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Résumé

L’objectif de cette étude est d’évaluer l'effet antidiabétique et antioxydant de
I’extrait méthanolique de deux plantes algériennes Calendula suffruticosa subsp .foliosa
(Batt.) et Drimia anthericoides (Poir.). A cet effet, une étude phytochimique et un test de

I'activité antioxydante in vitro ont été réalisés pour estimer ces effets attendus.

Les résultats ont montré la richesse des plantes étudiées en composés phénoliques.
Un effet scavenger significatif et une activité antioxydante elevée sont également signalés

chez les deux plantes.

L’étude biologique s'agit d'une étude expérimentale menée au laboratoire sur
trente rats répartis en six lots de cing rats chacun dont trois lots sont rendus diabétiques par
I'injection intrapéritonéale de 150 mg/kg d’Alloxane L'extrait méthanolique de Calendula
suffruticosa subsp .foliosa (Batt.) et de Drimia anthericoides (Poir.) sont administré
chaque jour par gavage avec une dose de 400 et 50 mg/kg respectivement. Deux lots
recevant de I'eau physiologique sont utilisés comme témoins et diabétiques non traités.
Apreés quatre semaines du traitement, les rats sont sacrifiés et les différents parameétres sont

déterminés.

Les résultats obtenus dans la présente étude ont montré clairement que 1’ Alloxane
a induit chez I’animal un diabéte caractérisé par des perturbations métaboliques
(glucidiques, protéiques et lipidiques), une élévation des marqueurs du stress oxydant avec
une diminution du systeme de défense antioxydant et des altérations histologique du
pancréas et du foie.

Les extraits méthanoliques lyophilisés de Calendula suffruticosa subsp .foliosa
(Batt.) et Drimia anthericoides (Poir.) exercent des effets antidiabétique et antioxydants
qui seraient probablement liés a leur richesse en composé phénoliques. Par ailleurs, ces
extraits pourraient protéger contre 1’attaque radicalaire en réduisant la peroxydation
lipidique, et en stimulant les systéemes de défense antioxydante (enzymatiques et non

enzymatiques), chez le rat rendu diabétique par injection de 1’ Alloxane.

Mots Clés : Diabéte - phytothérapie - Calendula suffruticosa subsp .foliosa

(Batt.) - Drimia anthericoides (Poir.) — Stress oxydant.



Abstract:

The objective of this study is to evaluate the antidiabetic and antioxidant effect of
the extract methanol from two Algerian plants Calendula suffruticosa subsp foliosa (Batt.)
and Drimia anthericoides (poir.). For this purpose, a phytochemical study and an in vitro

antioxidant activity test were carried out to estimate its expected effects.

The results showed the richness of the plants studied in phenolic compounds. A

significant scavenger effect and high antioxidant activity are also reported in both plants.

The biological study is an experimental study carried out in the laboratory on
thirty rats divided into six batches of five rats each of which 3 batches are rendered
diabetic by intraperitoneal injection of 150 mg/kg of alloxan, the methanolic extract of
Calendula suffruticosa subsp foliosa (Batt.) and Drimia anthericoides (poir.) are
administered each day by force-feeding with a dose of 400 and 50 mg/kg respectively.
Two batches receiving physiological saline are used as controls and untreated diabetics.
Simultaneously, the remaining batch is treated with a drug of reference: glibenclamide.
After four weeks of treatment, the rats are sacrificed and the different parameters are

determined.

The results obtained in the present study clearly showed that alloxan induced
diabetes in animals characterized by metabolic disturbances (carbohydrates, proteins and
lipids), an elevation of oxidative stress markers with a decrease in the antioxidant defense

system. And histological alterations of the pancreas and liver.

In conclusion, freeze-dried methanolic extracts of Calendula suffruticosa subsp
foliosa (Batt.) and Drimia anthericoides (poir.) exert antioxidant and antidiabitic effects
that would probably be related to their richness in phenolic compound. Furthermore, these
extracts could protect against free radical attack by reducing lipid peroxidation, and by
stimulating antioxidant defense systems (enzymatic and non-enzymatic), in rats rendered

diabetic by injection of Alloxan.

Key words : diabetes - phytotherapy - Calendula suffruticosa subsp foliosa (Batt.) -Drimia
anthericoides (poir.) - oxydant stress.
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Introduction

Le diabete est aujourd’hui une maladie métabolique grave menagant, d’une maniére
croissante, la santé publique dans le monde (Kebieche et al., 2011). Le diabéte sucré n’est
pas une maladie homogene. Il s’agit en fait d’un ensemble hétérogéne de désordres
métaboliques caractérisé par la présence d’une hyperglycémie chronique accompagnée
d’une perturbation du métabolisme glucidique, lipidique et protéique (American Diabétes
Association, 2017).

Le diabéte touche 693 millions de la population du monde (Monnier, 2014).

L’Algérie comptait plus d’un million de diabétiques en 1993, ce chiffre a doublé en
2007(Dali et al., 2013).

Dans plusieurs maladies graves, ainsi le développement du diabéte, du cancer, des
maladies neuro dégénératives et des maladies cardio-vasculaires le stress oxydant est le

facteur déclenchant originel (Wang et al., 2012).

Le stress oxydant résulte d’un déséquilibre entre des systémes producteurs
d’espéces réactives de 1’oxygene (ERO) et des systemes antioxydants, enzymatiques
(superoxyde dismutases [SOD], glutathion peroxydases (GPx), etc.) ou non (glutathion,
vitamines, etc.). Par sa nature méme, le stress oxydant reste un phénomeéne

physiopathologique difficile a appréhender (Zbadi et al., 2018).

Les patients diabétiques ont un risque accru de développer des maladies
cardiovasculaires, premiere cause de mortalité dans la population générale. Un des facteurs
reliant diabete et maladie cardiovasculaire est le stress oxydant. Le diabete est caractérisé
par une hyperglycémie chronique, source d’un stress oxydant accru et de dommages
oxydatifs tissulaires. Notamment 1’hyperglycémie favorise la glycation des protéines
aboutissant & la formation de produits avancés de glycation (AGE). Bien que 1’action
délétere des AGE soit reconnue dans le diabéte, leurs réles au niveau cardiaque et adipeux
restent encore assez méconnus (Sebbagh et al., 2007).

En général, tous les agents antidiabétiques (antidiabétiques oraux, insuline) ne
répondent pas aux besoins des patients en tant qu’un traitement efficace et éventuellement,
plusieurs accidents risquent d’étre a I’origine d’un état indésirable (Loumpangou et al.,

2016). Au cours du diabete le stress oxydant peut étre partiellement réduit par les
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antioxydants. Une supplémentation par des antioxydants, tel que la vitamine C et E, a été
proposée comme un traitement complémentaire (Bonnefont-Rousselot et al., 2000). Ainsi,
plusieurs métabolites secondaires isolés de plantes ont montré une activité antioxydante et
une capacité de prévenir les effets toxiques du stress oxydant au cours du diabete (Azzi et
al., 2012).

En effet, il existe environ 500.000 espéces de plantes sur terre, dont 80.000
possedent des propriétés médicinales (Benkhnigue et al., 2016), aujourd’hui largement
reconnu que le monde végétal constitue la source majeure de meédicament grace a la

richesse en composés bioactifs (Eddouks et al., 2007).

L’Algérie et grace sa richesse et diversité floristique, détient un énorme réservoir
phylogénétique avec plus de 3000 especes végetales appartenant a plusieurs familles
botaniques ce qui pousse I’homme a profiter de cette richesse en ayant recours a la
médecine traditionnelle (Bouzid et al., 2016). Ces plantes représentent un réservoir
immense de composeés potentiels attribués aux métabolites secondaires qui ont l'avantage
d'étre d'une grande diversité de structure chimique et ils possedent un trés large éventail

d'activités biologiques (Aberkane, 2006).

Dans ce contexte, et dans le but de la valorisation de la flore algérienne, nous nous
sommes intéressés a ¢€valuer l’activité antioxydante et antidiabétique de D’extrait
méthanolique lyophilisé de deux plantes algériennes : Drimia anthericoides (Poir.) et

Calendula suffruticosa subsp. foliosa (Batt.).

La premiére partie de ce travail s’attachera a donner quelques rappels
bibliographiques sur le diabéte sucré, la phytothérapie et les plantes médicinales ainsi que

le stress oxydatif.

Dans la partie expérimentale, nous développerons dans le premier chapitre le
matériel et les méthodes analytiques utilisées pour le screening phytochimique,
I’extraction, le dosage colorimétrique des polyphénols et des flavonoides et finalement
l‘activité antioxydante et antidiabétique. Le deuxiéme chapitre sera consacré aux résultats

obtenus dans notre étude et leur discussion. Puis nous terminerons par une conclusion.
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1. Historique de la phytothérapie

La s existe depuis la nuit des temps. Au début, les hommes utilisaient toujours les
plantes pour se nourrir, puis pour un traitement empirique (Moatti, 1990). Les
Néandertaliens ont été enterrés avec des plantes dont on sait maintenant qu'elles ont des
caractéristiques médicinales. les peuples dans I'antiquité ont probablement découvert ces
propriétés de maniere empirique au cours des siécles, et a chaque génération ils ont

accumulé des connaissances sur les plantes médicinales (Farnsworth et al., 1985).

Plus tard, les Grecs avec Hippocrate, Aristote, Théophraste, Galien, Dioscoride et
les Romains ont enseigné l'art de guérir avec les plantes en acquérant des connaissances
avec plus de 500 espéces végétales répertoriées. En 529, le pape Grégoire le Grand interdit
I'enseignement de la phytothérapie en France. Au début du IXe siecle I'Afrique du Nord, le
Moyen-Orient et I'Espagne avec I'Université de Cordoue reprennent I'enseignement de ces
connaissances, ensuit Avicenne (980-1037) distilla les huiles essentielles pour la premiére

fois.

Au départ du XIXe siécle, la morphine a été isolée de I'opium, la strychnine de la
noix vomique, la quinine de I'écorce de la plante quinquina. Maintenant, certaines
civilisations (chinoises, arabes, tibétaines, indiennes...ect) sont encore basées sur ces

systémes thérapeutiques ancestraux, moins colteux (Létard et al., 2015).

Cette connaissance continue de croitre aujourd'hui dans les régions du monde ou
les cultures indigénes ont échappé a l'influence destructrice de la société moderne. Dans
d'autres pays, les informations sur les plantes étaient notées et organisées dans de longs
textes appelés pharmacopées, qui expliquaient comment chaque plante était preparée et

utilisée pour un traitement donné (Farnsworth et al., 1985).
2. Définition de La phytothérapie

Le terme « Phytothérapie », provient du grec « phyton » qui signifie « plante » et

«therapein» qui signifie « soigner » (Chemer, 2016).

La Phytothérapie peut se définir comme étant une discipline allopathique destinée
a prévenir et a traiter certains troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques au
moyen de plantes, de parties de plantes ou de préparations a base de plantes (Catier et
Roux, 2007).
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On peut la distinguer en trois (3) types de pratiques :

+ Une pratique traditionnelle, parfois trés ancienne basée sur I'utilisation de plantes
selon les vertus découvertes empiriqguement. Selon I'OMS1, cette phytothérapie est
considérée comme une médecine traditionnelle et encore massivement employée dans
certains pays dont les pays en voie de développement. C'est le plus souvent une

médecine non conventionnelle du fait de I'absence d'étude clinique.

+ Une pratigue basée sur les avancées et les preuves scientifiques, qui recherchent
des principes actifs extraits des plantes. On parle alors de pharmacognosie ou de
biologie pharmaceutique.

+ Une pratique de prophylaxie déja utilisée dans l'antiquité. Nous sommes tous
phytothérapeutes sans le savoir : c'est notamment le cas dans la cuisine, avec l'usage
de l'ail, du thym, du gingembre ou simplement du thé vert ... Une alimentation
équilibrée et contenant certains éléments actifs étant une phytothérapie prophylactique
(Catier et Roux, 2007).

3. Plantes médicinales

Une plante est dite médicinale lorsqu'elle est inscrite a la pharmacopée et que son
usage est exclusivement médicinal, c’est-a-dire qu’elle est présentée pour ces propriétés
préventives ou curatives a I'égard des maladies humaines ou animales (Moreau, 2008 ;
Ghaberier, 2010).

Une plante médicinale est une plante dont au moins une partie posséde des
propriétés medicamenteuses (Khireddine, 2013).

Environ 35 000 espéces de plantes sont employées par le monde a des fins
médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres
humains. Les plantes médicinales continuent de répondre a un besoin important malgré

I'influence croissante du systeme sanitaire moderne (Boumediou et Addoun, 2017).

La plupart des plantes qui poussent dans le monde contient des vertus thérapeutiques,
a cause des principes actifs qui agissent directement sur I'étre vivant. On les utilise aussi en

médecine classique qu'en phytothérapie (Larousse, 2001).
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4. Principes actifs

Le principe actif c’est une molécule contenu dans une drogue végétale ou dans
une préparation a base de drogue végétale et utilisé pour la fabrication des médicaments
(Pelt, 1980). Cette molécule présentant un intérét thérapeutique curatif ou préventif pour
I'nomme ou l'animale, elle est issue des plantes fraiches ou bien séchées (Benghanou,
2012).

4.1. Quelques exemples des principes actifs

4.1.1. Les alcaloides

Les alcaloides figurent parmi les principes actifs les plus importants en
pharmacologie et en meédecine (Guignard, 2000). Ce sont des substances organiques
azotées, a propriétés basiques ou amers et ayant des propriétés thérapeutiques ou toxiques
(Dellile, 2007). lls ont des structures trés diverses et dérivent de différents acides aminés
ou de I’acide mévalonique en passant par différentes voies biosynthétiques (Judd et al.,
2002). Les alcaloides sont caractérisés par leurs propriétés sédatives, analgésique,

antipaludique, anticancéreuse (Iserin et al., 2007).
4.1.2. Les saponosides

Les saponines sont généralement connues comme des composés non-volatils,
tensioactifs qui sont principalement distribués dans le régne végétal. Le nom «saponine»
est dérivé du mot latin sapo, qui signifie «savon». En effet, les molécules de saponines

dans 1’eau forment une solution moussante.

Ils sont des glycosides naturels de triterpenes ou de stéroides qui présentent des
activités biologiques et pharmacologiques. Sont connues pour leurs Activités anti
tumorales, anti-inflammatoires, immunostimulants, antimicrobiennes, insecticide
(Djahra ,2015).

4.1.3. Flavonoides

Ce sont des pigments végétaux, notamment, jaune et orange. Les flavonoides
présents dans nombreuse plantes sont des anti-inflammatoires qui assurent une bonne

circulation sanguine. Ce sont aussi des antiagrégants plaquettaires non toxiques et



Phytothérapie et plantes medicinales
_______________________________________________________________________________________________________________________________________________|

empéchent 1’adhésion du thrombus a la paroi vasculaire « prévention des infarctus »

(Wichtl et Anton, 2003).
4.1.4. Tannins

Ce sont des substances de saveur astringente ayant la propriété de tanner la peau
et de se combiner aux protéines animales par des liaisons hydrogenes (Pousset, 1989).
Sont des composés poly-phénoliques qui permettent de stopper les hémorragies et de lutter

contre les infections.

Les plantes riches en tanins sont utilisées pour retendre les tissus souples comme
dans le cas des veines variqueuses, pour drainer les secrétions excessives, comme dans la
diarrhée et pour réparer les tissus endommagés par un eczéma ou une brulure (Nowitz et
Bottet, 2000)

4.1.5. Coumarines

Les coumarines sont des esters internes des acides composés. Ce sont des lactones
phénoliques, qu’on trouve dans de nombreuses especes végétales. Les coumarines du
marronnier d’inde par exemple ont un effet anti-hémorroidaire, les chromons d’Angelica

archangelica ont une action apéritive (Iserin,2001 ; Max et al., 2003).
4.1.6. Stérols

Les stérols sont des graisses végétales. lls existent chez presque toutes les plantes,
mais leur concentration est variable. On les trouve en concentration assez élevee dans les
huiles de graines et de noix non transformées et dans une moindre mesure dans les fruits et
I[égumes. Ces graisses végeétales ont une structure semblable a celle du cholestérol, il se
peut qu’elles ralentissent son absorption et réduisent la quantité de cette substance dans
I’organisme. Elles pourraient aussi jouer un role important sur le systéme immunitaire. Ils
ont montré une activité anticancéreuse tres importante (cancer du sein et de la prostate)
(Eberhard et al., 2005).

5. Différents types de la phytothérapie

De nos jours, il existe plusieurs spécialités, éventuellement combinées entre elles,

qui utilisent les plantes a des fins médicales.
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5.1. L’aromathérapie

Comme I’indique son nom, I’aromathérapie est avant tout une méthode de soin,
une thérapie par le saromes (Nelly,2016), ¢’est 1’utilisation contrdlée d’essence végétale sa
des fins thérapeutiques (Edzard et Pittler, 2005), les huiles essentielles sont les substances
volatiles excrétées des plantes aromatiques par distillation a la vapeur, expression,

macération ou extraction au solvant (Vicki,2004).
5.2. Lagemmothérapie

Consiste a utiliser les tissus embryonnaires (bourgeons et jeunes pousses)
(Roger, 2011).

5.3. L’Herboristerie

Correspond a la méthode de phytothérapie classique et la plus ancienne.
L'herboristerie se sert de la plante fraiche ou séchée ; elle utilise soit la plante, soit une

partie de celle-ci (Ecorce, fruits et fleurs) (Martine, 2012).
5.4. L’homéopathie

L’homéopathie repose sur le principe de la similitude. C’est de ce principe que lui
vient son nom, en grec homois signifie semblable. L’homéopathie consiste a donner au
patient une dose infinité simale d’une substance qui provoque les mémes symptomes. Les
principes actifs utilisés proviennent de trois sources naturelles (minérale, animal et
végeétale) mais peuvent aussi étre puisés dans la chimie organique (Sandrine et Pascale,
2011).

5.5. La phytothérapie chinoise

Fondée sur une vision du monde et du corps humain tres particuliére, ou I'énergie
vitale, est I'élément fondamentale, pour prévenir et soigner les problémes de santé, ses
praticiens font appel a des techniques ou des disciplines aussi diverses que la pharmacopée
chinoise, la diététique, I’acupuncture ou encore des exercices énergétiques (Frangois,
2013).

5.6. Phytothérapie pharmaceutique

Elle consiste a utiliser des produits d'origine végétale obtenus par extraction et
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dilués dans de I'éthanol ou d'autres solvants. Les doses de ces extraits sont suffisantes pour
produire une action soutenue et rapide. lls se présentent sous forme de sirops, gouttes,
gélules, lyophilisats (Strang, 2006).

6. Les modes de préparation en phytothérapie

La méthode de préparation du produit a base de plantes peut avoir un impact sur
la quantité d'ingrédient actif présent. Pour produire la préparation, il existe plusieurs
méthodes, en fonction de I'effet thérapeutique recherché (Lori et Devan, 2005).

6.1. Les tisanes : Utilisation des plantes séches

Les tisanes sont obtenues par macération, digestion, infusion ou décoction en

utilisant de I'eau.
6.1.1. Infusion

Elle consiste a verser sur la plante de I'eau bouillante, couvrir et laisser refroidir 2
a 15 minutes. Elle convient aux plantes fragiles (fleurs et feuilles) (Wichtl et Anton
,1999).

6.1.2. Décoction

Elle consiste & maintenir la plante avec de I'eau potable a ébullition pendant une
durée de 15 a 30 minutes. Elle convient aux plantes "dures " (écorces, racines, fruits et
certaines feuilles) (Wichtl et Anton, 1999).

6.1.3. Macération

La chaleur détruit les principes actifs de certaines plantes, une macération a froid
est parfois plus indiquée. 1l s'agit de maintenir la plante en contact avec l'eau (température
ambiante) pendant plusieurs jours a semaines puis la filtrer (Grunwald et Janick, 2006).
Ce mode de préparation s‘applique tout particuliere mentaux plantes mucilagineuses

(racines de guimauve) (Haudret ,2004).
6.1.4. Digestion

Elle consiste a mettre la plante en contact avec l'eau (température inférieure a
celle de I'ébullition, mais supérieure a la température ambiante) pendant 1a5Sheures
(Wichtl, Anton ,1999).
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6.2. Poudre

Elles sont préparées par pulvérisation et tamisage, et elles entrent directement
dans les ingrédients des gélules, mais entrent également dans la fabrication d'autres

préparations galéniques comme les extraits et les teintures (Lori et Devan, 2005).
6.3. Extrait

Les extraits sont obtenus en traitant les plantes par divers procédés d'extraction
(macération, digestion, infusion, digestion, lessivage) dans des solutions évaporables
(éther, eau, alcool, etc.) puis en évaporant ces solutions jusqu'a l'obtention d'une
consistance liquide, molle ou séche. Par conséquent, ils sont classés en fonction de leur

consistance (Salle ,1991).
6.4. Les teintures

Sont des préparations alcooliques résultant d’un traitement extractif exercé par
alcool éthylique sur les drogues seches. On les prépare par macération (drogue+ solvant a
froid) ; par lixiviation (passage plus ou moins rapide du solvant froid ou chaud a travers la
poudre végétale) (Odile, 2004). 11 peut étre a 60° (principes actifs tres solubles), a 70 ou
90° a 80° (ex. Produits résineux et huiles volatiles) (Lori et Devan, 2005).

6.5. Les alcoolés
6.5.1. Les alcoolatures

Ce sont des préparations résultant de I’épuisement par 1’alcool des drogues
fraiches. Les proportions employées sont a parties égales en poids de plantes fraiches et
d’alcool a titre élevé. Les plantes fraiches sont mises a macerer pendant huit jours avec
’alcool dans un récipient clos. Aprés une compression on passe a une filtration (Fouchet

et al., 2000).
6.5.2. Les alcoolats

IIs sont obtenus par distillation des composants volatils des matieres végétales au
contact de l'alcool variéde60a 80°. lls sont toujours incolore set immuables, mais ils

doivent étre conservés dans un flacon bouché (Jean Raynaud, 2006).
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6.6. Les huiles essentielles (HE)

Ce sont des molécules a noyau aromatique et caractére volatil offrant a la plante
une odeur caractéristique et on les trouve dans les organes sécréteurs (Iserin et al ,2001).
Jouent un rdle de protection des plantes contre un exces de lumiere et attirer les insectes

pollinisateurs (Dunstan et al, 2010).

Elles sont utilisées pour soigner des maladies inflammatoires telles que les
allergies, eczéma, favorise 1’expulsion des gaz intestinales comme les fleurs frais ou

séchees de plante « camomille » (Iserin et al .,2001).
6.7. Hydrolats

Ce sont des préparations aqueuses renfermant la plupart des principes volatils,
solubles dans I’eau. Ils sont obtenus par distillation d’une drogue fraiche a 1’aide d’un
alambic, ce sont en fait les produits secondaires recueillies apres hydro-distillation lors de

la préparation des huiles essentielles (Jean Raynaud, 2006).
7. Les voies d’administration
Pour ces modes de préparation, il existe plusieurs méthodes d’utilisation :
7.1. Usage interne
7.1.1. Tisane

Préparation aqueuse buvable, obtenue a partir d’une ou plusieurs matériels
végétaux (fleurs fraiches ou séchées, feuilles, tiges et racines). Les tisanes sont obtenues
par macération, infusion ou décoction en utilisant de I’eau chaude ou froide

(Pharmacopée Francaise, 2013).
7.1.2. Fumigation

C’est 'utilisation de vapeurs chargées de principes actifs d’une plante donnée, en
faisant bouillir cette derniére : on utilise soit I’inhalateur, soit la technique de la téte
recouverte d’une serviette éponge ; le visage étant placé au-dessus du bol d’eau fumante,

contenant les plantes (Ben hamza, 2008).
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7.2. Usage externe
7.2.1. Au niveau de la peau
«» Compresse

C’est I’application sur les parties a traiter par une gaze imbibée de décocté,
d’infusé ou de maceré. Lors de la préparation de compresses, on utilise une infusion ou
une décoction végétale, on y trempe un linge propre et on le place sur la zone
douloureuse. Vous pouvez lattacher avec une serviette ou une sangle (Anne-
Sophie,2003).

+«+ Cataplasme

C'est la préparation d'une pate végétale suffisamment bonne pour étre étalée sur
la peau a des fins thérapeutiques. La plante peut étre broyée, coupée a chaud ou a froid,
ou mélangée avec la farine de lin pour obtenir la bonne consistance (Ghedabnia,
2008).Le cataplasme soulage les douleurs musculaires et les névralgies, soulage les

entorses et les fractures, et aide a extraire le pus des plaies infectées.
% Lotions

Les lotions sont des préparations a base d’eau et de plantes en infusions,
décoctions ou teintures diluées. Elles s’utilisent en friction, en massage ou on tamponne

I’épiderme aux endroits irrités ou en flammés (Iserin ,2001 ; Haudret ,2004).
% les Bains

Dans le bain, il suffit de verser I'eau, I'infusion ou la décoction végétale dans la

baignoire. Il peut s'agir de bains complets ou de bains partiels.
» Bain complet : Il peut étre tonique ou au contraire, calmant.
» Bain partiel:on distingue :

e Le bain desiege ou un bain anal pour les hémorroides et les fissures anales.Un bain

desiege froid a un effet décongestionnant sur le petit bassin.

e Le bain de pieds (pédiluve) et le bain de mains sont indiqués en cas de

transpiration excessive des pieds ou des mains (Ghedabnia, 2008).
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7.2.2. Au niveau des muqueuses
« Gargarisme

Consistante une infusion ou un décodeur aussi chaud que possible, pour le
rincage du fond de la bouche, de la gorge, du pharynx, des amygdales et des muqueuses.
Dans le but de la désinfection ou la sédation, le gargarisme ne doit jamais étre avalé
(Delille, 2007).

+» Bain de bouche

C’est I’'infusé, le décocté ou le macéré utilis€ dans les affections buccales

(aphtes, par exemple) (Ghedabnia, 2008).
++ Bain des yeux

Il se pratique a 1’aide d’une ceilléere remplie d’un infusé ou d’un décocté, la

solution doit filtrée avant utilisation. (Iserin et al.,2001).
8.Les avantages de la phytothérapie

+ La phytothérapie couvre un large éventail de maladies, et I'industrie pharmaceutique
utilise de nombreux principes actifs végétaux pour traiter diverses maladies. Par exemple
le taxol (une molécule utilisée pour traiter le cancer) extrait de I'écorce de I'if (Iserin,
2001 ; Gayet et Michel, 2013).

+ Les plantes médicinales sont beaucoup moins cheres quelles médicaments de synthése.
+ La phytothérapie peut étre utilisée a titre préventif.
+ La phytothérapie est accessible a tous sans ordonnance (Grunwald et Janick, 2006).

+ Le corps humain est mieux adapté a un traitement a base de plantes qu’a une thérapie

essentiellement chimique.

+ La production des plantes est trées peu polluante contrairement aux médicaments
chimiques (Iserin, 2001 ; Hilinaruthnadia, 2018).

9.Les inconvénients de la phytothérapie

+ |l est particulierement difficile d'apporter la preuve de I'efficacité des plantes.
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+ |l existe également de nombreux remeédes a base de plantes qui ne sont pas
recommandés pour les enfants et qui sont dangereux pour eux ainsi que pour les femmes

enceintes (Hilinaruthnadia, 2018).

+ Certaines plantes contiennent des toxines si puissantes que méme la plus petite

quantité ingérée peut étre mortelle.

+ La toxicité peut également étre due a un surdosage ou a une erreur identifiez les
plantes en raison de deux plantes qui sont botaniquement similaires, 1’une peut étre

toxique (Media centre ,2018).

+ Les malentendus sur les symptdmes peuvent étre trés dangereux car les médicaments a
base de plantes sont souvent basés sur I'automédication. Les préparations domestiques ne
peuvent pas étre conservées longtemps. Si elles ne sont pas conservées correctement, elles

seront empoisonnées et ne pourront pas étre guéries (Baba-Aissa, 1991).

+ Les plantes contiennent des fois des substances allergisantes.
10. Les plantes sélectionnées

Nous avons axé notre travail sur deux plantes rares en Algerie : Calendula

suffruticosa subsp. foliosa (Batt.) (Figure 1) et Drimia anthericoides (Poir.)(Figure 2).
10.1. Calendula suffruticosasubsp. foliosa (Batt.)¢’ Le souci ¢’
10.1.1 Généralités sur la famille des Astéracées

L’ Astéracée appelée aussi l'aster, marguerite ou la famille de tournesol, est I’une
des familles les plus courantes qui ont une trés grande valeur médicinale. Elle constitue la
plus grande famille des plantes vasculaires, avec plus de 22.750 espéces reparties en 12
sous-familles et 1620 genres (Nasir et Ali, 1982 in Shaheen et al.,2012).

10.1.2. Etymologie de Calendula suffruticosa:

Le nom du genre « Calendula » date du Moyen Age. Il provient du latin «
Calendae» : les calendes étant, dans le calendrier romain le premier jour du mois,
probablement avec un sens analogue a calendrier, indicateur métrologique en raison de sa
longue période de floraison car les capitules s’ouvrent et se ferment avec ’apparition du

soleil (Couplan, 2012). Tandis que suffruticosa, dérivé du latin « frutex » veut dire
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buisson ; car cette espéce ligneuse se rapproche des sous-arbrisseaux (Beniston et
Beniston, 1984).

10.1.3. Le genre Calendula :

Calendula est relativement un petit genre d’environ 12 a 20 espéces originaires de
la Micronésie et de la Méditerranée (Coste, 1937 in Paolini, 2010). Ce sont des Herbes
annuelles ou vivaces, parfois ligneuses a la base ; souvent glandulaires et aromatiques. Les
feuilles sont alternes et simples. L’inflorescence est parfois ramifiée. Les fleurons
extérieurs ligulés, jaune ou orange. Tandis que les fleurons internes sont tubulaires, jaunes

ou oranges. Le fruit est toujours un akéne (Tutin et Heywood, 1976).
10.1.4. Description botanique :

Plante glanduleuse-visqueuse, Tiges ligneuses, Rameaux fiorlieres rigides et
dressés, gréles. Les Feuilles sont plus grandes et plus larges que dans le type, la ncéolées-
oblongues, aigués, sinuées-dentées. Les radicales sont longuement atténuées en pétiole.

Capitules plus grands (Quézel et Santa 1963).

10.1.5. Synonym(s) homotypic

+ Calendula fulgida var. foliosa (Batt.)
+ Calendula foliosa (Batt.)
(CJB-African Plant Data base, 2022)
10.1.6. Systématique

Regne : Plantae

Famille : Asteraceae

Genre : Calendula

Espéce : Calendula suffruticosasubsp .foliosa (Batt.)

Nom francais : Souci

-+ F F + ¥

Nom vernaculaire ;2
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Figure 1. Calendula suffruticosa (Prise personnelle, 2022)

10.2. Drimia anthericoides (Poir.)’la Scilla’
10.2.1. Généralités sur la famille des Asparagaceaes :

Selon la classification phylogénétique (APG 11, 2009). Cette famille compte
également tous les genres des anciennes familles Asparagaceae, Agavaceae,
Phyllanthaceae, Hesperocallidaceae, Hyacinthaceae, Laxmanniaceae, Ruscaceae, et
Themidaceae. Elle comprend plus de 115 genres dispersés dans les régions tempérées et

tropicales
10.2.2. Description botanique

Ce sont des herbes vivaces, des lianes ou des plantes a port arborescent, avec une
partie aérienne annuelle, parfois épineuse ou ligneuse, émergeant d’un rhizome sympodial.
La tige se développe parfois en « cladodes », qui portent des fleurs ; les feuilles
proprement dites sont alors réduites a des écailles (Ruscus). Les feuilles, sont insérées a la
base, ou sur I’axe de facon alterne, opposée (Maianthemum), ou verticillée (Polygonatum
verticillatum L.). Les fleurs sont en grappes, ou parfois solitaires (Ruscus), elles sont
réguliéres, hypogynes, bisexuées, parfois unisexuées (espéce dioique comme dans le genre
Ruscus), Le périanthe est composé de trois pétales et trois sépales, indissociables. Les
fleurs sont triméres, les six tépales sont soit pétaloides ou sépaloides, et I’androcée contient
6 étamines disposees sur deux verticilles (diplostémones). Le gynécée est formé de trois
carpelles soudés. Les ovaires, triloculaires, sont superes. Chaque fleur n’a qu’un style mais

avec deux a douze ovules par loge, qui ont une placentation axile. Le fruit est
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habituellement une baie rouge & maturité (sur un fond vert persistant) ou parfois bleu-noir,
dont les graines sont plus ou moins globuleuses, non ailées (Botineau, 2010).

10.2.3. Synonym(s) Homotypic (CJB-I’African Plant Data base, 2022)
= Urginea anthericoides (Poir.)
= Urginea maritima var. anthericoides (Poir.)
« Charybdis anthericoides (Poir.)
= Scilla anthericoides Poir.
= Squilla anthericoides (Poir.)
10.2.4. Systématique

<+ Reégne : Plantae

+ Famille : Asparagaceae
+ Genre : Drimia

<+ Espéce : Anthericoides
<+ Nom francais : Scilla

<+ Nom vernaculaire : Jiaizl)

Figure 2. Drimia Anthericoides (Prise personnelle, 2022)
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Diabéte sucré

1. Définition

Le terme diabete vient du grec « dia-baino » qui signifie traverser. L’histoire du
diabete commence au XVIleme si¢cle notamment avec Thomas Willis qui fut 'un des

premiers a décrire la présence de sucre dans 1’urine des patients diabétiques (Vivot, 2012).

Le Diabéte sucré est un groupe de maladies métaboliques hétérogénes caractérisees
par un état d’hyperglycémie chronique (taux de sucre dans le sang trop élevé) (Monnier,
2019), liée soit a un trouble de la sécrétion de 1’insuline, soit & un trouble de 1’action de

I’insuline, soit les deux (Raccah, 2004).
2. Symptdmes

Typiquement le diabete se caractérise par des signes et des symptdmes associés a

une hyperglycémie, et se manifeste par :

¢+ une polyurie, une polydipsie, un amaigrissement, et parfois par une polyphagie et

des troubles de la vision (American Diabétes Association, 2014).

* Si aucun traitement n’est administré, la situation peut se développer vers
I’acidocétose, 1’hyper osmolarité ou 1’acidose lactique (American Diabétes
Association, 2014).

% Perturbations progressives au niveau des vaisseaux capillaires, ainsi qu’a
I’apparition de complications a long terme, qui touchent en particulier 1’ceil, les

reins, les systémes nerveux et cardiovasculaires (Alberti et Zimmet, 1998).
3. Epidémiologie

Selon les derniers chiffres de la Féderation internationale du diabéte, cette maladie
touche aujourd'hui 371 millions de personnes dans le monde. Ce chiffre devrait atteindre
522 millions personnes d’ici 2030 (Wens et al., 2007).

D’apres le registre national du Diabete de 1’année 2005, I’incidence du diabéte type
I chez les enfants et les adolescents est de 9 pour 100 000 et des cas de diabete type Il

commencent a étre recensés chez les enfants (Boudiba et al., 2008).

Le diabéte est la cause de déces de 3 a 4 millions de personne chaque année dans le
monde (Whiting et al., 2011).
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4. Classification

La grande majorité des cas de diabéte se répartissent selon 1’étiologie et la gravité
de I’hyperglycémie en deux catégories : diabete primaire (le diabéte de typel, le diabete de
type 2 et le diabete gestationnel), et diabete secondaire (des types plus spécifiques liés a

des défauts génétiques).
4.1. Diabéte primaire
4.1.1.Diabéte de type 1 (DT 1)

Le diabéte type 1 (DI) «diabéte insulinodépendant » en effet il survient
essentiellement chez les enfants et les jeunes adultes et représente de 5 a 10% du total des
cas (OMS, 2002). Causé par la destruction des cellules béta des ilots de Langerhans par un

mécanisme auto-immunet cessent ainsi de produire de I’insuline (Fischer et al., 2017).
4.1.2.Diabete de type 2 (DT 2)

Le diabéte type 2 «diabéte non insulinodépendant » ou diabéte de 1’adulte touche
environ 90% des patients diabétiques a 1’échelle mondiale (OMS, 2015).Le diabéte de type
2 est caractérisé par une résistance a I’insuline et une carence relative de la sécrétion
d’insuline. (OMS, 2002), et peut aller a des atteintes organiques et fonctionnelles dans de

nombreux tissus mais sans symptome clinique (Monnier, 2010).
4.1.3. Diabete gestationnel

Le diabéte gestationnel est observé chez 3% des femmes enceintes, il peut étre
considéré comme transitoire mais sans traitement, il représente une menace tant pour la
mere que pour ’enfant de développer un diabéte de type 2 au cours de leur vie. Il s’agit
d’une intolérance au glucose conduisant a une hyperglycémie de sévérité variable (Rodier,

2001).
4.2. Diabéte secondaire

Les types de diabétes secondaires sont regroupés dans le tableau selon la
classification étiologique du diabete sucré (American Diabetes Association, 2014).
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Tableau 1 : Classification étiologique du diabéte secondaires (American Diabétes
Association, 2014).

Origine Types

- Chromosome 12, HNF-1 (anciennement MODY 3)
- Chromosome 7, glucokinase (anciennement
MODY2)

- Chromosome 20, HNF-4 (anciennement MODY1)
- Mutation de I’ADN mitochondrial

Défauts génétiques de la fonction des
cellules B.

- Insulinoreésistance de type A.
- Le préchaunisme
Défaut génétique de I’action de ’insuline
- Syndrome de Rabson- Mendenhall
- Diabéte lipoathrophique
- Pancréatites
- Traumatisme/ pancréatectomie
- Cancer du pancréas
Diabétes pancréatiques (exocrines) o
- Mucoviscidose
- Hémochromatose
- Pancréatite fibrocalculeuse
- Acromégalie
- Syndrome de Cushing
- Glucagonome
Endocrinopathies - Phéochromocytome
- Hyperthyroidie
- Somatostatinome

- Hyperaldosteronisme primaire
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- Vacor (raticide)

- Pentamidine

- Acide nicotinique

- Glucocorticoides
Diabétes induits par des medicaments ou - Hormones thyroidiennes
des toxiques - Diazoscide

- Agoniste B- adrénergiques

- Diurétiques thiazidiques

- Diphenylhydantoine

- Interféron a

- Rubéole congénitale
Diabéte d’origine infectieuse ) .
- Cytomégalovirus

) - Syndrome de ’homme raide
Formes rares d’origine auto- Immune i o -
- Anticorps anti-récepteur de 1’insuline

- Trisomie 21. - Dystrophie

- myotonique

- Syndrome de klinefelter - Syndrome de Prader—
Willi.

Autres syndromes d’origines génétiques
- Syndrome de Turner

parfois associés au diabéte
- Syndrome de Wolfram

- Ataxie de Friedreich
- Chorée de Huntington.

- Porphyrie

5. Physiopathologie et équilibre physiologique du diabete

Le diabéte de type 1 (DT1), anciennement appelé diabete insulinodépendant,
représente environ 10% des cas de diabete. Est une maladie :

+ Auto-immune caractérisée par un déficit de production d’insuline (insulinopénie).

+ Habituellement découverte chez les sujets jeunes : enfants, adolescents ou jeunes

adultes (essentiellement avant 20 ans) (Patternson et al.,2008).
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4+ Les patients développent une réaction inflammatoire locale, appelée insulite, dans

et autour des Tlots de Langerhans du pancréas, ce qui entraine la destruction des

cellules P sécrétrices d’insuline (Noble et Erlich ,2012).

+ Malgré I’augmentation des connaissances sur les mécanismes immunitaires

conduisant a la destruction des cellules ", le facteur déclenchant du DT1 n'est pas

connu et son apparition reste aujourd’hui inévitable (Philips, 2012).

Chemokines
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Figure 3. la destruction auto-immune des cellules béta-pancréatiques dans le DT1 (Pirot et

al., 2008).

Dans le cas du DTI, I’apparition de la réaction auto-immune serait liée a

I’association de plusieurs génes de prédisposition et de facteurs environnementaux (Noble

et Erlich ; Philips, 2012). Les variantes génétiques associées a cette forme de diabete sont

multiples. Le plus important d’entre eux découvert a ce jour est localisé dans le systeme

d’histocompatibilité HLA, impliqué dans la tolérance immunitaire vis a vis des cellules du

"soi" par I’activation des lymphocytes T (Noble et VValdes, 2011)
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Contrario, au DT2 qui est :

+ Un probléme majeur de santé publique puisqu’il représente pres de 90% des cas dans
le monde.

+ Résulte de l'utilisation inadéquate de I'insuline par I'organisme et la pathogénese du
DT2 est plus complexe que celle du DT1 car elle implique de nombreux tissus et
mécanismes physiopathologiques.

+ Présente deux anomalies du métabolisme glucidique, une insulino-résistance des
tissus périphériques et un défaut sécrétoire qualitatif et quantitatif de la cellule B des
flots de Langerhans (Wémeau et al., 2014).

> L’obésité et 1a dysfonction des cellules B-pancréatiques

De nombreuses ¢tudes montrent aussi une perte de fonction des cellules B et de la
sécrétion d’insuline avec I’age (Chang et Halter, 2003) et 1’obésité est caractérisée par
I’augmentation de la concentration de glucose dans le sang en paralléle, une élévation de la
production de glucose par le foie (gluconéogenese et glycogénolyse) (Wellen et
Hotamisligil, 2005).La glucotoxicité et la lipotoxicité sont les deux principaux facteurs

acquis causant le dommage des cellules 3-pancréatiques (Chang-Chen et al., 2008).

Les mécanismes impliqués dans la « glucotoxicité » comprennent une altération
certaine de 1’expression du gene de I’insuline, du stress oxydatif et une apoptose massive

des cellules p (Poitout et Robertson, 2002).
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Adipocytes

Insulino-résistance % \ Alimentation

Diahéte de type 2 Obésité
/ Leptines Acides gras libres
IL-6
Hyperglycémie THF-
\ Glucose
Fadicaux / _ \i‘
oxydes - :
IL-1p T iy o 7 A
T .‘ - “
Cellule

APOPTOSE

Figure 4. Facteurs contribuant a I'apoptose des cellules 3. (Poitout et Robertson, 2002).
6. Facteurs de risques
6.1. Facteurs environnementaux

Il a été¢ démontré que I’absence d’exposition a des organismes pathogénes au cours
de la période d’enfance, limite la maturation du systeme immunitaire et augmente la

susceptibilité a développer une maladie auto-immune (Kukreja et Maclaren, 2002).
6.2. Facteurs génétiques

Plus de 20 regions différentes du génome humain repréesentent une relation avec le
diabéte de typel, telles que la région codant pour le HLA sur le chromosome 6p21 et la
région codant pour le géne de I’insuline sur le chromosome 11p 15 (DSID2) (Nepom et
Kwok, 1998).

6.3. Facteurs immunologiques

Le diabéte de typel est une maladie auto- immune lente médiée par les
lymphocytes de type Thl (Cellule T helper type 1). Plusieurs études, ont prouveé que la
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destruction des cellules B par le systéme immunitaire, par des auto-anticorps dirigés contre
le pancréas ainsi qu’un certain nombre d’autres anticorps non spécifiques des cellules B, se

fait sur plusieurs années (Langlois, 2008).
7. Complications liees au diabéte

Les complications du diabéte se classent en deux types en fonction du diametre des

vaisseaux atteints.
7.1. Complications Aigues
7.1.1. L’hyperglycémie

C’est une complication qui se manifeste chez les diabétiques de type 2 utilisant

I’insuline ou traités par des antidiabétiques sulfosylurée (William et al ., 2005).Se traduit

par :

* Dessechement de la bouche.

* Une soif extréme.

+* Un besoin fréquent d’uriner.

+ Une somnolence accrue.

* Des nausées et vomissement associés avec une perte de poids (Buysschaert,
2012).

7.1.2.L’hypoglycémie

C’est la baisse de la concentration de glucose définie par 0,6 g/1 (3,3 mmol/l) (Brue,
2005).11 s’agit de la principale complication du traitement par insuline et par sulfamides

hypoglycémiants (Grimaldi, 2000).
7.2. Complications Chroniques
Les complications a long terme sont classiquement divisées en deux catégories :
7.2.1.Micro-angiopathiques ou microvasculaires
Touche les petits vaisseaux (artérioles, veinules et capillaires de diamétre inférieur a

30 um) (Duron et Heurtier, 2005) sont les plus spécifiques du diabéte. Elle englobe :
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» Neuropathie

Est la complication la plus fréquente et la plus précoce du diabete sucré, touche plus
de 50 % des patients. (Tesfaye et al ., 2005 ; Monnier, 2010)

» Néphropathie

Touche actuellement 20 & 40% des patients diabétiques et est la premiére cause

d’insuffisance rénale terminale conduisant a la dialyse (Couchoud et al., 2006).
» Rétinopathie

La rétinopathie diabétique touche tous les composants de la structure de I’ceil, et en
particulier la rétine touchant plus de 50% des diabétiques aprés 15 ans d’évolution du

diabéte (Elman, 1959).
7.2.2. Macro-angiopathiques ou macrovasculaires

Maladies cardiovasculaires, concerne le coeur, le cerveau et les membresinférieurs

avec I’artérite (Chevenne, 2001).
7.2.3. Autres types de complication

Troubles de I’érection, Augmentation du risque infectieux, Retard de cicatrisation,

Pied du diabétique, Cancers.
8. Diabete expérimental

L’utilisation de modeéles expérimentaux est indispensable pour produire chez
I’animal, un état comparable au diabéte sucré, en vue de le mieux comprendre chez
I’homme. Ainsi, étudier I’étiologie et les mécanismes impliqués dans cette pathologie et

pour trouver de nouveaux traitements (Wright et Klee, 1980).

L’installation du DT1 se fait soit spontanément par sélection génétique, soit par
induction expérimentale (régime alimentaire, chirurgie (Chen et Wang, 1997 ;
Chatzigeorgiou et al ., 2009) ou toxicité chimique : comme : Alloxane, streptozocine,

styrylquinoline, di-ethyl-di-thiocarbonate de sodium, acide urique, ...etc. Sont quelques-
uns d'entre eux, ou par la chirurgie du pancréas (ablation partielle) (Sudha ,2012).Chaque

modele expérimental permet d’étudier un aspect particulier de la pathologie humaine.
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8.1.Diabéte induit par I’Alloxane

L’Alloxane est largement utilisée pour induire le diabéte chez les animaux
expérimentaux de laboratoire tel que les rats Wistar dans ce présent travail (Roep et al.,
2004). Ainsi que, sélectivement toxique pour les cellules f du pancréas. C’est un dérivé de

l'urée qui provoque sélectivement une nécrose pancréatique des cellules B des ilots de

Langerhans (Etuk, 2010).

L’Alloxane, par une analogie structurale au glucose, pénétre a travers les

transporteurs de glucose GLUT2 des cellules B pancréatiques (Lenzen et al, 1996).

La dose intra-péritonéale inférieure a 150 mg / kg en poids brut peut étre
insuffisante pour induire un diabete chez le rat. Les animaux a jeun sont plus sensibles a
I'Alloxane, alors que I'augmentation du glucose dans le sang fournit une protection partielle
(Szkudelski, 2001).
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1. Stress oxydant

Le stress oxydant résulte d’un déséquilibre entre des systémes producteurs
d’espéces réactives de 1’oxygene (ERO) et des systemes antioxydants, enzymatiques
(superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, etc.) ou non (glutathion, vitamines, etc.).
Par sa nature méme, le stress oxydant reste un phénomeéne physiopathologique difficile a
appréhender (Zbadi et al., 2018).

Ce dernier peut causer plusieurs pathologies tels que : le cancer, les maladies
cardio-vasculaires ainsi qu’un vieillissement anticipé (Belaich et Boujraf, 2016).

En effet, tous les organismes vivants qui consomment de I'oxygene produisent des
radicaux libres qui sont de petites substances chimiques tres oxydées par le contact avec
I'oxygeéne, et dont nos cellules savent normalement tres bien se débarrasser. Le stress
oxydatif devient anormal lorsque les cellules sont soit dépassées par la quantité de radicaux
libres & éliminer, soit ne disposent pas de ressources antioxydantes (vitamine E et C,

oligoéléments, enzymes) suffisantes pour les éliminer (Pincemail, 1999).

Niveau
physiologique
Stress oxydatif d’ERO Manque d’ERO

e i

Antioxydants

i Vitamine E

APX/GR / _Glutathion
Radical hydroxyle Catalase Ascorbate
nem o, - - -
Anion superoxyde POX / PR): Carotenoides
S VS

Peroxyde d’hydrogene sSoD
remmew il b

Oxygéne singulet

Figure 5. Balance entre les especes réactives oxygénées(ERO) et les antioxydants
(Pourrut, 2008).

2. Définition d’un radical libre
Un radical libre est une molécule trés réactif et instable possede au moins un

¢lectron célibataire sur 1’orbitale externe, Il ne cherche qu’a récupérer un électron dans leur
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environnement pour retrouver 1’état plus stable (Kroonenberg, 2000). Du fait de leurs
instabilités énergétiques, les radicaux libres ont tendance a revenir immediatement & un
état stable en donnant un électron ou en prenant un a une autre molécule ce qui induit
I'apparition des réactions d’oxydation (Asmus et Bonifacic, 2000). Les radicaux libres
apparaissent soit au cours de la rupture symétrique d’une liaison covalente (fission
homolytique) pendant laquelle chaque atome conserve son électron soit au cours d’une
réaction redox avec perte ou gain d’un électron a partir d’un composé non radical
(Kocchilin-Ramonatxo, 2006).
3. Types des radicaux libres

Dans les systemes biologiques, les radicaux libres les plus importants sont les
espéces Réactives de 1°'oxygene (ROS pour « réactive oxygene species ») et les espéces
réactives de |‘azote (RNS pour « réactive nitrogene species ») (Ré et al., 2005).

3.1. Espéces réactives de I’oxygéne (ERQO)

Les especes réactives de D’oxygene (ERO) sont des radicaux libres issus de
I’oxygene moléculaire. Elles représentent la plus importante classe d’especes réactives
générées dans les organismes vivants a cause de I’'importance du métabolisme aérobie
(Valko et al., 2007).

3.1.1 Espéces radicalaires
> Radical superoxyde (O*)

IIs sont produits lors de réactions métaboliques cellulaires, soit par auto-oxydation,

soit par l'action d'enzymes telles que les oxydases (Rosen et al., 1995) .
> Radical hydroxyle (OH*®)

Se forment lors de différentes réactions chimiques cellulaires impliquant
I'nydrogéne. Ce sont les radicaux libres les plus réactifs (ward, 1988).

3.1.2. Espeéces non radicalaires

Selon la classification de (Haton, 2005) ne sont pas des radicaux a proprement
parler mais qui sont tout de méme toxiques et capables de réagir pour former d‘autres
radicaux libres :

> Oxygene singulier 1O,

Peroxyle (ROO®)

Peroxyde d‘hydrogéne (H,05)
Hypochloreux (HOCI)

L‘hydro peroxyde organique (ROOH)

YV V VYV
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3.2. Espéces réactives de L azote (RNS)
3.2.1. Monoxyde d’azote (NO*)

C’est un radical tres diffusible, liposoluble et dont la durée de vie est courte (Haton,
2005).Le monoxyde d'azote (NO*) représente une espéce oxydante biatomique de type
radicalaire ayant un électron non apparié sur 'une de ses orbitales externes. Cette petite
molécule détient une réactivité comparée a celle de I’anion superoxyde O*, (Valko et al.,
2007). 11 est produit chez les organismes supérieurs par I’oxydation d’un des atomes N-
terminaux de la L arginine, selon une réaction catalysée par I’enzyme ‘nitric oxyde
synthase’ (Sorg, 2004).

3.3. Source des radicaux libre
3.3.1.Source externe

Il existe plusieurs facteurs qui contribuent a la production de radicaux libres tell que
la pollution de l'air, la fumée de cigarette, la consommation d’alcool, un taux de sucre
élevé dans le sang, une consommation élevée en acides gras polyinsaturés, les
rayonnements , trop ou trop peu d'oxygene dans le corps, l'exercice intense et prolongé,
une consommation excessive d'antioxydants ou un déficit en antioxydants (Favier, 2003).

3.3.2.Source interne

les ROS sont produits par différentes enzymes telles que la NADPH oxydase
(NOXs), la xanthine oxydase, les cyclo oxygénases, les lipoxygénases, le cytochrome
P450, la NO synthase endothéliale et les enzymes de la chaine mitochondriale
(Drummond et al., 2000). (Environ 2 % de I'oxygéne consommé au niveau mitochondrial

sont transformés en ERO particulierement réactionnelle) (Puppo et Halliwell, 1988).
La production de (NO®) est obtenue par transformation de la L-arginine en L-

citrulline en deux étapes : L°hydroxylation d‘un azote du groupement guanidine de la L-

arginine pour former un composé intermédiaire instable la Ng-OH-Larginine qui se

dégrade ensuite en L-citrulline et(NO") (Darblade et al., 2000).

4. Roles des radicaux libres
Les especes radicalaires jouent un réle essentiel dans un grand nombre de fonctions
physiologiques, comme la phagocytose ou la régulation de la croissance (Fridovich,
1999), a la fonctionnement de certaines enzymes, a la défense immunitaire contre les
agents pathogénes, a la destruction par apoptose des cellules tumorales, a la régulation de

la dilatation capillaire, au fonctionnement de certains neurones et notamment ceux de la
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mémoire, a la fécondation de l'ovule, a la régulation des genes (Favier, 2003), a la
production énergétique, au a la signalisation intracellulaire. Mais la production peut
devenir excessives que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d’une surproduction
énormes de ces radicaux, cette désequilibre est appelée «stress oxydant» (Ardestani et
Yazdanparast, 2007).
Certains radicaux libres ciblent les mitochondries et entravent leur capacité a
produire de 1’énergie. D'autres radicaux libres ciblent I’ADN (bechan et al.,2014).
5. Cibles biologiques de stress oxydant
La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de
molécules biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais
aussi des lésions secondaires dues au caractere cytotoxique et mutagéne des métabolites
libérés notamment lors de I'oxydation des lipides. L'organisme peut aussi réagir contre ces
composés anormaux par production d'anticorps, qui malheureusement peuvent aussi étre
des auto-anticorps créant une troisieme vague d'attaque chimique (Favier, 2003).
5.1. Lipides
Les cibles des ROS sont principalement les acides gras polyinsaturés, en raison de
la présence de nombreuses doubles liaisons, comme I’acide linolénique ou I’acide
icosapentenoique. Les réactions radicalaires sont a 1’origine de la peroxydation lipidique
qui se traduit in vitro par le rancissement. Le mécanisme radicalaire comporte trois étapes :
I’initiation, la propagation et la terminaison (Halliwell et Gutteridge, 1989).
5.2. ADN
La guanosine, une des quatre bases qui constituent I’ADN, est sensible a ’attaque
des EOA et se transforme en 8-hydroxy-2’ déoxyguanosine (8-OHdG) Lors de la
réplication de I’ADN, la 8-OHdG se couple avec 1’adénine, ce qui provoque une mutation
G-T dans le brin fille de I’ADN (Pincemail et al., 2009).
5.3. Protéines
Les acides aminés possédent des susceptibilités différentes vis-a-vis des EOA. Les
plus réactifs sont 1’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine. Toute
attaque radicalaire d’un acide aminé provoquera 1’oxydation de certains résidus avec, pour
conséquences, 1’apparition de groupements carbonylés, des clivages de chaines peptidiques
et des ponts bi-tyrosine intra- et inter-chaines. La plupart des dommages sont irréparables
et peuvent entrainer des modifications fonctionnelles importantes (non reconnaissance

d’un récepteur par un ligand, perte d’activité enzymatique). Certaines protéines oxydées
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sont peu dégradées et forment des agrégats qui s’accumulent dans les cellules et dans le
compartiment extracellulaire (Haleng et al., 2007).

5.4. Lipoprotéines

L’attaque radicalaire des lipoprotéines circulantes aboutit a la formation de LDL

oxydées, qui seront captées par des récepteurs spécifiques des macrophages. L’activité de
ces récepteurs n’étant pas régulée par la concentration intracellulaire en cholestérol, les
macrophages se transforment petit a petit en cellules spumeuses (réle important dans les
premiéres étapes de 1’athérosclérose). En outre, ces LDL oxydées sont immunogénes et les
immuns complexes formés peuvent activer la voie classique du complément et générer la
sécrétion de cytokines pro inflammatoires par les macrophages (Haleng et al., 2007).

5.5. Sucres

En présence de métaux, 1’oxydation du glucose peut libérer des céto-aldéhydes, du
peroxyde d’hydrogéne (H,O,) et des anions superoxydes (OH"), et entrainer la coupure de

protéines et leur glycation par attachement du céto-aldéhyde (Wolff et al., 1989).
6. Les Antioxydant
6.1. Définition

De nombreuses espéces oxydantes sont produites et bien qu’elles soient souvent
indispensables a I’organisme, elles sont également responsables de dégats importants. Afin
de faire face a ces produits oxydants délétéres, le corps humain dispose de tout un
ensemble de défenses que 1’on qualifie d’antioxydants. Alors que le terme « antioxydant »
soit fréquemment utilisé, il est difficilement définissable car il couvre un large nombre des
molécules et des domaines trés divers comme [’alimentation, I’industrie chimique et
I’industrie pharmaceutique (Halliwell et Gutteridge, 1999).

Les composés antioxydants sont définis comme toutes les substances qui, a faible
concentration, retardent ou inhibent significativement I'oxydation d'un substrat oxydable
par rapport a ce substrat (Halliwell, 1990).Cette définition fonctionnelle s'applique a un
large éventail de substances, y compris les enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques
et les petites molécules hydrosolubles ou liposolubles (Carocho et Ferreira, 2013 ; Godic
etal., 2014).
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6.2. Classification des antioxydants

Les principales sources des antioxydants sont :

6.2.1. Antioxydants enzymatique

Ce sont des antioxydants endogenes représentent la premiére barriére de défense
contre les RL (Baba et Mc-Grath, 2008 ; Bensakhria, 2018) qui comprend les enzymes
suivantes (la superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion peroxydase et la glutathion
réductase) sont considérés comme la premiére ligne de défense de notre organisme contre
les ROS. Les enzymes existe a I'état endogene (cytoplasme, cytosol ou mitochondrie)
permettent de protéger les cellules contre les radicaux libres produits de maniére
physiologique au cours du métabolisme cellulaire normal (Menon et Goswami, 2007).

» Superoxyde distumase (SOD)

Le radical superoxyde qui présente une certaine toxicité est éliminé ou tout au
moins maintenu a un niveau de concentration assez bas par des enzymes appelées
superoxyde dismutases (SOD) qui catalysent sa disparition par dismutation (Gardes et al.,
2003).

o 0- SOD ,2H"
02 + 02 _— H202 + 02

» Catalase (CAT)

Est une protéine héminique qui catalyse la transformation duperoxyde d’hydrogéne en eau

et oxygéne moléculaire selon la réaction suivante (Blondeau et al., 1987).
2H202 - 02 + 2H20
» Glutathion peroxydases (GPx)

Les glutathion peroxydases présentes dans la plupart des tissus de mammiferes,
catalysent la réduction par le glutathion du peroxyde d’hydrogéne et de divers
hydroperoxydes lipidiques produits (Ghyselinck et al., 1990).

2GSH + H,0, » GSSG + 2H,0

2GSH + ROOH - GSSH + ROH + H,0
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» Glutathion réductase (GR)

La glutathion réductase participe de fagon indirecte dans la défense antioxydante,
quant a elle, a pour rdle de régénérer le GSH a partir du GSSG grace au NADPH qui est
utilisé comme donneur d’électrons. En effet, la concentration cellulaire en glutathion étant

limitée, il est nécessaire de le réduire constamment pour que la GPx maintienne sa fonction
(Garait, 2006).

GSSG + NADPH - NADP + + 2GSH
» Thioridoxine peroxydases (Trx)

11 s’agit une sélénoenzyme NADPH dépendante, responsable de 1’élimination de

I’H,0,, ROOH, ONOO™ par une réaction de réduction (Bensakhria, 2018).

ROOH + NADPH + H®* - ROH + H,0 + NADP*

6.2.2. Antioxydants non enzymatique
» Glutathion (GSH)

Le glutathion est un tripeptide dont la fonction thiol lui confere un réle
d'antioxydant, voire, de réducteur (donneur d'électron ou d'atome H) (Gardes et al.,

2003).11 joue un role de réducteur des protéines oxydées par alliance avec d’autres espéces
électrophiles (Atti, 2014 ,Bensakhria, 2018).

GSH + R -GS + RH
GS + GS - GSSG
> Protéine chélatrices des métaux

Comme le transferrine, 1’haptoglobine, la ferritine, [’albumine et la
céruloplasmine agissent en diminuant la disponibilité d’agents pro-oxydants, comme les
ions Fe?* / Fe3* ou Cu®* / Cu* permettant par ce biais de prévenir la production des
radicaux libres par la réaction de Fenton (Martinez, 1995).
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» Acide urique

Produit terminal majeur du métabolisme des purines chez ’homme, il est a pH
physiologique majoritairement ionisé sous forme d’urate, un piégeur puissant de radicaux
(OH*, ROO*, NOO-" ...). Ces réactions conduisent a des espéces radicalaires qui seront a
leur tour réduites (notamment par la vitamine C). Les propriétés antioxydantes de 1’urate in
vivo peuvent étre appréciées indirectement par le fait qu'un produit de réaction de 1’urate

avec les EOA, I’allantoine, est présent a des taux élevés lors d’un stress oxydant (Haleng

et al., 2007).
» Bilirubine

La bilirubine est un produit terminal de la dégradation de 1’héme et résulte
essentiellement du catabolisme de 1’hémoglobine par les cellules réticuloendothéliales.
Composé non hydrosoluble, elle se lie a I’albumine dans un rapport steechiométrique 1/1,
ce qui empéche sa pénétration dans des tissus riches en lipides tels que le cerveau. La
bilirubine est capable de piéger ROO" et I’oxygéne singulet. Ainsi, elle protége 1’albumine

et les acides gras liés a I’albumine des attaques radicalaires (Haleng et al., 2007).
> R-carotene

Parmi les photo-protecteurs actifs, le R-caroténe apparait comme un piégeur
efficace. Sa constitution polyiénique lui confére une capacité de piégeage de 1’oxygene par
formation d’un dioxétane (addition d’une oléfine et d’une molécule d’oxygeéne) ou par
production d’hydroperoxydes (insertion d’oxygeéne dans toutes liaisons C-H conjuguées
d’une double liaison) susceptibles d’étre réduits a leur tour. Il est présent dans les légumes

verts, la salade, les carottes, 1’abricot, le melon, les épinards, la papaye (Bossokpi, 2002).
» Oligo-éléments

Cu, Zn, Mg, Se et Fe des cofacteurs qui jouent le rdle d’un barrage contre le stress
oxydant. Ils maintiennent 1’activité catalytique des enzymes antioxydantes (Garait, 2006).
Aussi le zinc et le cuivre jouent un trés grand role dans 1’activité dés la SOD (Bouldjadj,
2009).
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> Vitamine E

La vitamine E étant liposoluble, elle se fixe aux membranes et peut ainsi
séquestrer les radicaux libres en empéchant la propagation des réactions de peroxydation
lipidique (Evans et al., 2002).

> Vitamine C

La vitamine C ou acide ascorbique est I’antioxydant hydrosoluble majeur. Elle se

trouve dans le cytosol et dans le fluide extracellulaire ; elle peut capter directement
1’02 7et I’OH". A c6té de son rble dans la génération de vitamine E, la vitamine C est

capable de réduire d'autre biomolécules oxydées et d'agir comme un piégeur direct de

radicaux libres (Evans et al., 2002).
» Polyphénols

Ils constituent une famille importante d’antioxydants présents dans les végétaux.
L’alimentation fournit environ 1g de polyphénols par jour principalement par 1’apport en
fruits et, dans une moindre mesure, en légumes et en céréales. Ils sont présents sous forme
d’anthocyanine dans les fruits rouges et le vin rouge, sous forme de flavonoides dans les
agrumes, 1’huile de lin et sous forme d’épicatéchine dans le vin, le thé, le chocolat, les
pommes, les oignons et les algues brunes. Globalement, ce sont d’excellents piégeurs des
EOA et de trés bons chélateurs des métaux de transition comme le fer et le cuivre (Haleng
et al., 2007).

6.2.3. Antioxydants synthétiques

Les antioxydants synthétiques, tel que le butylhydroxyanisole (BHA),
butylhydroxytoluéne (BHT), gallate propylée (PG) et le tétrabutylhydroquinone (TBHQ),
sont largement utilisés Dans I’industrie nutritif, parce qu’ils sont efficaces et moins chers
que les antioxydants naturels. Cependant, leur sécurité est trés discutée car ils générent un
besoin de recherche comme matiére de substitution d’aprés des sources naturelles comme
antioxydants de la nourriture (Lisu et al., 2003). Cependant, il a été montré que ces

antioxydants de synthése pouvaient étre toxiques (Yu et al., 2000).
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Ce sont les plus utilisés a cause de leurs efficacités et ils coutent moins cher
comparés aux antioxydants naturels. D’une autre part il y a une possibilit¢ qu’ils

deviennent toxiques s’ils sont consommeés d’une fagon excessive (Pieta, 2000).
Il existe plusieurs types d’antioxydants synthétiques, parmi eux on trouve :
» Butylhydroxytoluene (BHT)

BHT est un produit net de couleur blanche, il est sous forme d’une matiere
cristallisée qui n'a pas d'odeur, il ne se dissout pas dans l'eau, il se dissout dans d’autres

solvants organiques (Hammerich et Svensmark, 1990).
» Butylhydroxyanisole (BHA)

Parmi les importants caractéristiques de ces produits est la possibilité de résister
méme a la chaleur, par exemple le cas des friture, ¢’est pour cette cause, certains pays
permettent son ajout avec une concentration ne dépassant pas 200 ppm (Gunckel et al.,
1998).

7. Maladies liées au stress oxydatif

Le stress oxydant est impliqué dans de trés nombreuses maladies comme facteur
déclenchant ou associé a des complications de leur évolution. La plupart des maladie
sinduites par le stress oxydant apparaissent avec I'age car le vieillissement diminue les
défenses antioxydantes (Sohal et al., 2002).

Le stress oxydant est aussi un des facteurs potentialisant I'apparition de maladies
plurifactorielles tels le diabete, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies

cardiovasculaires (Montagnier et al., 1998).

Les causes essentielles de ce stress oxydant sont soit d'origine nutritionnelle dans
les cas de carences en vitamines et oligo-éléments, ou inversement de surcharges en
facteurs pro oxydants (fer, acides gras), soit d'origine accidentelle (I’inflammation,
exposition a des xénobiotiques pro-oxydants...), soit d'origine génétique. Le plus souvent,

I'association de ces différents facteurs aboutira au mécanisme pathogéne (Berger, 2006).
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8. Implication du stress oxydant dans le diabete (Glutotoxicité liée a

I’hyperglycémie)

De nombreuses pathologies, impliquant le stress oxydant dans leur
développement, ont été recensées. Outre les maladies cardio-vasculaires (oxydation des
lipides) et le cancer (oxydation de I’ADN), c’est certainement dans le cadre du diabéte
(obésité, syndrome métabolique) que des avancées spectaculaires ont été réalisées au cours

des dernieres années (Haleng et al., 2007).

Plusieurs mécanismes pathogéniques conduisent a une augmentation du stress

oxydant et semblent impliqués dans I’apparition des complications du diabéte (Haleng et

al., 2007).
8.1.L’activation de la voie des polyols :

En situation d’hyperglycémie, 1’hexokinase qui permet la phosphorylation du
glucose et son utilisation dans les voies de la glycolyse et des pentoses phosphates est
saturée. En conséquence, le glucose est transformé en sorbitol puis en fructose,
respectivement sous ’action de 1’aldose réductase et du sorbitol déshydrogénase. Suite a
ces réactions, le rapport NADH/ NAD* s’éléve, entrainant une inhibition de la
glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase et une accentuation de la formation de
produits terminaux de glycation (AGE). En outre, les taux cellulaires de NADPH
(Nicotinamide Dinucléotide Phosphate réduit), coenzyme nécessaire a 1’activité de la
glutathion réductase (régénération du GSH) ainsi qu’a I’activité de 1’ascorbate réductase et
de la NO-synthase, diminuent, avec pour conséquence une diminution des capacités

antioxydantes (Haleng et al., 2007).
8.2.La production de produits terminaux de glycation (AGE)

Le glucose réagit facilement avec les groupements amines libres des protéines
pour former des «produits d’Amadori». Ces derniers sont relativement instables et se
dégradent en produits avancés de la glycation (AGE) ou produits de Maillard. Des
recherches récentes ont montré que les AGE, retrouvés en concentrations élevées dans la
rétine et les glomerules rénaux, jouent un rdle important dans le développement des

complications du diabete (Haleng et al., 2007).
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8.3.L’auto-oxydation du glucose

En présence de fer, le glucose s’oxyde, entrainant la génération d’EOA, mais
aussi la production de la forme aldéhyde du glucose, le glyoxal. Cette molécule se fixe
rapidement sur les protéines dans lesquelles apparait un résidu carboxyméthyllysine
(CML). Ce groupement capte facilement le cuivre, ce qui provoque le déclenchement de
réactions de type Fenton avec production de radicaux libres : il s’ensuit une augmentation
de la peroxydation lipidique. Ce mécanisme pourrait expliquer pourquoi le diabete est

souvent associé a des complications cardio-vasculaires (Haleng et al., 2007).
8.4.L’activation de la protéine kinase C (PKC)

L’hyperglycémie intracellulaire entraine ’activation de la PKC, contribuant ainsi
aux anomalies des flux sanguins locaux, consécutives a la diminution de NO® et/ou la

libération d’endothéline-1(Haleng et al., 2007).

Diabetes
' |
. —— Y , , ¥
 AGEs | protein kinase C 1 ! glucose autoxidation 1
‘“"'i"'“"'"*""""  J : F 3 ‘ L A i L ]
polyol pathway 1 electron transport chain | insulin function |
[} d : g v 1 g

Figure 6. Relation entre diabéte et stresse oxydtive (Yasuhiro et al., 2009).
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1. Matériel végetal
Les especes sélectionnées Drimia anthericoides et Calendula suffruticosa ont été

récoltées le mois de février2022 au niveau de la région d’ Annaba (Cap de Garde).

Aprés une identification botanique par Mr Hamel.T,professeur botaniste au
laboratoire de biologie végétale et environnement (LBVE) (faculté des sciences,
département de biologie - Université Badji Mokhtar, Annaba). Les deux plantes ont été
nettoyées puis mise a sécher a température ambiante dans un endroit aéré a I’ombre. Le
broyat va constituer la matiére seche qui va servir a la préparation de I’extrait

méthanolique.
2. Les animaux

Notre étude a été réalisée sur 30 rats males de la souche Albino Wistar, adultes, agés
del2semaines, pesant 140 - 200 gramme, provenant de I’animalerie du laboratoire
d’¢levage LEKMOUTA Nour El Houda de Guemar, El Oued.

Les rats sont placés dans des cages en plastique et soumis a une période
d’adaptation d’un mois environ, aux conditions de notre animalerie (faculté SNV-STU de

I’université 08 mai 1945 — Guelma). Avec acces libre d’eau et de la nourriture.

3. Etude phytochimique

3.1. Préparation de I’extrait méthanolique

L’extrait méthanolique est préparé par macération selon la méthode de Markhan
(1982). 250 g de la poudre est macéré dans du méthanol 80% a raison de 25% (P/V)
pendant plusieurs jours avec agitation de temps en temps. Apres filtration, le filtrat est
évapore dans un rotavapor a 45°puislyophilisé, le lyophilisat est pesé pour calculer le

rendement de 1’extraction.
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Figure 7. Protocole de préparation de 1’extrait méthanolique.
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3.2. Tests préliminaires de la composition chimique

Les tests phytochimiques sont réalisés sur une solution de I’extrait méthanolique

dissout dans du méthanol selon les méthodes décrites par Trease et Evans (1983).
3.2.1. Tanin

Agiter 2 ml de la solution a tester avec 2ml eau distillée, ajouter 2 & 3 gouttes de
solution de FeClI3 a 2%. Un test positif est révélé par I’apparition d’une coloration bleue-

noire ou verdatre.
3.2.2. Flavonoides

Traiter 5 ml de I’extrait avec quelques gouttes d’HCl concentré. Ajouter une
quantité de tournures de magnésium (laisser agir). La présence des flavones aglycone est

confirmée par 1’apparition d’une couleur rouge ou rose.
3.2.3. Alcaloides

Deux réactifs sont utilisés : réactif de Mayer et réactif de Wagner qui sont préparés

comme suit :

e Réactif de Mayer: 5g de Kl et 1,358g de HQCI> solubilisés dans 100 ml d’eau

distillée.

e Réactif de Wagner: 2g de KI et 1,27g d’I solubilisé dans 100 ml d’cau distillée.
Evaporer 20 ml de I’extrait méthanolique de chaque plante a sec, ajouter 5 ml
d’HCI (2N) au résidu et chauffer dans un bain marie. Filtrer le mélange et réaliser

les tests avec le réactif de Mayer ou de Wagner.

Introduire 1 ml de filtrat dans un tube a essais puis ajouter 5 gouttes de réactif. La

présence d’alcaloides est indiquée par la formation d’un précipité blanc jaunatre.
3.2.4. Stérols et triterpénes

Dans un bécher, introduire Sml de I’extrait a analyser, ajouter Sml d’anhydride
acétique, S5Sml de chloroforme et 1 ml d’acide sulfurique (H2SO4) concentré dans la paroi de
bécher sans agiter. Laisser reposer 20 min. La formation d’un anneau rouge brunatre a la
zone de contact des deux liquides et une coloration violette de la couche surnageant
réveélent la présence de stérols et triterpénes.
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3.2.5. Saponosides

5 ml de la solution a tester sont bien mélangés avec 10 ml d’eau distillée pendant 2
min. La formation d’une mousse persistante aprés 15 min confirme la présence des

saponosides.
3.2.6. Composés réducteurs

Dans un tube & essai, ajouter 1ml de liqueur de Fehling (0,5ml réactif A et 0,5ml
réactif B) a Iml d’extrait a analyser et incuber 1’ensemble 08 min dans un bain marie
bouillant. L’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence deS composes

réducteurs.
3.2.7. Coumarines

Introduire 1 ml d’extrait dans un tube, ajouter 0,5 ml de NH4OH a 25 %, melanger
et observer sous UV a 366 nm. Une fluorescence intense indique la présence des

coumarines.
3.2.8. Mucilages

Introduire 1 ml d’extrait dans un tube a essai et ajouté 5 ml d’éthanol absolu. Apres
une dizaine de minutes, I’obtention d’un précipité floconneux par meélange, indique la

présence de mucilages.
3.2.9. Terpénoides

Dans un tube a essai, ajouter a 2 ml d’extrait, 2ml de chloroforme et 2 ml d’acide
sulfurique concentré. La formation d’un anneau marron-rouge a ’interphase indique la

présence des terpénoides.
4. Analyse de I’extrait méthanolique

4.1. Dosage des polyphénols

La teneur en composes phénoliques des deux extraits a été estimée par la methode
de Folin-ciocalteu selon (Li et al., 2007). Cette méthode est basée sur la réduction en
milieux alcalin de la mixture phosphotungstic (WO,2) phosphomolybdic (MoO,2) du
réactif de Folin par le groupement oxydable des composés polyphénoliques, conduisant a
la formation de produits de réduction de couleur bleue. Ces derniers présentent un
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maximum d’absorption dont I’intensité est proportionnelle a la quantité de polyphénols
présents dans I’échantillon (Georgé et al.,2005).Brievement, 1 ml de réactif de Folin (dilué
10 fois) est ajouté a 200 ul d’échantillon ou de standard (préparés dans le méthanol) avec
des dilutions convenables, Aprés 4 min, 800 ul d’une solution de carbonate de sodium
(0,75%) sont additionnés au milieu réactionnel. Apres 2 heures d’incubation a température

ambiante I’absorbance est mesurée a 765nm.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de la droite
d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (0-200 pg/ml) et est exprimée en mg

d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait.
4.2. Dosage des flavonoides

L’évaluation quantitative des flavonoides dans les deux extraits a était réalisée selon
la méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al, 1996). Briévement, les échantillons
sont préparés par la dissolution de 1mg (extrait) / 1 ml (méthanol). 1 ml de chaque
échantillon est ajouté a 1 ml de la solution d’AlICI3 (2%, dans le méthanol). Dix minutes

apres le début de la réaction, I’absorbance est lue a 430 nm.

Une gamme étalon est établie séparément avec la quercétine (0-40 pg/ml) pour
calculer la concentration des flavonoides dans chaque extrait. Les résultats du dosage sont

exprimés en milligramme équivalent de quercétine par gramme de lyophilisat.

4.3. L’évaluation de IPactivité anti-oxydante: Piégeage du radical libre 2,2-

diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPH)

Pour étudier I’activité anti-radicalaire des deux extraits, nous avons opté pour la
méthode qui utilise le DPPH comme un radical libre relativement instable qui absorbe dans
le visible a la longueur d’onde de 515 a 520 nm. Le test consiste a mettre le radical DPPH
(de couleur violette), en présence des molécules dites antioxydantes afin de mesurer leur
capacité a le réduire. La forme réduite (diphénylpicryl-hydrazine: de couleur jaune)
n’absorbe plus a 515 nm, ce qui se traduit par une diminution de 1’absorbance (Sanchez-

moreno, 2002).

Selon le protocole décrit par Mansouri et al (2005), la solution de DPPH est
préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol (6x107° M). 25 ul

des solutions d’extraits ou standard (acide ascorbique) sont ajoutés a 975 ul DPPH, le
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mélange est laissé a 1’obscurité pendant 30 min et la décoloration par rapport au controle
négatif contenant la solution de DPPH et du méthanol est mesurée a 517 nm. L’activité anti

radicalaire est estimée selon 1’équation ci-dessous :

(abs controéle) — (abs échantillon)

% d’activité antiradicalaire = (abs controle)

Pour I’évaluation de cette activité, on a préparé une gamme de dilutions allant de 0

a 2 mg/ml pour I’acide ascorbique et les deux extraits.

Les différentes densités optiques ont permis de tracer pour chaque extrait, une
courbe d’allure exponentielle, ce qui signifie I’existence d’une relation proportionnelle
entre le pourcentage de réduction du radical libre et la concentration de 1’extrait dans le

milieu réactionnel.
«» Calcul des ICso

ICs0 (concentration inhibitrice de 50 %), aussi appelée ECso (Efficient
concentration50), est la concentration de 1I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de

radical DPPH.

Les ICso sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en

fonction de différentes concentrations des extraits testées (Torres et al, 2006).

N.B : L’acide ascorbique est utilisé comme contrdle positif.
5. Etude sur les rats diabétiques

5.1. Induction du diabéte sucré chez les rats

Le diabéte sucré est induit chez des rats maintenus a jeun pendant une nuit par une
injection intra péritonéale unique d’une solution d’Alloxane a raison de 150 mg/kg. La

solution de I'Alloxane est fraichement préparée dans 1’eau distillée.

L’Alloxane a été proposé d’agir comme un agent diabéto-gene en raison de sa
capacité a détruire les cellules des ilots de Langerhans éventuellement par le biais de la
formation excessive des radicaux libres. Les cellules B du pancréas sont susceptibles d’étre
altérées par les dommages oxydatifs générés par les radicaux libres, en raison d’un faible

niveau des enzymes piégeurs de radicaux libres (Kebieche et al., 2011).
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5.2. Traitement des animaux

Les 30 rats sont répartis en 6 lots égaux (05 rats /lot) :

¢ Lots 1 : Groupe normale contrdle (N) regoit I’eau distillée.

% Lots 2 : Groupe diabétique controle (D) regoit 1I’eau distillée.

% Lots 3 : Groupe normal traité (NTC) recoit 400 mg de I’extrait méthanolique de
Calendula suffruticosa

% Lots 4 : Groupe normal traités (NTD) regoit 50mg de I’extrait méthanolique de
Drimia anthericoides

% Lots 5: Groupe diabétique traité (DTC) regoit 400mg De 1’extrait méthanolique
de Calendula suffruticosa

% Lots 6 : Groupe diabétique trait¢ (DTD) recoit 50mg de I’extrait méthanolique
de Drimia anthericoides

Le traitement a été effectué par gavage pendant 28 jours.
5.3. Prélévement sanguin

Au 29 éme jours, et aprés 12 heures a jeun, les rats sont sacrifiés par décapitation, le
sang est récupéré, centrifugé a 3000 tours/minute pendant 10 minutes. Le sérum est séparé
en deux ou trois fractions dans des tubes Eppendorf, conservé a (-20°C) jusqu’ au moment
du dosage des paramétres biochimiques.

5.4. Prélevement des organes

Apres dissection des rats, le pancréas, le foie, les poumons, les reins, les testicules,
et le muscle cardiaque sont rapidement prélevés et bien rincés avec une solution de
chlorure de sodium (NaCl) a 0,9%.

Le pancréas et un fragment de foie sont fixés dans du formol a 10% pour 1’analyse

histologique.

Une partie du foie, du poumon, des reins, des testicules, et du muscle cardiaque est
homogénéisée dans le tampon phosphate 0.1 mol/l (pH = 7.4), ensuite centrifugée a 9000
tours /minute pendant 30 minutes, le surnagent est récupéré et conservé a (- 20C°) pour le

dosage des protéines et des paramétres de statut antioxydant (GSH, GSH-Px, SOD).

Une 2eme partie de chaque organe est homogénéisée dans un tampon KCI 1.15%
pour le dosage de ’'MDA.
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30 rats sont répartis en 6 lots égaux (05 rats par lot)

Induction du diabete avec
I’alloxane 150 mg/kg

Lots 1 Lots 2 Lots 3 Lots 4 Lots 5 Lots 6
N D NTC NTD DTC DTD
Traitement pendant 28
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Figure 8. Schéma récapitulatif du Protocole expérimental
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5.5. L’analyse des paramétres sériques

a. Dosage de glucose : selon la fiche technique Spinreact
b. Dosage de cholestérol : selon la fiche technique DiaScan

o

Dosage des triglycerides : selon la fiche technique DiaScan

o

. Dosage de I’urée : selon la fiche technique DiaScan

@

Dosage de la créatinine : selon la fiche technique DiaScan

5.6. Analyse des parametres tissulaires
5.6.1.Dosage des protéines

La concentration des protéines est déterminée selon la méthode de Bradford
(1976). Les protéines réagissent avec un réactif coloré contenant de I'acide
orthophosphorique, de I'éthanol ainsi que le bleu de coomassie (BBC). Ce réactif réagit

avec le groupement (-NH;) des protéines.

L'intensité de la couleur refléte la concentration des protéines. 50 pl de I’homogénat
sont ajoutés a 2.5 ml de réactif de Bradford. Agitation, incubation 5 minutes a température
ambiante puis lecture de ’absorbance a A= 595 nm contre un blanc réactif. Les densités
optiques obtenues sont rapportées sur la courbe d'étalonnage de sérum albumine de bovin

préalablement tracée.
5.6.2. Evaluation de ’activité enzymatique du superoxyde dismutase

La SOD est une enzyme antioxydante trés importante dans le maintien d’une basse
concentration de 1’anion superoxyde. Elle catalyse la dismutation de 1’02 en peroxyde

d’hydrogene et en oxygene selon la réaction suivante :

SOD
202 F 2H* _)02 + HzOz
La procédure expérimentale du dosage est la suivante :

Prélever 0.1ml de solution A (Met 13mM. 0.1Mm EDTANAZ2)

Ajouter 0.8922 ml de la solution tampon phosphate 50 Mm (pH 7.8)
Prélever 0.05 ml de surnagent

Ajouter 0.95 ml de la solution tampon phosphate

Ajouter 0.0852 ml de NBT 2.64 mM et 0.0226 ml de riboflavine 0.26 Mm

Mélanger et incuber au bain marie a une température de 80°C pendant 10 minutes

-+ F + & ¥
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La densité optique a été enregistrée a A=580 nm

L’activité enzymatique du SOD est déterminée selon la formule suivante :

o [DO étalon — DO échant] 20

DO étalon c

5.6.3.Dosage du malondialdéhyde (MDA)

< Principe

Le MDA est 1’un des produits terminaux formés lors de la décomposition des acides

gras polyinsaturés médiées par les radicaux libres libérés au cours de stress.

Dans notre étude, les taux du MDA des tissus étudiés (foie, poumon, rein, testicule
et muscle cardiaque). ont été évalués selon la méthode d’Ohkahawa et al., (1979). Le
dosage repose sur la condensation en milieu acide et chaud (pH 2 a 3, 100°c) entre une
molécule de MDA et deux molécules de thiobarbituriques (TBA) pour former un pigment
coloré en rose absorbant & 530nm, extractible par les solvants organiques comme le

butanol. Le principe de cette méthode est résumé dans la Figure 9 :

aH
iako ndialdé hyde Acide thiobarbitunque
(DA (TEA)
N /N
OH aH

Dérivé MDA-(TBA)2

Coloré en rose

Figure 9. Réaction du malondialdéhyde avec I'acide thiobarbiturique (Lefevre et al., 1998)

A 0.5ml de la fraction cytosolique 10% (KCI 1,15M) nous avons additionné 0.5 ml
d’acide trichloracétique (TCA) 20% et 1 ml d’acide thiobarbiturique (TBA) 0.67%. Le
mélange est chauffe a 100°c pendant 20 minutes, refroidi puis additionné de 4 ml de n-

butanol. Apres centrifugation de 15 minutes a 3000 tours/min, la densité optique est
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déterminée sur le surnageant au spectrophotometre a 530 nm. La concentration de MDA
est calculée a partir d’une gamme étalon établie dans les mémes conditions avec 1, 1, 3,3
tétraétoxypropane qui donne le MDA apres son hydrolyse en solution (Annexe 1). Les

résultats du dosage sont exprimés en nmol/gramme de tissu.
5.6.4.Dosage du glutathion réduit (GSH)

Le dosage du glutathion est réalisé selon la méthode d’Ellman (1959) modifié par
Jollow et al (1974). Le principe de ce dosage repose sur la mesure de I’absorbance optique
de I’acide 2-nitro-5-mercapturique qui résulte de la réduction de I’acide 5,5 dithio-bis-2-
nitrobenzoique (DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Pour cela on réalise une
déprotéinisation afin de garder uniquement les groupements (-SH) spécifique du

glutathion. La procédure expérimentale de dosage du glutathion réduit est la suivante :

Prélever 0.8 ml de I'homogénat

Ajouter 0.2 ml de solution d’acide salicylique (0.25%)

-+

Agiter et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace
* Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 min
+ Prélever 0.5 ml du surnageant
+ Ajouter 1 ml de tampon Tris-EDTA, pH 9.6
+ Mélanger et ajouter 0.025 ml d’acide 5,5 dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a 0.01M.
+ Laisser pendant 5 min a une température ambiante et lire les densités optiques a 412 nm
contre le blanc réactif. La concentration du glutathion réduit est obtenue par la formule
suivante :

DO x 1 x1.525
13100 x 0,8 X 0,5 X mg proteine

GSH(n mol/mg protéine) =

> DO : Densite optique.

> 1 : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.8 mi
homogénat + 0.2 ml de 1’acide salicylique).

> 1.525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au
niveau de surnageant (0.5 ml surnageant + 1 ml Tris + 0.025 ml DTNB).

> 13100 : Coefficient d’absorbance du groupement (—SH) a 412 nm.

> 0.8 : Volume de I’homogénat.

> 0.5 : Volume de surnageant
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5.6.5.Dosage de I’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GSH-Px)

L’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GSH-Px) a été mesurée par la
méthode de Flohe et Gunzler (1984). Cette méthode est basée sur la réduction de
peroxyde d’hydrogéne (H202) en présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est

transformé en (GSSG) sous I’influence de la GSH-Px selon la réaction suivante :

GSH—Px
H;0; + 2 GSH —— GSSH + 2H,0

Pour cela que, nous avons procédé aux étapes suivantes :

+  Prélever 0.2 ml de I'homogénat (surnageant).

+  Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1 mM).

+  Ajouter 0.2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4).

+ Incuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min.

+  Ajouter 0.2ml de H202 (1.3 mM) pour initier la réaction, laisser agir pendant 10
minutes.

+  Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter la réaction.

+  Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes.

+  Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes.

+  Prélever 0.48 ml du surnageant.

+  Ajouter 2.2 ml de la solution tampon TBS.

+  Ajouter 0.32 ml de DTNB (1.0 mM)

+  Mélanger et aprés 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm.

La détermination de I’activité enzymatique de la GSH-Px se fait a 1’aide de la

formule suivante :

DO ec *DO et *5
0,04

GSH — Px = ,
DOet *cp

0.04 : Concentration de substrat GSH.
5.7.Etude histologique

Les coupes histologiques ont été réalisées au niveau de laboratoire de service

d’anatomie pathologie de 1’hdpital 1bn-Zohr, Guelma, en suivant les étapes suivantes :
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5.7.1.Fixation des organes

La fixation est réalisée immédiatement aprés le prélévement de 1’échantillon a
observer par un liquide fixateur ou par congélation. Elle permet de I’immobiliser et le

conserver dans le temps, dans un état proche du vivant respectant la structure tissulaire.

C’est I'étape la plus importante pour produire de bonnes coupes histologiques. Les
liquides fixateurs sont trés nombreux, nous avons utilisé le Formol ; il est communément

employeé pour la conservation des tissus animaux ou végétaux.

5.7.2.Préparation des cassettes
Avant de commencer le processus de déshydratation des pieces devant mettre
I’organe en intégrale prélevé dans des cassettes (LEICA) en polyacétal avec couvercle

incorporé.

5.7.3.Déshydratation
Il est nécessaire de déshydrater au préalable I’échantillon en remplagant 1’eau qu’il
contient par de 1’é¢thanol pour que les pieces soient soigneusement déshydratées avant leur
inclusion dans la paraffine. Ces étapes sont réalisées par un systeme de préparation
d’échantillons automatique par remplissage.

+ Mettez les cassettes dans un automate (le SLEE MTP) assure la rapidité du traitement,
la flexibilité, la protection de I’environnement et d’économies.

+ Facile a I'utiliser comprend 12 stations : dix béchers en plastique ou en verre pour
réactifs et solvants de traitement (xyléne, éthanol, formol) et deux pots de paraffine en
aluminium, il peut transporter jusqu’a 240 cassettes (standard : 120).

+ Entiérement programmable griace a I’écran LCD, et cette technique repose sur le
systéme de rotation des bains durant presque 16h : 40min.

5.7.4.Réalisation des blocs (inclusion)

Le but de cette opération est de faire pénétrer dans les pieces une substance semi
dure : la paraffine, de fagon a créer une homogenéité de consistance favorable pour la

coupe tout en respectant 1’intégrité des tissus et a rigidifier I’échantillon.

Le paraffinage a lieu grace a une station de paraffinage (SLEE MPS/P1) composé

d’un bac thermostaté, une zone d’inclusion et une plaque chauffante.
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% Déposer I’organe dans un moule métallique en inox et le remplir avec de la paraffine
en appuyant sur le pédale de distribution de paraffine incluse déja fondue a T > 65 C°
dans la zone d’inclusion qui est sous forme d’un réservoir principal de 6 Litres , puis
le fixer a I’aide d’une pince métallique en travaillant sur la surface refroidie de T = -
10 C°.

Couvrir le moule avec le couvercle de la cassette et le laisser refroidir quelques

X/
°e

instants sur la platine réfrigérée dédié a la finalisation d’inclusion a T = [0 a 20 C°]
donc on obtient des blocs.
% Les blocs sont conservés au froid jusqu’a la coupe des piéces.

5.7.5. Coupe des organes

Pour la réalisation de fines coupes histologiques, il faut d’abord dégrosser les

cassettes pour éliminer 1’exces de paraffine avec une épaisseur de 10pum.

1) Aprés le dégrossissage on doit régler 1’épaisseur du microtome (LEICA RM
2125RTS) entre 0,5 et 0,1 pm puis placant la cassette dans 1’endroit et
’orientation convenable avec le rasoir.

2) Le mouvement remis en marche, a chaque passage de la piéce, il se fait des
coupes (0,1- 0,5 um d’épaisseur) qui se collent automatiquement entre autres.
On obtient ainsi un ruban de coupe.

3) Le ruban fractionné est posé a la surface d’une lame contenant des gouttes d’eau
tiede chauffée sur une plaque chauffante ou T = 60°C. Laisser la coupe a la

surface de I’eau juste le temps nécessaire pour I’aplanir.

Avant de placer les lames a 1’étuve, égoutter les brievement verticalement pour
retirer I’excédent d’eau, puis sécher les lames a plat sur la plaque chauffante (SLEE
MPS/P1), et finalement les lames peuvent étre rangées dans des portoirs pour lames en

positions droite, puis séchées a I’étuve.

4) Généralement, les lames ont été toutes marquées sur leur bord par un stylo a
diamant.
5.7.6.Coloration

Les colorations sont réalisées a 1’aide de colorants donc ne fonctionnant que sur des
tissus hydratés. Les lames doivent donc étre déparaffinées avant leur réhydratation dans

des bains décroissant de ’alcool.
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+ Déparaffinage des coupes
Mettre le portoir dans une étuve a [80 — 100 C°] pendant 20min.

+ Réhydratation des coupes
Mettre le portoir sorti de 1’étuve directement dans un cristallisoir de Xylene entre 10
et 60 secondes.
> Réaliser un rincage dans 2 bains : d’éthanol et I’cau de robinet pour éliminer
la trace de paraffine.
+ Coloration au Mayer
Plonger le portoir dans un bain contenant I’hématoxyline de Mayer 8min puis rincez
sous I’eau de robinet.
+ Coloration a I’éosine : faire plonger le portoir des lames dans le cristallisoir de
I’€osine 8 minutes.
> Déshydratation : réaliser un 2°™ ringage avec de 1’éthanol, xyléne-acétone, xyléne
comme suit : 4 cristallisoir d’éthanol, 2 xyléne-acétone (50% 50%) et 2 xyléne.
5.7.7. Montage

Déposer une goutte d’une solution (Baume d’inclusion) permettant 1’adhésion
(EUKITT) sur la lame, et recouvrir d’une lamelle couvre-objet propre et séche en
I’inclinant progressivement de facon que la solution s’étende peu a peu et recouvre la

coupe sans emprisonner les bulles d’aires.

La solution ne doit pas déborder, la lamelle est adhérente et la préparation préte

pour I’observation microscopique.
5.7.8.0Observation au microscope

Les coupes sont observées au microscope optique équipé d’un appareil

Photographique a différents grossissement.

6. L’étude statistique

Les calculs ont été effectués a 1’aide du logiciel MINITAB d’analyse et de
traitement statistique des données (Versionl3, 31). Les résultats sont représentés sous la
forme : moyenne + écart type moyenne, Les données ont été analysées par I’analyse de la
variance a un critére de classification(ANOVA) et a I’aide du test de Turkay, nous avons

compare les moyennes. Les différences sont considérées comme :
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+ Significatives lorsque (p < 0.05).
++ Hautement significative lorsque (p < 0.01).

«¢+ Tres hautement significative lorsque (p < 0.001).

+¢+ Avec p : Seuil de signification
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RESULTATS ET DISCUSSION

1. Etude phytochimique

1.1. Rendement d’extraction

L’opération de I’extraction réalisée a I’aide de méthanol (80%) et a partir de 2509
du la poudre, nous a permis d’obtenir pour chaque plante un extrait brut sec. Chaque
extrait est caractérisé par sa couleur et son rendement par rapport & la poudre séche de
notre plante. Ces éléments sont présentés dans le (Tableau 2).

Pour calculer le rendement on va appliquer 1’équation suivante :

R% = m (de résidu d’extrait) / m (initiale du végétal) x100

Tableau 2 : Couleurs, poids et rendement des extraits des deux plantes.

Drimia anthericoides Marron 43¢ 17,2%

calendula suffruticosa Vert foncé 26,08 g 10,43%

Les rendements en extraits des deux plantes sont différents, le plus élevé étant

celui de I’extrait brut de Calendula suffruticosa avec un pourcentage de 10,43%.

Cependant, le rendement d’extraction le plus faible a été enregistré pour 1’extrait

méthanolique de Drimia anthericoides avec un pourcentage de 17,2%.

1.2. Tests phytochimiques :

Les résultats des études phytochimiques effectuées sur les deux plantes : Drimia
anthericoides et Calendula suffruticosa sont reportés dans le Tableau 3. Les résultats
révelent la présence des flavonoides, des composés réducteurs et des tanins (réaction
FeCl3) avec I’absence des alcaloides les saponosides dans les deux extraits.

Nous étant que les mucilages les terpenoides et les stérols et triterpene sont
présents uniquement chez Drimia anthericoides par contre les coumarines sont présent

uniguement chez Calendula suffruticosa.
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Tableau 3: Résultats de screening phytochimique.

Tanin Positive (+) Positive (+)
Saponoside Négative (-) Négative (-)
Composé réducteur Positive (+) positive (+)
Mucilage Positive (+) Négative (-)
Terpénoide Positive (+) Négative (-)
Coumarine Négative (-) Positive (+)
Steérols et triterpene Positive (+) Négative (-)
Flavonoide Positive (+) Positive (+)
Alcaloides Négative (-) Négative (-)

(+) présence, (-) Absence

1.3. Dosage des polyphénols et des flavonoides
La quantification des composés phénoliques a était féte en fonction d’une courbe
d’étalonnage linéaire (y=ax+b), réalisée par une solution étalant (I’acide gallique) a
différents concentration (Annexe). La teneur en polyphénols totaux (Figure 10) est

exprimée en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/Q).

Nos résultats montrent que Calendula suffruticosa et Drimia anthericoides
contient respectivement (196.14 mg EAG/Qg) et (124.05 mg EAG/g) (Figure 10).

Le dosage des flavonoides a était réalisée selon la méthode d’ALCl; en fonction
d’une courbe d’étalonnage linéaire (y=ax+b) en utilisant comme standard la quercétine a
différents concentrations (Annexe).

La teneur en flavonoide (Figure 10) est exprimée en milligramme équivalent
quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/Q).

Les résultats montrent la richesse des deux plants en flavonoides avec une tenuer
de (62.54 mg EQ/g) pour Calendula suffruticosa et (46.35 mg EQ/g) pour Drimia

anthericoides.
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Figure 10. Teneur des polyphénols et des flavonoides dans les deux extraits

2. L’évaluation de I’activité anti-oxydante (DPPH)

L’activité antioxydante des deux plantes Calendula suffruticosa et Drimia
anthericoides : vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée spectrophotométriqguement en
suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a
la couleur jaune mesurable a une longueur d’onde entre [515 et 520 nm]. Dans notre cas le
pouvoir antiradicalaire le plus élevé est observé pour Calendula suffruticosa (82,05%)
contre (69,44%) pour Drimia anthericoides, mais il reste un pouvoir inférieur que celui

qu’exerce 1’acide ascorbique (95,39%)(Figure 11) .

o

/
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o
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o
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T
—

N
o

—i— A.ascorbique

T T T T

0,5 0,75 1 1,25 1,5 1,75
Concentration de I'extrait méthanolique (mg/ml

Figure 11. Effet antiradicalaire de ’"EMCS et ’EMDA sur le radical DPPH®.
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La valeur d’IC50 (concentration inhibitrice de 50%) est déterminées
graphiquement a partir de la courbe (%I=fC) dont une valeur faible d’IC50 indique une
activité anti-radicalaire puissante.

Les résultats d’IC50 pour les deux extraits ainsi que pour I’acide ascorbique son
mentionnée dans le tableau 5.

Tableau 4: Concentration inhibitrice de 50% pour les deux extraits et 1’acide ascorbique.

| IC50 (mg/ml) 0.65 mg/ml 0.80 mg/ml 0.12 mg/ml |

3. Etude sur les rats diabétiques
3.1. Etude de la croissance corporelle des rats pendant le traitement

L’injection d’Alloxane par voie intra-péritonéal a dose de 150 mg/kg chez les rats
entraine une diminution significative du poids corporels de ces rats par rapport au rat
normaux.

Tout fois, chez les rats diabétiques traités, en constat qui il y a une augmentation
de poids corporel par rapport au rats diabétiques non traités, cette augmentation est
significative pour les diabétiques traités par Calendula suffruticosa et non significative

pour ceux traités par Drimia anthericoides.

a*:P<0.05;a%:P>0.b*:b%:P>0.05.

C
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Figure 12. Gain ou perte du poids des rats a la fin du traitement.

63



RESULTATS ET DISCUSSION

3.2. Les parametres biochimiques

Les résultats de I’effet des extraits sur les concentrations sériques des parameétres
biochimiques (glucose, cholestérol, triglycérides, créatinine, urée) sont représenté dans la

tableau 7 et figure 13.

Les résultats sont exprimés en: (M£SEM), a* : P< 0.05; a** : P< 0.01, a***: P< 0.001, a~ : P> 0.05 la
comparaison avec le lot des normaux et b*: P < 0.05; b** : P< 0.01, b*** : P < 0.001, b : P> 0.05 la

comparaison avec le lot des diabétiques.

D’apres les résultat obtenis dans le tableau 6 et la figure 6, en constat qu’il y a une
augmentation de la concentration sérique du glucose, de choléstrole, des tréglycérides, de
créatinine et du 'urée ches le groupe diabétique par rapport au groupe normal, cette
augmontation est tres hautmo significative (P< 0.001) pour le glucose, le cholestérol, la
créatinine et I’'urée et significative pour les triglycérides (P< 0.05). Le traitement des rats
diabétiques par les deux extrait engendre une diminution tres hautement significative (P<
0.001) des concentrations sériques du glycose, choléstrole, créatinine et du 1'urée par
rapport aux rats diabétiques non traités. Noton que la diminition des tréglycérides est
hautment significative (P< 0.01) chez le groupe diabétique traités par Calendula
suffruticosa et uniquement significative (P< 0.05) chez le groupe chez celui traité par

Drimia anthericoides.

D’autre part, le traitement des rats normaux par les deux extrait n’a aucun effet

sur les parameétres biochimiques.

5
S~
(-1}
£
3
o
[5)
=]
)
2
b E X 3 3
1,5 T
1
0,5
0
N D NTC NTD DTC DTD

64



RESULTATS ET DISCUSSION

z

concentration séri
o
(o]
? ?
& &
& &

/b***

=
o)
?
LK
LK

o
i
?
N
N

o
N
g
LK
LK

o

N D NTC NTD DTC DTD

N D NTC NTD DTC DTD

glucose mg/ dl

DTC DTD

65



RESULTATS ET DISCUSSION

Q
*
*
*

=

'8

.E 0,8

®

5 06 I

o p***

c 04

o J 1

o i
0,2 1

0 bbbl
N NTD DTC DTD

Figure 13. Variation des concentrations sériques de glucose, triglycérides, cholestérol,

urée, créatinine chez les lots expérimentaux.

Les résultats sont exprimés en: (M£SEM), a* : P< 0.05; a** : P< 0.01, a***: P< 0.001, a~ : P> 0.05 la
comparaison avec le lot des normaux et b*: P < 0.05; b** : P< 0.01, b*** : P < 0.001, b* : P> 0.05 la

comparaison avec le lot des diabétiques.

3.3.Parametres tissulaires
3.3.1. MDA

Le dosage de MDA a montrer qu’il a subit une augmentation trés hautement significative
(P<0,001). Au niveau de foie, rein et testicule et significative (P< 0,05) au niveau de coeur
et non significative au niveau de poumon chez les rats diabétiques par rapport aux rats non

diabétiques.

Les deux extraits méthanoliques ont un effet trés important sur le taux de MDA
traduisant par une diminution généralement significative dans la plus part des organes
étudiés (tableau 8) (figure 14).
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Figure 14. Taux d’MDA pulmonaire, rénale, hépatique, testiculaire et cardiaque chez les
lots (N), (D), (NTC), (NTD), (DTC) et (DTD) apres 28 jours de traitement.

Les résultats sont exprimés en: (M£SEM), a* : P< 0.05; a**: P< 0.01, a*** : P< 0.001, a~ : P> 0.05 la
comparaison avec le lot des normaux et b*: P < 0.05; b** : P< 0.01, b*** : P < 0.001, b : P> 0.05 la

comparaison avec le lot des diabétiques.
3.3.2.Glutathion GSH

La concentration tissulaire du glutathion est représentée dans le tableau 9 et la figure 15.
Le résultat obtenu montre une diminution statistiquement significative dans tous les

organes étudiés chez le groupe diabétique non traité par rapport au groupe témoin.
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Cette diminution est rétablie d’une fagon significative aprés le traitement des rats

diabétiques par Calendula suffruticosa et d’une fagon non significative apres le traitement

des rats diabétiques par Drimia anthericoides.
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Figure 15 : Taux du GSH pulmonaire, rénale, hépatique, testiculaire et cardiaque chez les
lots (N), (D), (NTC), (NTD), (DTC) et (DTD) apres 28 jours de traitement.
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3.3.3. Les antioxydants enzymatique (GSH-PX / SOD)

Les résultats de I’effet des extraits sur les enzymes antioxydantes : activité du
glutathion peroxydase (GSH-Px) et du superoxyde dismutase (SOD) pulmonaires, rénales,
hépatiques, testiculaires et cardiaques chez les groupes expérimentaux son représentés dans
les Figures 16 et 17 et les tableaux 10 et 11.

Les résultats sont exprimés en: (M £SEM), a* : P < 0.05; a** :P <0.01, a*** :P <0.001, a~ : P> 0.05

comparaison avec le lot des normaux et b* : P < 0.05; b** :P<0.01, b*** :P < 0.001, b* : P> 0.05

comparaison avec le lot des diabétiques.
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Figure 16. I’activité du glutathion peroxydase (GSH-Px) pulmonaire, rénale, hépatique,
testiculaire et cardiaque chez les lots (N), (D), (NTC), (NTD), (DTC) et (DTD) aprés 28

jours de traitement.
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Figure 17. Superoxyde dismutase (SOD) pulmonaire, rénale, hépatique, testiculaire et
cardiaque chez les lots (N), (D), (NTC), (NTD), (DTC) et (DTD) aprés 28 jours de
traitement.

a*: P <0.05;a** :P <0.01, a*** :P <0.001, a : P> 0.05 comparaison avec le lot des normaux et b* : P <

0.05; b** :P< 0.01, b*** :P < 0.001, b* : P> 0.05 comparaison avec le lot des diabétiques.

Nos résultats révélent une diminution trés hautement significative de [I’activité
enzymatique du GSH-Px et SOD pulmonaires, rénales, hepatiques, testiculaires et

cardiaques chez les rats diabétiques (D) en comparaison avec les normaux (N).

Cependant, on note une augmentation significative de 1’activité enzymatique du
GSH-Px pulmonaire, hépatique et testiculaire et hautement significative pour le GSH-Px
cardiaque et rénale chez les rats diabétiques traités par 1’extrait méthanolique (DTC) par
rapport a a ce non traités (D).
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Notons aussi que le traitement des rats diabétique par I’extrait méthanolique (DTD) a
augmenter 1’activité enzymatique de GSH-Px d’une facon significative dans le foie, rien et

testicule, et hautement significative dans le coeur et le poumon.

De plus, on remarque une augmentation significative de ’activité enzymatique du
SOD pulmonaire, hépatique et cardiaque et hautement significative (P<0,01). Pour le SOD
testiculaire et rénale chez les rats diabétiques traités par 1’extrait méthanolique (DTC)

comparant aux rats diabétiques (D).

D’autre part, ’extrait méthanolique (DTD) a induit une augmentation significative

dans tous les organes.
3.3.4. Analyse des coupes histologiques
+ AU niveau de pancréas :

L’observation microscopique du pancréas du rat témoin (N) montre la présence
des ilots de Langerhans avec architecture normal tandis que 1’étude histologique de
pancréas de rat diabétique contrdle (D) montre une diminution du nombre des ilots de
Langerhans par chant microscopique dont ceux présents sont en voie deux

dégénérescences.

L’histologie pancréatique du rat diabétique traité par Calendula suffruticosa
(DTC) et Drimia anthericoides (DTD) montre une absence de différence significative par

rapport aux rats normaux.
+ AU niveau de foie :

La coupe de tissu hépatique d’un rat normal montre un foie normal avec un

nombre élevé des hépatocytes et avec des veines centro-lobulaires clairement visible.

Chez le rat diabétique, en note une inflammation polynucléaire aigu et aussi péri-

portale avec la disparition des Travées hépatique.

Pour le groupe diabétique traité par Drimia anthericoides, on observe une
architecture conservée avec une inflammation modérée des espaces portes. Par contre chez
le rat diabétique traité par Calendula suffruticosa une inflammation péri-portale, une
ballonisation des cellules et d‘autres apparaissent binucléées qui peuvent étre en cours de

division.
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Figure 19. Coupe histilogique de foie.
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Discussion

Devant 1’augmentation considérable du nombre des diabétiques et les échecs
secondaires des médicaments antidiabétiques, de nombreux chercheurs ont évalué I’action
pharmacologique des plantes traditionnelles et donc leur intérét en médecine traditionnelle.
Plus de 400 plantes traditionnelles utilisées pour le traitement du diabete sucré ont été
enregistrées, mais seulement un petit nombre d’entre eux ont subis un enregistrement
scientifique et une évaluation médicale afin de confirmer leurs efficacités (Bailey et Day,
1989).

Le stress oxydant soit un phénomene non spécifique d’altération cellulaire, il est
évoqué dans le cadre des complications liées au diabéte. En effet, diverses études ont mis
en évidence une élévation des marqueurs du stress oxydant en mesurant notamment les
marqueurs de la peroxydation lipidiques et la diminution du systeme de défense
antioxydant enzymatique et non enzymatique chez les diabétiques de type 1, de type 2 et

dans le diabete expérimental.

Le stress oxydant est augmenté dans les différents tissus a la fois dans le cas de
diabéte expérimentale ou pour les patients diabétiques, I'hyperglycémie induit une
production prolongée des especes reactives de l'oxygeéne intracellulaire et ceux-ci
prolongent le gradient électrochimique des protons générés dans la chaine mitochondriale
menant a une surproduction d'anion superoxyde , qui est I'une des espéces réactives de
I'oxygéne qui peut endommager les cellules dans de nombreuses voies a travers le stress
oxydatif, en l'absence d'une compensation appropriée de la réponse des réseaux
antioxydants endogénes des cellules, le systeme est débordé, entrainant un déséquilibre
d'oxydo-réduction, ce qui aggrave encore la situation (Korshunov et al ,1997). Les
especes reactives de I'oxygene généré lors de I'hyperglycémie causent principalement des
dommages de I'ADN, des protéines et des lipides. Au cours de diabéte I’hyperglycémie
provoque la génération des radicaux libres via multiples mécanismes ; auto-oxydation de
glucose, glycation non enzymatique, la voie des polyols et la réduction de la défense anti-

oxydante (Bonnefont-Rousselot et al., 2000; Sharma et al., 2008).

Les médicaments antidiabétiques ont généralement des effets secondaires, une
diminution de l'efficacité au fil du temps, une inefficacité contre les complications

diabétiques a long terme et un faible rapport codt-efficacité (Grover et al., 2002). En
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consequence, la découverte et le développement de nouveaux médicaments antidiabétiques

est encore plus qu’indispensable.

La médecine populaire pratiquée par I’homme a travers le monde est basée
essentiellement sur 1’utilisation des plantes comme sources de substances naturelles
actives. Parmi ces substances, les composés phénoliques et notamment les flavonoides qui
occupent une place importante dans le traitement de nombreuses pathologies entre autres le

diabete sucré.

L’utilisation des plantes médicinales est aujourd’hui la forme de médecine la plus
répandue a travers le monde. Le recours au traitement par les plantes ainsi que la recherche
de nouvelles substances a activité biologiques constituent une des plus grandes
préoccupations scientifiques. De ce fait, plusieurs travaux ont été réalisés pour 1’évaluation
des secrets des plantes dont la présente étude qui est consacrée a la recherche d’éventuels
effets antioxydants et antidiabétiques de deux plantes médicinales Calendula suffruticosa
subsp. foliosa (Batt.) et Drimia anthericoides (Poir.).

1. La partie phytochimique

La région d’Annaba (Nord-Est de 1’Algérie), elles sont de deux familles
botaniques, douées de différentes caractéristiques. Ces plantes sont : Drimia anthericoides

(Poir.) et Calendula suffruticosa subsp. foliosa (Batt.).

Le rendement en extrait méthanolique est variable selon les especes des deux
Plantes. Cependant, le rendement le plus important est enregistré dans Drimia
anthericoides (17.2%) contre (10.43%) de Calendula suffruticosa.

Ce résultat est inférieur a celui signalé dans d’autres études sur une espece de la
méme famille : C. officinalis, ou le rendement de 1’extrait éthanolique est de 18.24 %dans
I’étude de Rigane et al., (2013) et 19.56 % dans 1’étude de Roopashree et al,. (2008).

Selon les etudes menées par (Belhaddad, 2018 ; Kord et al., 2021) sur le
synonyme homotypique de Drimia anthericoides (Urginea maritima), les rendements en
extrait brut sont de 2.18%, 13% respectivement. Ces rendements sont nettement inférieurs

a celui obtenu dans notre étude.

L’analyse phytochimique a montré que les deux extraits méthanolique lyophilisés
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(EMDA et EMCS) sont riches en composés phénoliques tels que les tanins, les
flavonoides, les composés réducteurs, terpénoides, stérols et triterpénse. Ces naturels

composés sont connus pour leurs propriétés antioxydantes.

Nos résultats concordent avec ceux trouveés dans les travaux de recherche de
Belhaddad, (2018) et de Kord et al., (2021) qui ont montré que la plante Drimia
anthericoides est riche en composés phénoliques avec une absence des alcaloides,

coumarine et saponoside .

Plusieurs investigations phytochimiqgues tels que celles de Kirmizibekmeza et al.,
(2006), Chakraborthy, (2010), Kumar et al., (2010) , Khalid et Teixeira, (2012) et
Shaheen et al., 2012) ont révéle la richesse des especes du genre Calendula en composés

biologiquement actifs.

La famille des composés phénoliques inclue un grand nombre de produits de
métabolisme secondaire qui difféerent par leurs structures et leur réactivité (Shahidi et
Naczk, 1995 in Waston, 2014). Ces composés ont un grand intérét au cours des derniers
années en raison de leurs effets bénéfiques sur la santé humaine, de leurs propriétés anti-
oxydantes et de leurs effets crédibles sur la prévention de diverses maladies associées au
stress oxydatif (Manache et al., 2004 in Waston, 2014).

Nos résultats montrent que 1’extrait méthanolique de CS a une teneur plus élevée
en polyphénols totaux (196.14 mg EAG/q) et en flavonoides (62.54 mg EQ/g) par rapport a
celle de I’extrait méthanolique de DA (124.05 mg EAG/g) et (46.35 mg EQ/g) . Plusieurs
travaux ont confirmé la richesse du genre Calendula en polyphénols et flavonoides
(Cetkovié¢ et al., 2003 ; Rigane et al., 2013 ; Zhao, 2014). En effet, ces différences
peuvent étre dues a la variabilité du métabolisme phénolique dans différentes plantes mais
aussi a la différence dans les conditions climatiques (température, I'exposition solaire, la

sécheresse et la saison de croissance).

Plusieurs méthodes sont utilisées expérimentalement pour la détermination in
vitro de I’activité antioxydante, nommeées d apres le nom de la substance utilisee comme
source de radicaux libres, par exemple : FRAP (Ferric reducing antioxidant power), ORAC
(oxygen radical absorbance capacity), TEAC (Trolox équivalent antioxidant capacity) ou
ABTS (2,2- azinobis 3-ethyl-benzothyazoline 6 sulphonate) et DPPH+ (2,2-diphényl-1-

picrylhydrazyl) etc. Il est a indiquer que différentes méthodes donnent des résultats assez
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différents et devraient étre appliquées préférentiellement pour la comparaison de produits
similaires (Georgieva et al., 2010).

Le dosage piégeage du radical libre DPPH est base sur la réduction de ce dernier
lorsqu'il est mélangé avec un antioxydant tel que les polyphénols, ce qui conduit a une
perte de sa couleur violette qui vire au jaune péle et a une réduction de son absorption a
520 nm (Bolois, 1958 ; Molyneux, 2004 in Watson, 2014). Par ailleurs, I’effet de
balayage contre les radicaux DPPH a révélé une activité antioxydante dépendante de la
concentration de ’EMDA et ’EMCS.

Les terpenoides, flavonoides, alcaloides et les tannins sont considérés comme des
substances potentiellement antioxydantes. Cependant, la présence de ces substances
indigue que notre extrait est doté d’une activité antioxydante. Les piégeurs les plus
efficaces du radical libre DPPH sont ceux possédant les valeurs 1C50 les plus basses
(Markowicz et al., 2007).

Drimia anthericoides et Calendula suffruticosa ont montré un bon pouvoir de
neutralisation du radical DPPH traduit par une concentration inhibitrice égale a
(0,80mg/ml) pour DA et (0,65mg/ml) pour CS, valeur inférieure a celle trouvée par
Mariassyova, (2006).

Le mécanisme de la réaction entre I’antioxydant et le DPPH dépend de la
conformation structurale de I’antioxydant (Tsimogiannis and Oreopoulou, 2006; Kouri
et al., 2007). Quelques composés se réagissent trés vite avec le DPPH en réduisant un
nombre de
molécules de DPPH égal a celui des groupements hydroxyles de I’antioxydant (Bondet et
al., 1997). L’ effet scavenger des flavonoides sur les radicaux libres dépend de la présence
des groupements OH libres, en particulier 3-OH, avec une configuration 3'4'-
rthodihydroxy (Heim et al., 2002).

2. L’effet antidiabétique

En ce qui concerne I’étude biologique qui s’articule sur la recherche d’éventuel
effet antidiabétique de cette variété locale et son impact sur le statut antioxydant chez le rat
Wistar, la voie d’administration du traitement choisie est la voie orale par ce que c’est une

voie d’administration physiologique, elle offre certain nombre de critéres, d’efficacité et de
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commodité. De plus elle ne nécessite aucun matériel particulier. De point de vue
pharmacologique, la voie orale est la plus couramment utilisee (70 & 80% des medicaments
sont administrés per 0s). Cette voie est, généralement, bien acceptée par les patients
(Bourin et al., 1999).

Le diabéte induit par 1’Alloxane est un modéle bien connu du diabete
expérimental (Dhanabal et al., 2007). Ce composé peut causer une nécrose sévere des
cellules B pancréatiques. Cet effet est expliqué par le fait que 1’ Alloxane est pourvu d’un
pouvoir producteur du peroxyde d’hydrogeéne et d’autres radicaux libres qui sont a
I’origine de cette nécrose cellulaire des cellules B (Lenzen and Munday, 1991). La
sensibilité de ces cellules au stress oxydatif est attribuée également a un taux faible en
antioxydants du pancréas par rapport aux autres tissus (Lenzen et al., 1996). Cet effet
prooxydant de [I’Alloxane produit une hyperglycémie suite & la chute de
I’insulminosécrétion et aggrave le statut redox par 1’auto-oxydation du glucose (Sakurai et
Tsuchiya, 1988 ; Abir et al., 2005).

La partie principale de notre étude était consacrée a I’évaluation de 1’activité
antidiabétique et antioxydante in vivo en utilisant des rats wistar albinos. Les rats sont
rendus diabétiques par 1’injection d’une monodose de 150 mg/kg d’Alloxane par voie
intrapéritonéale et une glycémie supérieure & 400 mg/dl était notée. Le diabéte induit
par cette substance a, également, entrainé chez les rats une polyphagie, polydipsie et une

polyurie. Ces signes observes chez I’animal confirment I’installation du diabéte sucré.

Par ailleurs, I’investigation phytochimique quantitative montre que notre extrait
constitue un ensemble riche en polyphénols et flavonoides ou chacun de ces principes
actifs aurait pu induire I’effet observé. Cependant, il est rapporté que les flavonoides
constituent les principes actifs de la plupart des plantes médicinales ayants une activité
antidiabétique (Wollenweber, 1988; Adeneye et al., 2007).

Dans la présente étude, nous avons constaté que les deux extraits méthanoliques
ont pu jouer un réle crucial dans la baisse de la concentration sérique de glucose, soit par la
stimulation de la sécrétion de I’insuline, soit par une action extra-pancréatique et donc par
I’influence de l'absorption de glucose et son utilisation par les différents tissus. Il a été
rapporté que plusieurs molécules bioactives isolés des plantes tels que les terpénes et les

flavonoides influencent les cellules B pancréatique et stimulent la sécrétion de I’insuline
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par leurs activités antioxydantes (Sarkhail et al., 2007). Etant donné qu’au cours du
diabéte le stress oxydant et les radicaux libres affectent et détruisent les cellules 3, donc les
deux extraits méthanoliques peuvent aussi augmenter la sécrétion de 1’insuline via leurs
activité antioxydante ce qui est justifié amplement par la constatation au niveau des coupes

histologiques du pancréas endocrine conduisant & la libération de I’insuline.

D’autre part, les deux extraits peuvent avoir une action extra pancréatique en
influencant ainsi I'absorption de glucose et son utilisation par les différents tissus Un autre
mécanisme possible pour I’action de ces deux plantes 1’étre par le biais du foie, en influant

la gluconéogenese, la glycogénogenése ou la glycogénolyse.

Certains flavonoides, qui ont été isolés des plantes, inhibent les transporteurs du
glucose dans les intestins, diminuent I’expression des génes qui contrdlent la
néoglucogenése, augmentent le stockage du glucose dans le foie et réduisent la dégradation
du glycogéne (Li et al., 2004 ; Saravanan et al., 2005. Sarkhail et al., 2007). Un grand
nombre de travaux de recherche ont montré I’effet hypoglycémique de plusieurs plantes
contenant des terpénes, des flavonoides ainsi que plusieurs d’autres composés (Sarkhail et
al., 2007) selon plusieurs mécanismes. Par exemple catéchine qui est un flavonoide inhibe
I’absorption intestinale du glucose ainsi que I’epicatéchin gallate augmentent la synthese
hépatique du glycogeéne et la quercitrine augmente la synthése de I’insuline (Perez et al.,

1998; Pinent et al., 2004).

Notre étude phytochimique réalisée sur les deux plante Drimia anthericoides et
Calendula suffruticosa subsp. foliosa a montré que sont riches en plusieurs principes actifs
tels que les flavonoides et les terpenes composés donc il est possible que 1’action

hypoglycémiante de la plante soit liée a la présence de ces composés.

Le diabete sucré est aussi associé avec une hyperlipidémie et provoque de
profondes anomalies dans la concentration et la composition des lipides. Ces anomalies
représentent un important facteur de risque de maladies cardiovasculaires. Plusieurs études
ont rapporté que les complications cardiovasculaires associées au diabéte sont dues aux
perturbations du métabolisme lipidique (Shamaony et al., 1994 ; Akuyam et al., 2007 ;
Qi et al., 2008).

Les résultats de notre expérimentation suggerent une augmentation bien claire de

la concentration sérique du profil lipidique (cholestérol et triglycérides) chez les rats
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diabétiques. Nos résultats sont en accord avec ceux montrés par (Sharma et al., 2008 ;
Ong et al., 2010). Cette augmentation peut étre expliquée d’une part par la carence en
insuline qui inhibe la 3- hydroxy -3 méthyl glutamyl coenzyme A réductase (HMG-coA
réductase) une enzyme clé pour la biosynthése du cholestérol (Betterridge et al., 2002) et
d’autre part, par la dégradation intense des composes lipidiques des tissus adipeux. Notant
aussi que, I'hyperglycémie peut provoquer un désordre métabolique traduit par des
changements de la voie normale du glucose, ou une partie du glucose est transformée en
acides gras et glycérol et puis la synthése des triglycérides et cholestérol (Patricia et al.,
1995).

La recherche de nouvelles drogues capable de réduire et/ou de réguler la
concentration sérique du cholestérol total et des triglycérides a gagné d’élan ces derniéres
années. Les extraits de plantes constituent un potentiel candidat, elles contiennent souvent
une mixture trés complexe de différentes molécules, de polarité distincte, capable de
réduire la concentration sérique des lipides par différent mécanismes (Eddouks et al.,
2004).

Une réduction significative de la concentration sérique du cholestérol et des
triglycérides est observée apres le traitement des rats diabétiques par ’EMCS et ’EMDA.
Le potentiel de la diminution du cholestérol et des triglycérides peut étre di a la teneur en
composés phénoliques et a la capacité antioxydante qui ont été trouvés dans les deux
plantes, ainsi que leurs teneurs élevées en flavonoides et/ou en saponines qui ont la
capacité d'agir sur le métabolisme du cholestérol (Naeem et Marwa, 2014). Un grand
nombre de travaux de recherche ont montré 1’effet hypolipidémique de plusieurs

flavonoides, terpenes et d’autres composés phénoliques (Sarkhail et al., 2007).

Cette étude a mentionné une augmentation de I'urée et de la créatinine chez les
rats diabétiques par rapport aux rats normaux. Ceci est expliqué par la dégradation des
protéines en acides aminés puis en urée et créatinine (Prangthip et al., 2012) et la
dégradation des acides nucléiques en acide uriques, ce qui induira une diminution des
composés protéiques et la dégradation des acides nucléiques en acide uriques, ce qui
induira une diminution des composés protéiques du corps (Valdiguié, 2000). A ce titre,
(Asayama et al.,1993) ont montré que la diminution des protéines chez les animaux

diabétiques est due a la reduction de leur synthése dans le foie.
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L’EMCS et ’EMDA ont diminué significativement le taux de I'urée et de la
créatinine par rapport au groupe contréle des rats diabétiques. Cet effet peut étre di a
I’activité hypoglycémiante ou a la régulation de I’homéostasie du glucose et son utilisation
par les tissus périphériques. L’existence des flavonoides dans les deu extraits semble étre
un facteur contribuant a 1’amélioration du taux protéique chez les rats diabétiques. Cette
suggestion est supportée par (Palsamy P & Subramanian S., 2008 in Boumaaza, 2009)
qui ont montré le méme effet chez des rats diabétiques traités par un flavonoide qui est le

resvératrole.

Un but principal de notre étude est 1’évaluation de 1’effet de 1I’extrait méthanolique
de Drimia anthericoides et Calendula suffruticosa subsp. foliosa sur la peroxydation
lipidique et le taux du GSH, SOD et GSH-Px affectés par le stress oxydant associé au

diabete sur des rats rendus diabétiques par 1’alloxan.

La présente étude a révélé une augmentation significative de MDA avec une
réduction importante de I’activité des enzymes antioxydantes (SOD et GSHPx,) et de la
teneur en antioxydant non enzymatique (GSH) au niveau de certains organes (fois, rein,

poumon, testicule et cceur) chez les rats diabétiques.

Les MDA sont des sous-produits de la peroxydation des phospholipides de la
membrane et sont principalement des peroxydes instables et leur concentration accrue est
donc indicative de la peroxydation lipidique (Zhang et al., 2003) et de I'échec mécanisme
de défense de l'antioxydant, qui est sensé inhiber la production de radicaux libres. Ces
produits d’oxydation lipidiques peuvent étre utilisés comme marqueurs dans le suivi de

pathologie (Signorini et al., 2013) ou de traitement (Hockenberry et al., 2013).

Dans la présente étude, le taux hépatiqgue de MDA chez les rats diabétiques est
significativement augmenté par rapport aux rats témoins. Une telle augmentation de MDA
pourrait étre le résultat d’une modification importante du statut redox cellulaire en faveur
des prooxydants, car 1’Alloxane s’est avéré geénérateur de radicaux libres qui, par leur
pouvoir oxydant, sont a 1’origine de I’oxydation de I’ADN, de lipides et de carbohydrates
aboutissant ainsi a la mort des cellules B et ’installation du diabéte. D’autre part le taux
élevé de MDA au cours du diabete peut étre expliqué par la diminution des antioxydants
enzymatique et non enzymatique comme l'acide ascorbique et le tocophérol qui jouent un

role coopératif tres importants dans I'inhibition du phénomene de la peroxydation des
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lipides et la formation de ses produits dangereux au niveau cellulaire (Vertuani et al.,
2004).

La diminution du glutathion confirme que dans les conditions d’hyperglycémie ;
le glucose est utilisé par la voie des polyols en consommant le NADPH indispensable dans
la régénération des molécules de glutathion par le GSH réductase (West, 2000). Il a été
suggéré également que la baisse du taux du GSH hépatique pourrait étre le résultat de la
diminution de sa synthése et/ou sa dégradation massive par le stress oxydatif chez le

diabétique.

Les glutathion peroxydases constituent sans doute 1’'un des plus importants
systemes enzymatiques de protection car elles sont capables non seulement de détoxifier le
peroxyde d’hydrogéne, mais aussi les hydroperoxydes résultants de 1’oxydation du
cholestérol ou des acides gras en couplant la réduction de 1’hydroperoxyde avec
I’oxydation d’un substrat réducteur comme le glutathion. Le glutathion oxydé sera
régénéré grace a l’intervention de la glutathion réductase qui agit par oxydation du
NADPH,H+, formé principalement par la voie des pentoses (Bonnefont-Rousselot et al.,
2003).

La baisse d’activité de GSH-Px chez les rats diabétiques non traités pourrait étre
directement expliquée par la faible concentration du glutathion ; car ce dernier est un
substrat et cofacteur de GSH-Px (Ramachandran et Saravanan, 2013). D’autre part
I’hyperglycémie peut produire les ROS et empécher également l'activité des enzymes
antioxydantes telles que le SOD, le CAT et le GSH-Px par I’inhibition des sites actives de
ces enzymes (Sindhu et al., 2004).

Parmi les systemes antioxydants enzymatiques cellulaires figurent en premiere
ligne la SOD. L’anion superoxyde, premiére espece toxique formée a partir de I’oxygene,
est éliminé et maintenu a un niveau de concentration assez bas par la SOD qui catalyse sa
desmutation en H>O2. Ce dernier est transformé en H2O et O, par la CAT. L’évaluation
biochimique de [D’activité des systémes enzymatiques antioxydants (le superoxyde
desmutase) a mis en évidence une réduction significative de ’activité cytosolique de ces

enzymes chez les rats diabétiques (Kebieche et Meraihi, 2009).

Le traitement des rats diabétiques par 1’extrait méthanolique de Calendula

suffruticosa subsp. foliosa et Drimia anthericoides a non seulement diminué la formation
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d’MDA mais aussi il a modifié positivement le statut en GSH et de méme [’activité
enzymatique de SOD et GPx. Ces résultats sont clairement indicatifs de I’effet modulateur

de Calendula suffruticosa subsp. foliosa et Drimia anthericoides sur le stress oxydant.

Initialement, nous avons démontré 1’effet scavenger et ’activité antioxydante des
deux plantes in vitro. L’étude phytochimique de la plante nous a permis de détecter la
présence de certains types de composés qui semblent avoir, en plus I’activité
antihyperglycémiante, une activité antioxydante comme les polyphénols, les B carotenes,
les saponines, les tanins et les flavonoides, ces composés notamment les flavonoides

présentent une activité antioxydante importante.

Il a été admis que les tri-terpénoides isolés a partir des especes de Calendula
ont plusieurs activités pharmacologiques telles que, hypoglycémique, gastro-

protecteur, antiviral, antimutagéne et anti-inflammatoires (Kirmizibekmez, 2006).

Les propriétés anti-radicalaires de produits naturels sont souvent liées a leur
aptitude a faconner les radicaux stables (Rice-Evans et al., 1996). Jusqu'a ce jour,
plusieurs études décrivant l'activité anti-oxydante dans les différents essais ont été
rapportées sur I’espéce Calendula. Par exemple ; I'extrait butanolique de C. officinalis a
une forte activité de piégeage des radicaux d’hydroxyle et de super oxyde (Cordova et al.,
2002 in Rigane et al., 2013). Dans une autre étude sur C. arvensis et C. officinalis
croissante en Serbie-et-Monténégro, ou le potentiel de piégeage a été mesuré
comparativement contre le DPPH, I’hydroxyle et les radicaux pyroxyles. Les extraits
obtenus a partir de ces deux especes ont piégés tous les radicaux de maniére dépendante de
leurs concentration, bien que la meilleure activité anti- oxydante a été démontrée par
I'extrait aqueux de C.officinalis a 0,75 mg/ml (Cetkovic et al., 2004 in Rigane et al.,
2013).

Dans une étude similaire, Danila et al., en 2011, ont testé les extraits aqueux et
alcooliques de plusieurs espéces de plantes en provenance de Roumanie, y compris C.
officinalis pour leur activité anti-oxydante. Dall’acqua et al., en 2008, ont étudié l'activite
anti oxydante de onze especes vegétales utilisees dans la médecine traditionnelle (y
compris C. arvensis), utilisant le test de piégeage des radicaux par le DPPH et C. arvensis a

été trouvé pour classer 7éme parmi les especes végétales testées en terme d'effet de
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piégeage des radicaux vers DPPH (Dall'acqua et al., 2008 ; Danila et al., 2011; in Rigane
etal., 2013).

D’autre part, Hussein et al., (2010) ont confirmé que Calendula arvensis a
amélioré la cytotoxicité et le stress oxydatif induit par le tétrachlorure de carbone avec

I’augmentatin de la teneur en GSH et la diminution de la formation de TBARS.

Il a été reporté que Drimia anthericoides a également été utilisée dans le
traitement de I’hypertension et indiquée contre les maladies du foie en plus est aussi
hypoglycémiant il constitue un auxiliaire remarquable dans la lutte contre le diabéte
(Irshaid et Mansi, 2009 ; Wahba et al., 2014).

En ce qui concerne I’histologie ; le pancréas des rats rendus diabétiques présente
des filots nécrotiques avec une destruction des populations cellulaires, notamment les
cellules B. Ceci est di a I'effet cytotoxique de I’ Alloxane ayant des conséquences négatives
sur la sécrétion exocrine et endocrine pancréatique, proceés accompagné par un diabéte

typique di a la défection apparue de la sécrétion insulinique (Hamdiken, 2017).

Le traitement par ’EMCS et ’EMDA a présenté une bonne distribution et une
forme intacte des flots de Langerhans. Il est, peut-étre, constatable que les deux extraits

possedent des effets préventifs sur la dépréciation du pancréas.

Au niveau du foie et du cceur, une prévention significative des dommages
oxydatifs a été notée pour les lots diabétiques traités par ’EMCS et par ’TEMDA. Ces
résultats peuvent étre dus a I’effet hypoglycémiant et antioxydant accomplis par les deux
plantes. Atangwho et ces collaborateurs ont motionné que les flavonoides des plantes
peuvent exercer un effet protecteur contre les dommages du stress oxydant au niveau des

organes (Atangwho 1.J et al., 2007).
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L’usage des plantes médicinales constitue un vrai patrimoine de 1’étre humain. Leur
importance dans le domaine de la médecine est tres accentuée dans ces derniéres années
grace a leurs effets thérapeutiques qu’elles exercent et ceci est certainement lié a la
présence des molécules bioactives synthétisées par la plante non seulement comme des
agents chimiques contre les maladies, mais aussi comme des agents médicinaux tels que

les antioxydants.

Le diabéte est 1’une des maladies les plus répandues dans le monde et en Algérie. I
est reconnu comme un probleme majeur de santé publique dans notre pays du fait des

conséquences humaines et économiques redoutables de cette maladie chronigue.
D’aprés les résultats obtenus, en conclu que :

+ Calendula suffruticosa et Drimia anthericoides possede un pouvoir anti-radicalaire
important, notons que le pouvoir le plus élevé et enregistré chez Calendula
suffruticosa.

+ L’injection d’Alloxan a induit des perturbations au niveau du métabolisme
glosidique lipidique et protéique traduisant par une augmentation du glucose,
cholestérol, triglycérides, créatinine, et de 1’urée, alors que le traitement par les
deux plantes a amélioré ces parameétres métaboliques.

+ Le diabete a provoqué une diminution de I’activité enzymatique de SOD et de la
concentration du glutathion avec une augmentation de I’MDA par contre le
traitement par Calendula suffruticosa et Drimia anthericoides a protégé les cellules
contre I’attaque radicalaires on diminuant le taux de la peroxydation lipidique et on

augmentant la concentration des antioxydants.

L’observation microscopique des coupes histologique a illustrée des nécroses
pancréatiques et des fibroses hépatiques, tandis que les deux plantes utilisees ont montré
remarquable effet cyto-protecteur des pancréas et de foie contre les radicaux libres générés

par I’injection d’Alloxane.

En effet, il ressort du présent travail que Calendula suffruticosa et Drimia
anthericoides sont des produits forts intéressants et riches en possibilités thérapeutiques.
Nos résultats sont pour nous remarquables car ils ouvrent dans le future des perspectives
expérimentales qui devraient nous permettre d’identifier clairement les molécules

impliquées dans 1’effet hypoglycémique, hypolipidémique et antioxydant de ces plantes et
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d’avancer vers une meilleure connaissance des mécanismes moléculaires intervenant dans

les effets pharmacologiques observés.
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Annexe 1 : Courbes d’étalonnage

1. Courbe d’étalonnage d’acide gallique

1
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Figure 1. Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux

2. Courbe d’étalonnage de la quercétine

DO y = 0,061x - 0,005
R? = 0,9975
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Figure 2. Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides totaux
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3. Courbe d’étalonnage de protéine
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Figure 3. Courbe d’étalonnage de protéines pour le dosage des SOD et GSH-Px.
4. Courbe d’étalonnage de MDA
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Figure 4. Droite d’étalonnage pour le dosage de MDA.

121




