qui est la naringénine détectée dans les trois
fractions et la plus abondante dans FAc et un flavonol la quercétine qui n'est détectée que
dans la fraction Fn-Bm. La présence de la vanilline est détectée uniquement dans FAcwm qui est

par ailleurs la fraction la plus riche avec cing composés identifiés.
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Figure 113: Chromatogramme de la fraction acétate d’éthyle de ’extrait brut

hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par macération enregistré a 280 nm

Colonne Eclipse ODS C18 en phase inverse 150 mm x 4,6 pm Hypersil, température ambiante, débit 1 ml/min,
phase mobile : acide acétique (2%) (solvant A), méthanol ultra-pure (solvant B), gradient d'élution: 5 min avec
10% de B, 25 min avec 90% de B puis 15 min de gradient linéaire de 90% a 100% de B et 20 minutes pour
1I’équilibration
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Figure 114: Chromatogramme de la fraction n-butanol de I’extrait brut hydrométhanolique

d'A. leucotrichus préparé par macération enregistré a 280 nm

Colonne Eclipse ODS C18 en phase inverse 150 mm x 4,6 um Hypersil, température ambiante, débit 1 ml/min,
phase mobile : acide acétique (2%) (solvant A), méthanol ultra-pure (solvant B), gradient d'élution: 5 min avec
10% de B, 25 min avec 90% de B puis 15 min de gradient linéaire de 90% a 100% de B et 20 minutes pour

1’équilibration
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Figure 115: Chromatogramme de la fraction acétate d’éthyle de ’extrait brut

hydrométhanolique d'A. leucotrichus préparé par infusion enregistré a 280 nm

Colonne Eclipse ODS C18 en phase inverse 150 mm x 4,6 um Hypersil, température ambiante, débit 1 ml/min,
phase mobile : acide acétique (2%) (solvant A), méthanol ultra-pure (solvant B), gradient d'élution: 5 min avec
10% de B, 25 min avec 90% de B puis 15 min de gradient linéaire de 90% a 100% de B et 20 minutes pour

1’équilibration
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Traganum nudatum

L'identification des composés phénoliques contenus dans les fractions FAcwm, FACI, et Fn-Bm
est réalisee par technique RP-HPLC-PDA. Les chromatogrammes enregistrés a 280 nm
(Figures 116, 117, 118) révelent un grand nombre de pics bien séparés indiquant une grande
diversité dans la composition phénolique des fractions, sept composés ont été identifiés dont
quatre acides phénoliques (sinapique, syringique, férulique et p-coumarique), deux
flavonoides (la naringénine et la catéchine) et la vanilline. Parmi tous les composés
phénoliques identifiés, I’acide sinapique est le plus abondant dans tous les extraits et
particulierement dans la fraction FAc, l'acide férulique est également détecté dans les trois
fractions, I'acide p-coumarique est détecté dans FAc et Fn-Bwm tandis que I'acide syringique n'
est détecté que dans la fraction FAcwm, la naringénine est le flavonoide majeur identifié chez T.
nudatum, elle est détectée dans les trois fractions et elle est plus abondante dans la fraction
Fn-Bwm le deuxiéme flavonoide qui est la catéchine est détectée uniquement dans la fraction
FAc) en faible quantité. La présence de la vanilline est également détectée dans FAC
seulement. En outre, plusieurs composés sont détectés mais ne sont pas identifiés. 1l est a
noter que la fraction FAc est plus riche que la fraction FAcm avec 6 et 4 composés identifiés

respectivement.
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Figure 116: Chromatogramme de la fraction acétate d’éthyle de 1’extrait brut

hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion enregistré a 280 nm.

Colonne Eclipse ODS C18 en phase inverse 150 mm x 4,6 pm Hypersil, température ambiante, débit 1 ml/min,
phase mobile : acide acétique (2%) (solvant A), méthanol ultra-pure (solvant B), gradient d'élution: 5 min avec
10% de B, 25 min avec 90% de B puis 15 min de gradient linéaire de 90% a 100% de B et 20 minutes pour
1’équilibration
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Figure 117: Chromatogramme de la fraction n-butanol de I’extrait brut hydrométhanolique de

T. nudatum préparé par macération enregistré a 280 nm
Colonne Eclipse ODS C18 en phase inverse 150 mm x 4,6 um Hypersil, température ambiante, débit 1 ml/min,
phase mobile : acide acétique (2%) (solvant A), méthanol ultra-pure (solvant B), gradient d'élution: 5 min avec
10% de B, 25 min avec 90% de B puis 15 min de gradient linéaire de 90% a 100% de B et 20 minutes pour
1’équilibration
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Figure 118: Chromatogramme de la fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut

hydrométhanolique de T. nudatum préparé par infusion enregistré a 280 nm.

Colonne Eclipse ODS C18 en phase inverse 150 mm x 4,6 pm Hypersil, température ambiante, débit 1 ml/min,
phase mobile : acide acétique (2%) (solvant A), méthanol ultra-pure (solvant B), gradient d'élution: 5 min avec
10% de B, 25 min avec 90% de B puis 15 min de gradient linéaire de 90% a 100% de B et 20 minutes pour
1’équilibration
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Autrefois appelées Ombelliferes, les Apiacées dont Ammodaucus leucotrichus constituent une
des plus grandes familles de plantes connues sur terre avec plus de 3000 espéces et 400
genres. C'est une famille tres homogene facile a reconnaitre grace a son inflorescence en
ombelles composeées. La famille des Apiacées est répartie sur une grande partie du globe et
particulierement dans les régions montagneuses tempérées. En Algérie, elle occupe une place
importante dans la flore ou elle est représentée par 55 genres, 130 especes (dont 24
endémiques) et 26 sous especes. Les genres Bupleurum et Daucus sont les plus abondants en
Algérie (Quézel et Santa, 1963; Heywood et al., 1996; Tabanca et al., 2006).

Les Apiacées sont le plus souvent des plantes aromatiques. Elles sécretent des huiles
essentielles qui leurs conférent des odeurs et des saveurs caracteristiques, ce qui explique leur
emploi a la fois comme aliments, condiments et comme traitements en médecine
traditionnelle. Elles renferment de nombreuses plantes alimentaires: la carotte (Daucus
carota), le fenouil (Foeniculum vulgare) les feuilles de persil (Petroselinum crispum) ainsi
que de céleri (Apium graveolens), des plantes ornementales et des plantes condimentaires. La
plupart des Apiacées utilisees comme condiments sont également réputées pour leurs
nombreuses vertus medicinales. Parmi les plus connues: les grains du cumin (Cuminum
cyminum), l'anis (Pimpinella anisum), les grains de Carum carvi, la coriandre (Coriandrum
sativum),... dautres plantes a usage uniquement médicinal Ammi visnaga, Anethum
graveolens (I'Aneth), Angelica archangelica (angelique). Comme il existe des espéces
toxiques telles que la grande cigué (Conium maculatum) et la cigué vireuse (Cicuta virosa)
(Tirapelli et al., 2007; Olle et Bender, 2010; Sofowara, 2010; Amiri et Joharchi, 2016).
Ammodaucus leucotrichus Cosson & Durieu est une apiacée qui joue un role important en
médecine traditionnelle dans les pays de I'Afriqgue du nord notamment au sud d'Algérie.
Cependant, rares sont les études de la composition chimique et d'activités biologiques et
pharmacologiques des extraits de cette espéce.

Selon la nouvelle classification dite APG IlIl (Angiosperms Phylogeny group 1l1) les
Chénopodiacées dont Traganum nudatum sont dorénavant appelés Amaranthacées,
comprenant plus de cent genres et 2400 especes, ce sont des plantes de terrains salés,
buissonnantes rarement des herbes, vivant surtout sous les climats arides et semi-arides
(Monteil, 1906). La répartition géographique des Amaranthacées est trés vaste. On les
retrouve dans le bassin meéditerranéen et le Sahara, au Moyen-Orient dans les steppes et
déserts de I'Asie centrale, en Afrique, en Australie et dans les deux Amériques. En Europe,

cette famille compte quelques dizaines d'espéces (Ozenda, 1958; Mulas, 2004).
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Traganum nudatum Delile est une halophyte appartenant a la famille des Chénopodiacées.
Malgré ses usages nombreux en médecine traditionnelle, nous retrouvons peu de recherche
scientifique a ce sujet.

Cette étude a porté sur un criblage phytochimique et biologique de Traganum nudatum et
Ammodaucus leucotrichus largement utilisées en pharmacopée traditionnelle locale pour
traiter d'innombrables maladies. Nous avons commencé par une série d'extractions en utilisant
différentes techniques afin d'extraire le maximum de composés phénoliques. La macération et
I'infusion ont été adoptées a une proportion de 10% dans un mélange méthanol/eau 80/20.
Apres l'étape de la préparation des extraits, nous avons procédé a un criblage phytochimique
puis a des dosages des composés phénoliques. Nous sommes passes par la suite a la recherche
des activités biologiques commencant par l'activité antioxydante, nous avons opté pour la
technique de piégeage du radical libre DPPH et la réduction des ions de fer (méthode FRAP)
et de molybdene (méthode CAT). Nous avons également recherché une éventuelle activité
antimicrobienne de nos extraits a I'égard de certaines souches bactériennes et fongiques
pathogenes de référence en utilisant deux techniques: la technique de diffusion sur gélose ou
méthode des disques et la méthode de microdilutions en milieu liquide. Par ailleurs, nous
avons recherché l'effet de nos extraits vis-a-vis des globules rouges humains d'un donneur
unique et sain. Nous avons ensuite recherché les effets antidiabétiques probables des extraits
in vivo. Apres avoir devoilé des effets antihyperglycémiants intéressants in vivo et afin de
comprendre les mécanismes d'action possibles impliqués dans ces effets nous avons procédé a
des tests antidiabétiques in vitro en testant les extraits pour leur effet sur l'absorption du
glucose par le foie et par le tissu adipeux de rats Wistar. Enfin, les extraits qui se sont révélés
les plus actifs ont été analysés par HPLC afin d'identifier leurs composés bioactifs

responsables des effets observés.
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Traganum nudatum

Les différents extraits de T. nudatum sont obtenus sous forme de pate hygroscopique de
couleur vert-noiratre et solubles seulement dans le méthanol pur ou dans le DMSO avec des
rendements d'extraction plus élevés avec le mélange méthanol/eau, ce qui suggére que la
plante est riche en métabolites secondaires polaires. Ce mélange de solvants trés polaire
extrait toutes les substances polaires (méme non phénoliques) comme les sucres et les
protéines (Djeridane et al., 2006). D'une autre part la macération donne des rendements plus
importants que l'infusion, ¢a peut étre expliqué par le fait que certaines molécules ont été
détruites par l'effet de la chaleur.

Les tests phytochimiques ont démontré la présence des tannins, des quinones, des
flavonoides, des alcaloides, de saponines, des terpénoides et des coumarines. Ces résultats
concordent avec ceux de Badawneh et al. (2017) qui a démontré la présence des flavonoides,
des alcaloides, des tannins et des saponines dans I'extrait éthanolique de T. nudatum récoltée
en Arabie Saoudite.

Les plantes de la famille des Chénopodiacees sont riches en polyphénols, en particulier en
flavonoides (Repo-Carrasco-Valencia et al., 2010). Effectivement, il ressort des dosages que
les teneurs en composés phénoliques varient en fonction du mode et du solvant d'extraction et
que les teneurs les plus élevées sont enregistrées dans les fractions acétate d'éthyle, ces
résultats sont similaires a ceux trouvés dans des études réaliseées sur quelques especes de la
famille des chénopodiacées: Retama reatam par Saada et al. (2014) et Atriplex farinosa,
Atriplex nummularia et Haloxylon salicornicum par Abd El Raheim et al. (2012) qui ont
reporté que les contenus les plus riches en polyphénols se trouvent dans les fractions acétate
d'éthyle, ceci est expliqué selon Wei et al. (2010) par le fait que les polyphénols sont des
molécules légérement polaires qui tendent a s'accumuler dans des fractions de polarité
moyenne telles que l'acétate d'éthyle.

L'analyse de l'activité antiradicalaire des extraits sur le DPPH montre que la fraction acétate
d'éthyle présente la meilleure activité antiradicalaire. En étudiant l'activité antiradicalaire de
plusieurs extraits de Sueda japonica (Chénopodiacées), Kang et al. (2017) ont également
reporté que la fraction acétate d'éthyle se trouve la plus active, ceci peut étre attribué a la
polarité de l'acétate d'éthyle qui permet l'extraction de composés antioxydants tels que les
polyphénols, les flavonoides et autres biomolécules actives, ce qui suggere que les composés
doués de la plus forte activité antiradicalaire de T. nudatum sont de la méme polarité que celle
de l'acétate d'éthyle. L'activité réductrice des ions de fer a été démontrée dans la totalité des

extraits testés de cette plante et encore une fois la fraction acétate d'éthyle se montre la plus
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active, la plus forte réduction des ions de molybdate a été enregistrée dans la fraction n-
butanol. Ces capacités sont attribuées aux contenus phénoliques de ces extraits probablement
en raison de leurs propriétés rédox, ce qui leur a permis de jouer le rdle d'antioxydants et
d'agents réducteurs (Chang et al., 2001). En fait, de nombreuses études ont montré que les
composés phénoliques d'extraits de plantes constituent l'un des principaux groupes de
composés agissant en tant qu'antioxydants primaires ou agents piégeurs de radicaux libres
(Lee et al. 2007; Veerabahu et al., 2012). De nombreuses études ont démontré une corrélation
positive entre les quantités de composés phénoliques et le potentiel antioxydant
(Ghasemzadeh et al., 2012; Chaouche et al., 2014). De plus, ces composés possedent une
structure idéale pour leurs propriétés antioxydantes (Sulaiman et al., 2011). Un certain
nombre d'études ont porté sur une corrélation entre la structure des polyphénols et leur activité
antioxydante (Rice-Evans et al., 1996). Par ailleurs, les halophytes dont T. nudatum sont des
especes qui se développent dans des conditions extrémes telles que la salinité, de nombreuses
études ont montré que la production dantioxydants chez ces especes est élevée comme
réponse adaptative aux changements fréquents du niveau de salinité afin de lutter contre les
niveaux éleves de ROS toxiques induits par les sels dans les cellules (Ksouri et al., 2008;
2011).

Les extraits ont montré des effets antibactériens d'avantage sur les bactéries a Gram positif
que sur les bactéries a Gram négatif. Parmi tous les extraits étudiés, l'activité antibactérienne
la plus intéressante a été fournie par les fractions acétate d'éthyle, I'extrait brut
hydrométhanolique a présenté également une bonne activité antibactérienne notamment sur B.
subtilis, B. cereus et L. monocytogenes. Ces résultats sont conformes a ceux de Pandey et
Gupta (2014) qui ont démontré que l'extrait méthanolique de Chenopodium album
(Chenopodiaceae) a inhibé B. subtilis et S. aureus et E.coli. En revanche dans la méme étude,
il a été constaté que l'extrait d'acétate d'éthyle ne montrait aucune activité antibactérienne ce
qui est en discordance avec nos résultats. Cette activité est attribuée a la présence de
composeés phénoliques dans les extraits, tels que les acides phénoliques et les flavonoides bien
connus pour leur potentiel antibactérien (Macé et al., 2017). Les extraits n'ont manifesté
aucune activité antifongique pourtant cette plante est utilisée souvent contre les dermatoses,
probablement parce qu'elle est active sur d'autres types de levures et/ou champignons ou bien

parce que les composés actifs antifongiques n'ont pas pu étre extraits par les solvants utilisés.
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Quatre acides phénoliques (sinapique, syringique, férulique et p-coumarique), deux
flavonoides (naringénine et catéchine) et la vanilline ont été identifiés dans les fractions
acétate d'éthyle et n-butanol de T. nudatum, jusqu'a présent, il n'existe aucune publication sur
la composition et / ou la teneur en acides phénoliques individuels et en flavonoides chez cette
espece mais des recherches antérieures menées sur la composition phénolique de certaines
especes de la famille des chénopodiacées ont révélé la présence des acides chlorogénique,
sinapique, férulique , caféique, salicylique, syringique, cinnamique, vanillique, p-coumarique
et trans-cinnamique ainsi que certains flavonoides tels que la myricétine, la quercétine, le
kaempférol, la rhamnetine, l'isorhamnetine, la naringine, l'isoquercitrine, I'nespérétine, la
galangine, l'acacétine, la quercétine-3-b-glucoside, la rutine et autres flavonoides (Essaidi et
al., 2013; Labronici et al., 2014).

Contrairement aux fractions acétate d'eéthyle et n-butanol de I'extrait brut hydrométhanolique
préparé par macération qui se sont montrées les plus toxiques avec des taux importants
d’hemolyse a une concentration de 1mg/ml, une légere toxicité vis-a-vis des érythrocytes
humains a été provoquée par l'extrait brut hydrométhanolique préparé par infusion et sa
fraction n-butanol de l'ordre de 7 et 3% respectivement. Jusqu'a présent, il n'existe aucune
étude concernant l'effet hémolytique des extraits de T. nudatum, la seule étude concernant la
toxicité de cette espéce et celle de Badawneh (2017) réalisée in vivo démontrant qu'elle est
dénuée de toute toxicité, a une de 500 mg/kg de poids corporel des rats, I'extrait éthanolique
n'a induit aucun effet fatal. Une autre étude réalisée par Ajayi (2016) sur la toxicité aigué de
I'extrait aqueux des feuilles de Chenopodium opulifolium schrad (chénopodiacées) in vivo a
montré que l'extrait n'a provoqué aucun changement du comportement ou la mort chez les rats
injectés jusgqu'a une concentration de 5000 mg / kg de poids corporel. D'une autre part, le
faite que les extraits obtenus par infusion sont moins toxiques que ceux obtenus par
maceration nous laisse supposer que les substances responsables de l'effet hémolytique
observé seraient thermolabiles.

Les résultats des analyses antidiabétiques in vivo ont décelé un effet antihyperglycémiant de
I'extrait brut hydrométhanolique de T. nudatum. En effet, I'injection de cet extrait chez les rats
diabétiques a engendré une diminution continue de I'nyperglycémie a court et a long terme de
l'ordre de 25% a la deuxieme semaine avant le retour a I'état d’hyperglycémie, par ailleurs
chez les rats normaux l'injection de cet extrait a engendré une augmentation de la glycémie
qui a atteint 7% a la fin de I'expérimentation. De méme, un effet antihyperglycémiant a été
observé suite a l'injection des rats diabétiques par la fraction acétate d'éthyle de T. nudatum a

court et a long terme de l'ordre de 9 % aprés 4 heures et de 59 % a la troisieme semaine, au
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dela de cette semaine la glycémie remonte, par ailleurs une augmentation de la glycémie chez
les rats normaux a été constatée de l'ordre de 5% a la fin de I'expérimentation. Une étude
réalisée par Badawneh et al. (2017) pendant trois semaines de traitement quotidien par
injection intrapéritonéale de I'extrait éthanolique a une dose de 400 mg/kg p.c. de T. nudatum
a démontré un effet anti-hyperglycémiant significatif par rapport au glibenclamide chez des
rats rendus diabétiques par l'alloxane, de méme il a été démontré que cet extrait corrige
plusieurs parametres sériques biochimiques. Contrairement a I'extrait brut hydrométhanolique
qui agit presque de la méme maniére a court et a long terme (avec le méme taux de variation
de la glycémie de 25% aprés 4 heures et apres deux semaines avant que la glycémie
commence a augmenter de nouveau), il a été constaté que la fraction acétate d'éthyle agit
d'avantage a long terme qu'a court terme avec des taux respectifs de réduction de glycémie de
59,39 % apres 3 semaines d'injection et de 9,24 % apres 4 heures.

Avant de tester les extraits pour leur effet sur I’absorption du glucose par le foie te par le tissu
adipeux et afin de vérifier I'état fonctionnel des cellules, un test d'absorption basale de glucose
(sans insuline et sans extraits) a éte réalisé et a démontré que les adipocytes isolés de rats ont
présenté une absorption basale de glucose dans les deux milieux d'incubation (contenant 5
mM ou 16 mM de glucose) maximale a 60 minutes de l'ordre de 10% et de 6,8%
respectivement, une baisse de I'absorption de glucose a été notée au-dela de 60 minutes. Une
absorption basale de glucose par les coupes de foie a été également démontrée dans les deux
milieux d'incubation (contenant 5mM ou 16 mM de glucose) avec des taux maximums
respectifs de 10,4 % et de 9 % aprés 90 minutes d'incubation. Ces résultats corroborent ceux
de Azzi et al., (2007) qui ont démontré également une consommation basale de glucose par
les adipocytes isolés de rats incubés en présence de 2,5 mM et 9 mM de glucose en absence
d'insuline de l'ordre de 9 % et de 11 % respectivement, une diminution significative du taux
de glucose restant dans le milieu d'incubation KRBA 4% contenant 0,54 g/l de glucose en
présence des coupes de foie et en absence d'insuline soit un taux de captation de 7% pendant
90 minutes d'incubation a été reportée également par Belhadj (2011). Cette absorption basale
est a l'origine des transporteurs de glucose GLUT1 ubiquitaires qui en absence d'insuline
assurent l’approvisionnement basal des cellules en glucose nécessaire au métabolisme

cellulaire (Deng et al., 2012).

155



Discussion

Ensuite, nous avons testé plusieurs concentrations d'insuline, qui ont entrainé toutes une
augmentation hautement significative de I'absorption du glucose par les coupes de foie dans
les deux milieux d'incubation (contenant 5 mM ou 16 mM de glucose) pendant les 90 minutes
d'incubation avec un maximum d'absorption a la concentration de 100 pU/ml avec des taux
respectifs de 43,8% et de 47% apres 90 minutes d'incubation. De méme, un effet stimulateur
hautement significatif a été induit par toutes les concentrations testées de l'insuline sur la
pénétration du glucose dans les adipocytes tout au long de l'incubation avec un maximum
d'absorption de 39 % et de 32 % dans les deux milieux d'incubation (contenant 5 mM ou 16
mM de glucose) respectivement & 60 minutes. Ces résultats confirment I'étude d’Azzi et al.
(2007) qui ont également constaté que l'insuline active significativement la pénétration du
glucose dans les adipocytes isolées du tissu épididymal des rats a la concentration 500 et 1000
pUIl/ml durant 1 heure d'incubation. Par ailleurs, I'étude réalisée par Belahdj (2011) a
démontré un effet pareil de I'insuline sur les coupes de foie incubées dans un milieu KRBA 4
% contenant 0.54 g/l de glucose avec un maximum d'absorption de glucose a une dose de 300
pU/ml avec un taux de 24 % apres 1 heure d'incubation. Ces résultats viennent confirmer le
réle de l'insuline dans la stimulation du transport et l'utilisation du glucose par les tissus
périphériques: le foie, le muscle et le tissu adipeux.

Pour le tissu adipeux, nous avons constaté que le maximum d'absorption de glucose est
observé a 60 minutes d'incubation tant pour les extraits testés que pour I’insuline. Ceci est
peut étre le résultat de la saturation des récepteurs au-dela de 60 minutes, ou de leur
insensibilisation. Ce phénomene de diminution de l'absorption de glucose par les adipocytes
isolées de rats stimulée par l'insuline au cours du temps a été constaté dans une étude de
Reaven et al. (1989), ces auteurs ont expliqué ce phénomeéne par une perte de sensibilité du
systeme de transport de glucose adipocytaire a ’insuline.

Il a été décelé que la présence des extraits de T. nudatum a amélioré également I'assimilation
du glucose par les coupes de foie pendant les 90 minutes d'incubation, la concentration 500
pg/ml a induit le maximum d'absorption de glucose d'une maniére hautement significative
avec des pourcentages de 37% et 42% pour I'extrait brut hydrométhanolique et de 38% et
44% pour la fraction acétate d'éthyle dans les milieux d'incubation contenant 5 mM et 16 mM
de glucose respectivement aprés 90 minutes d'incubation. De méme, une élévation
significative de l'absorption du glucose par les adipocytes a été provoquée par les extraits de
T. nudatum avec un optimum d'absorption a 60 minutes d'incubation a la concentration 500
pg/ml dans les deux milieux d'incubation (contenant 5 mM et 16 mM de glucose) de I'ordre

de 23 % et 20 % pour I'extrait brut hydrométhanolique et de 24% et 23 % pour la fraction
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acétate d'éthyle. Toutefois, ces effets sur les deux tissus sont moins importants que ceux de
I'insuline.

Nombreuses sont les études démontrant les effets antidiabétiques des chénopodiacées,
Atriplex halimus est de loin la plus étudiée pour ses propriétés antidiabétiques, Chikhi et al.
(2014) ont reporté que cette plante est douée d'un excellent effet hypoglycémiant chez des rats
diabétiques, deux autres espéces du méme genre: Atriplex farinosa et Atriplex numularia ont
démontré des effets antihyperglycémiants intéressants proches du glibenclamide chez des rats
diabétiques a des doses de 200 et 400 mg/kg.p.c respectivement aprés 8 semaines de
traitement par voie orale, elles ont démontré également une diminution du taux d'hémoglobine
glycquée, de cholestérol total, de triglycérides, des LDL, du MDA avec une élévation des taux
I'insuline plasmatiques et de l'activité des CAT, SOD, GPx, GSH (Soliman et al., 2015).
Zerriouh et al. (2014) ont reporté un effet important proche du glibenclamide sur
I'nyperglycémie provoquée par voie orale de l'extrait méthanolique d'Haloxylon scoparium.
Une b-sitoglucoside saponine isolée d'Anabsis articulata diminue significativement
I'nyperglycémie de souris diabétiques (Kambouche et al., 2011). Ces activités semblent étre
dues aux composés phénoliques mais aussi aux sels minéraux qui sont de puissants
antidiabétiques sachant que les chénopodiacées (y comprise T. nudatum) sont des halophytes
et donc riches en sels minéraux. Chez Atriplex halimus, il a été démontré que le chrome
organique régule la glycémie en potentialisant I'effet de I'insuline (Aharonson et al., 1969;
Evans et Bowman, 1992). En outre, le vanadium qui est connu pour ses vertus antidiabétiques
avant la découverte de Il'insuline est un insulinomimétique utilisé pour le contrdle de la
glycémie (Thompson et Godin, 1995; Dey et al., 2002). En revanche, aucune explication n'a
pu étre apportée au phénomeéne de l'augmentation de la glycémie chez les rats normaux ni a la

remontée de la glycémie aprés deux semaines.
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Ammodaucus leucotrichus

Le meélange polaire hydrométhanolique donne les meilleurs rendements que les autres
solvants. Les extraits récupérés sont caractérisés par une couleur marron foncée et d'un aspect
pateux. La présence des quinones, des tannins, des flavonoides, des alcaloides, des saponines
et des terpénoides a €té révelée lors du criblage phytochimique, ce qui est en concordance
avec les travaux de Sebaa et al. (2018) et de Halla et al. (2018) qui ont reporté la présence de
ces classes de composés phénoliques dans différents extraits de cette espece. Des teneurs
faibles en polyphénols et en flavonoides ont été enregistrées et c'est les fractions acétate
d'éthyle et n-butanol qui se sont montrées les plus riches en composés phénoliques, les taux en
ployphénols totaux des extraits bruts hydrométhanoliques EB, et EBwv étaient de 39,3 + 0,6 et
de 45,69 £ 0,4 mg EAG/g respectivement et les taux en flavonoides des mémes extraits
étaient de 18,62 + 0,12 et de 18,94 £ 0,29 mg EC/g. Ces taux sont proches a ceux trouves par
Rached et al. (2010) de I'ordre de 46,77 mg EAG/g et 15,48 mg EC/g dans I'extrait aqueux d'
A. leucotrichus. En revanche, Halla et al. (2018) a reporté un taux des polyphénols totaux
dans I'extrait hydrométhanolique preparé par maceration de la méme plante de 10,32 £+ 0,17
mg EAG/g seulement. Cette différence est peut étre due a la différence des parties de la plante
étudiées ou bien aux conditions climatiques de développement ou la période de récolte de la
plante (Ksouri et al., 2008; Zheljazkov et al., 2013), ou méme aux capacités d'extraction des
solvants utilisés ainsi au degré de polymérisation et de solubilisation des composés.

Les extraits répondent positivement au test DPPH, la plus forte activité de piégeage du radical
a été exercée par les fractions n-butanol et acétate d'éthyle. De méme tous les extraits testés
présentent une capacité de réduction des ions molybdate avec une activité maximale dans les
fractions acétate d'éthyle, cette activité pourrait étre expliquée par la présence de flavonoides
et de composés phénoliques. En effet, plusieurs études ont montré que de nombreux
flavonoides et polyphénols des plantes médicinales contribuent de maniere significative a la
réduction des ions phosphomolybdate (Sharififar et al., 2009). La réduction des ions de fer a
été démontrée dans I'ensemble des extraits et le pouvoir réducteur le plus élevé est évident
dans les fractions acétate d'éthyle. Toutefois, toutes ces activités démontrées dans les extraits
de cette plante sont moins importantes a celles démontrées dans l'acide ascorbique, le faible
potentiel antioxydant de nos extraits semble étre di a leur faible abondance en composés
phénoliques. Halla et al. (2018) ont également signalé des activités modérées de piégeage de
DPPH et de réduction de fer pour les extraits d'A. leucotrichus comparativement aux témoins
positifs. En revanche, Sebaa et al. (2018) ont noté que I'extrait méthanolique de la méme

plante présente une forte activité de piégeage de la DPPH égale a celle du témoin BHA avec
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une 1Cso de 2 pg / ml et une activité de réduction de fer importante et supérieure a celle du
témoin BHT. Ceci est en accord avec les données de la bibliographie qui affirment que les
épices de la famille des Ombelliferes sont douées de fortes propriétés antioxydantes (Wojdylo
et al., 2007).

Une activité antibactérienne modérée et une activité antifongique nulle ont été démontrées
dans les extraits d'A. leucotrichus, les fractions acétate d'éthyle présentent les diamétres des
zones d'inhibition les plus importants et valeurs de CMI les plus faibles démontrant I'effet
antibactérien le plus intéressant, il ressort aussi que les bactéries a Gram positif étaient les
plus sensibles aux extraits. Ziani et al. (2018) ont également signalé que les extraits d’A.
leucotrichus étaient plus actifs sur les bactéries a Gram positif. Selon Gyawali et lbrahim
(2012), la résistance des bactéries a Gram négatif pourrait &tre due a la membrane externe qui
constitue une barriére contre de nombreuses substances environnementales notamment les
antibiotiques ou a des facteurs génétiques.

L'analyse des composes phénoliques des extraits par HPLC a permis la détection d'un grand
nombre de molécules et I'identification de six entre elles: deux flavonoides (la naringénine et
la quercétine), trois acides phénoliques (sinapique, férulique et p-coumarique) et la vanilline.
La bibliographie indique que l'acide sinapique est un acide phénolique bioactif largement
présent dans les épices et que l'acide férulique est également ubiquitaire dans les graines et les
feuilles (Kumar et Pruthi, 2014; Chen, 2016). Ziani et al. (2018) ont reporté la présence de
sept composés phénoliques dans I'extrait hydroéthanolique d'A. leucotrichus: deux dérivés
d'acide phénolique et cing flavones (dérivés de I'apigénine et de la lutéoline).

A l'exception de la fraction acétate d'éthyle qui a montré une toxicité élevée, tous les autres
extraits d'A. leucotrichus ont montré un faible effet hémolytique qui ne dépasse pas 11%
apres 60 minutes d’incubation a 1mg/ml. Contrairement a nos résultats, il a ét¢ démontré dans
une étude de l'effet hémolytique élaborée par Telli (2017) que les extraits aqueux d'A.
leucotrichus ne présentent aucune activité hémolytique a des concentrations < 500 pg/ml.
Pour une concentration égale a 1000 pg/ml, ils présentent un taux d’hémolyse inférieur a 1%.
De 2500 a 10000 pg/ml, l'activité hémolytique augmente mais reste négligeable (< 5%). Cette
discordance revient probablement a la différence des solvants utilisés et par conséquent la
nature des molécules extraites.

Parmi 66 especes recensées, A. leucotrichus est parmi les quatre plantes les plus citées dans
I'enquéte ethnobotanique réalisée par Telli et al. (2016) sur les plantes utilisées dans le
traitement traditionnel du diabéte dans la région d’Ouargla. Effectivement, il ressort des

résultats des tests antidiabétiques in vivo que l'injection de I'extrait brut hydrométhanolique
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d'A. leucotrichus a induit une réduction continue du taux du glucose chez les rats diabétiques
comparativement aux rats diabétiques témoins de l'ordre de 13,94 % a court terme (aprés 4
heures d'injection), cette réduction persiste a long terme apres chaque injection avec presque
le méme taux de diminution de la glycémie de 14,92 % a la quatriéme semaine, une
augmentation de la glycémie de l'ordre de 2,45 % a été observée chez les rats normaux
injectés par le méme extrait par rapport aux rats normaux témoins aprés 4 heures et de l'ordre
de 1,94 % apres 4 semaines. Suite a l'injection de la fraction acétate d'éthyle d'A. leucotrichus
chez les rats diabétiques, une diminution de la glycémie a été constatée de I'ordre de 33,53 %
a la deuxieme heure, au-dela de laquelle, la glycémie commence a augmenter puis apres une
semaine de l'injection, la glycémie commence a diminuer de nouveau jusqua la fin de
I'expérimentation avec une diminution de 27,48 % a la quatriéme semaine. Par ailleurs, une
augmentation significative de l'ordre de 1,99 % apres 4 heures a été observée suite a
I'injection des rats normaux par la méme dose de la méme fraction, cette augmentation a
atteint 2,09 % a la quatrieme semaine. La fraction acétate d'éthyle a montré un effet meilleur
que l'extrait brut hydrométhanolique avec des taux quasi doubles de réduction de la glycémie
a court et a long terme. Ces effets antihyperglycémiants sont confirmés par les travaux de
Telli et al. (2017) qui ont démontré une diminution significative de la glycémie suite au
traitement des souris diabétiques par l'extrait aqueux d'A. leucotrichus pendant quatre
semaines a une dose de 1g/kg.p.c avec une variation de 45% Dans la méme étude, cet extrait a
montré de trés nombreux effets tres intéressants in vitro et in vivo: un effet inhibiteur des
enzymes digestives 1'a amylase et la lipase, une diminution de la glycémie et des triglycérides
sanguins, une diminution du taux de ’'HbA1C, une amélioration de la tolérance au glucose,
une amélioration des marqueurs de stress oxydant (SOD, GR et MDA), une action
hépatoprotective ainsi que la régénération des cellules B chez les souris diabétiques traitées.

A propos des résultats des études in vitro, une activation hautement significative de
I'absorption du glucose par les coupes de foie a été observée en présence de différentes
concentrations de l'extrait brut hydrométhanolique et de la fraction acétate d'éthyle d'A.
leucotrichus avec un maximum d'absorption a la concentration de 500 pg/ml apres 90 minutes
dans les deux milieux d'incubation (contenant 5 mM ou 16 mM de glucose) avec des taux de
44% et 47.6% pour I'extrait brut hydrométhanolique et de 43% et 48% pour la fraction acétate
d'éthyle respectivement. Il a été constaté que les deux extraits testés d'A. leucotrichus
possedent presque le méme effet et qui est trés proche a celui de l'insuline sur I'absorption du
glucose par les coupes de foie. Ces extraits augmentent également trés significativement le

captage de glucose par les adipocytes dans les deux milieux d'incubation (contenant 5mM ou
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16 mM de glucose) essentiellement a 60 minutes avec des taux respectifs de 22% et de 21%
pour l'extrait brut hydrométhanolique et de 23% pour la fraction acétate d'éthyle a la
concentration 500 pg/ml. Presque le méme effet est exercé par I'extrait brut et sa fraction et
dans les deux milieux d'incubation hyper et normoglycémique, en revanche l'effet de I'insuline
est meilleur. Les différentes molécules identifiees dans les extraits d'A. leucotrichus (les
acides phénoliques et les flavonoides) ainsi que les autres familles de métabolites secondaires
détectées lors des tests phytochimiques (tannins, quinones, alcaloides, saponines et
terpénoides) sont probablement responsables de lI'augmentation de I'absorption de glucose par
le foie et le tissu adipeux de type insulin-like régulant ainsi I'hyperglycémie. Il est possible
que ces composés agissent en synergie dans ces activités. De nombreuses enquétes
ethnobotaniques a travers le monde ont montré que la famille des apiacées est parmi les
familles les plus fréquemment employées pour le traitement traditionnel du diabéte.
Effectivement, l'action antidiabétique de plusieurs apiacées a été confirmée, des activités
hypoglycémiantes significatives de différents extraits aqueux et organiques ont éte
démontreées in vivo aussi bien chez les rats et les souris tels que Carum carvi (Moubarz et al.,
2014), Cuminum cyminum (Abdou Mohamed, 2018), Foeniculum vulgare, que chez des
humains tels que Coriandrum sativum (Akbar et al., 2006) .

Les resultats ont démontré que les extraits des deux especes eétudiées stimulent
significativement l'absorption du glucose par le foie et le tissu adipeux, ce qui nous permet de
supposer que la régulation de la glycémie a jeun observée in vivo est le résultat d'un insulino-
mimétisme en augmentant l'utilisation périphérique du glucose permettant le passage de
glucose vers ces organes et son stockage sous forme de glycogéne ou de lipides. Il semble que
I’action des extraits des deux plantes étudiées est contribuée a leurs différents métabolites
secondaires détectés. En effet, plusieurs études ont montré que les extraits des plantes
médicinales diminuent I'hyperglycémie par différents mécanismes tels que 1'inhibition de 1'a-
amylase et de I'a-glucosidase, la stimulation de la sécrétion d'insuline, la potentialisation ou le
mimétisme de laction d'insuline, la diminution de [linsulinorésistance,l'inhibition de la
néoglucogéneése et la glycogénolyse, l'activation de la glycogénogénése et de la lipogénése,
l'augmentation du transport de glucose vers les tissus périphériques, la stimulation des voies
de signalisation, la stimulation de la prolifération et la régénération des cellules [
pancréatiques, augmentation de I’excretion rénale du glucose (Cui et al., 2009; Noorshahida
et al., 2009; Wang et al., 2011; Patel et al., 2012) par différentes classes de métabolites
secondaires  (composés  phénoliques, alcaloides,  polysaccharides, terpenoides,
peptides)(Bhutkar et Bhise, 2012 ; Dey et al., 2015; Gbekley et al, 2017; Governa et al, 2018).
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Conclusion et perspectives

A Tissue de ce travail qui contribue a la valorisation de deux espéces de la flore locale
Ammodaucus leucotrichus Cosson & Durieu et Traganum nudatum Delile utilisées en
ethnopharmacologie, nous concluons que les différents extraits de ces plantes possédent des
activités antioxydante, réductrice et antiradicalaire, ils démontrent également une activité
antibactérienne notamment sur les bactéries de Gram positif.

Généralement les activités biologiques des extraits préparés par macération sont meilleures
que celles des extraits obtenus par infusion, ce qui indique que la température d'extraction
influence les activités biologiques des extraits de plantes et que les molécules thermolabiles
qui sont conservées par la technique d’extraction par macération interviennent dans ces
activités reportées avec les molécules thermostables extraites par infusion. D'une autre part, ce
sont les fractions qui se sont montrees les plus efficaces en particulier les fractions acétate
déthyle malgré leurs rendements faibles comparativement aux extraits bruts
hydrométhanoliques, ce qui suggere que les molécules bioactives responsables de ces activites
seraient des composes peu polaires.

Les analyses phytochimiques démontrent la richesse des extraits en plusieurs groupes de
composes phénoliques dont les flavonoides, les alcaloides, les terpénoides, les tannins, les
saponines et les quinones et des taux appréciables en polyphénols et en flavonoides, certains
composes phénoliques sont identifies dans les fractions des deux espéces que probablement
les activités biologiques observées leur sont attribuées. Toutefois ces effets sont modérés par
rapport aux contréles positifs.

Des effets antidiabétiques intéressants se sont révélés également chez les deux especes aussi
bien in vitro gu'in vivo avec un effet antihyperglycémiant in vivo a court et a long terme et un
effet stimulateur in vitro tres significatif sur I'absorption de glucose par le tissu adipeux et
hautement significatif et similaire a celui de I'insuline sur I'absorption de glucose par le foie,
le cas des extraits d' A. leucotrichus. Ce qui explique que les extraits exercent un effet de type
insulin-like sur I'absorption de glucose par le foie et par le tissu adipeux contribuant ainsi a la
régulation de I'hyperglycémie. Cependant, un effet hémolytique et toxique est observé a
certaines concentrations dans les fractions acétate d'éthyle.

A la lumiére des résultats obtenus, il ressort que les deux espéces étudiées sont douées
d'actions biologiques antioxydante, antibactérienne et antidiabétique. Ce qui confirme et
justifie le bien-fondé de l'utilisation ethnopharmacologique de ces plantes comme traitement
de diabéte. Ces activités sont attribuées a leurs contenus en composés phénoliques. Dés lors,

ces especes représentent une source importante de molécules bioactives qui contribuent a
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Conclusion et perspectives

lutter contre le stress oxydatif et le diabete.

Cette étude préliminaire ne constitue que la premiere étape de la valorisation de ces deux
especes vegeétales. 11 serait intéressant de compléter et d'approfondir ce travail par:

La recherche d'activité antioxydante par d'autres techniques in vitro et in vivo

La recherche d'activité antibactérienne sur d'autres souches bactériennes pathogénes (multi-
résistantes, sauvages, ....)

La recherche d'activité antifongique sur d'autres levures et champignons

L'élucidation des mécanismes d'actions cellulaires et moléculaires via lesquels ces plantes
exercent leurs effets biologiques

La recherche de I'effet sur I'insulino-sécrétion

La recherche de I'effet sur la régénération des cellules B de Lagerhans pancréatiques

La recherche de l'effet sur d'autres enzymes digestives comme 1'a-glucosidase, la lipase,.....

La recherche de I'effet sur I'absorption du glucose par le muscle

L'élucidation du mecanisme d'absorption du glucose par le foie, le tissu adipeux ainsi que par
le muscle (sur les voies de signalisation, sur les transporteurs de glucose,....)

L'isolement et la caractérisation des principes actifs des différents extraits par des techniques
chromatographiques et spectrales

Tester les molécules isolées pour leurs activités biologiques in vitro et in vivo et rechercher
leurs effets synergiques entre eux ou en combinaison avec des médicaments conventionnels
La recherche de toxicité par d'autres techniques (dosage des cytochromes P 450,...)

La recherche dautres éventuelles activités biologiques comme [l'activité anti-inflammatoire,

I'activité anti-tumorale, I'activité cytotoxique
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