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GLOSSAIRE

Analgésie : est la diminution ou la suppression de la sensibilité a la douleurl dans un but
thérapeutique (soulager la douleur). Elle consiste a interrompre la transmission du signal
neuronal de douleur depuis la zone Iésée, en souffrance, vers le cerveau. L'analgésie
congeénitale peut désigner plusieurs maladies génétiques ayant en commun une insensibilité a
la douleur.

Anesthésie : est la suppression des sensations. Elle vise a permettre une procédure medicale
qui autrement serait trop douloureuse. L'anesthésie peut viser un membre, une région ou
I'organisme entier. L'anesthésie loco-régionale est aussi pratiquée dans les cas de douleurs
chroniques.

Contention : dans le domaine médical est I’action d’entraver la mobilité d’un patient. Elle
reprend un ensemble de dispositifs et de procédés destinés & immobiliser une partie ou la
totalité du corps humain.

Endémisme : est un terme utilisé en biologie pour indiquer que la distribution d'un taxon est
limitée a une zone géographique connue et qu'elle ne se trouve naturellement nulle part
ailleurs dans le monde. Par conséquent, quand une espece est endémique a une certaine
région, cela signifie qu'il n'est possible de ne la trouver naturellement que la.

Etiologie : En médecine, 1’étiologie (ou étiopathogénie) est I'étude des causes et des facteurs
d'une maladie. Ce terme est aussi utilisé dans le domaine de la psychiatrie et de la psychologie
pour I'étude des causes des maladies mentales. L'étiologie définit I'origine d'une maladie en
fonction des manifestations sémiologiques.

Néphropathie diabétique : est une des complications les plus fréquentes et les plus
redoutables du diabéte sucré, qui fait craindre I'évolution vers une insuffisance rénale
chronique. Elle concerne a la fois le diabéte de type 1 et de type 2, mais I'évolution de la
maladie est sensiblement différente dans ces deux cas : le diabéte de type 1 fait redouter
I'insuffisance rénale en premier lieu, alors que la néphropathie diabétique du type 2 a surtout
un mauvais pronostic cardio-vasculaire.

Neuropathie : est une atteinte du systéme nerveux. C’est I’une des complications du diabéte.
Lorsque le taux de sucre dans le sang demeure trop élevé sur une longue période de temps,
cela peut endommager les nerfs, surtout ceux des membres inférieurs (neuropathie
périphérique). Certains organes peuvent également étre affectés, tels que le coeur, les organes
génitaux, 1’estomac, les intestins et la vessie.

Paludisme : est une maladie potentiellement mortelle due a des parasites transmis a I’homme
par des pigares de moustiques femelles infectés.

Rétinopathie diabétique (atteinte des yeux : ceil et rétine) : est une grave complication du
diabete qui touche 50% des patients diabétiques de type 2. Les yeux sont particulierement
sensibles a I'atteinte des petits vaisseaux. En France, la rétinopathie diabétique est la premiere
cause de cécité avant 65 ans.



Résumé

L’objectif de ce présent travail consiste a I’évaluation des deux activités
biologiques de I’extrait aqueux de Zygophyllum album, in vitro.
Tous les tests sont effectués in vitro en maintenant la réglementation européenne
des techniques alternatives a I'expérimentation animale (trois R).

La poudre de la plante séchée est utilis€e pour préparer I’extrait aqueux. Ensuite,
cet extrait dilué est utilisé afin de tester deux effets biologiques de la plante.

Le ler consiste a évaluer ’activité antioxydante sur DPPH et le second est de
testé I’activité antidiabétique.

L’absorbance des solutions est mesurée par spectrophotométrie.

La capacité antioxydante (IC50) est comparée a des molécules de référence

Vitamine C et Béta-caroténe, et le taux d’inhibition du glucose est comparé
avec des molécules standards le Metformine et Glimeépiride.

Les resultats obtenus au cours de notre étude montrent que 1’extrait aqueux de
Zygophyllum album possede une faible activité antioxydante (IC50 = 5,51
mg.ml-1). Par contre il possede une forte activité antidiabétique.

Mots clés : Extrait aqueux de Zygophyllum album, DPPH, antioxydante,
antidiabétique, 1C50, taux d’inhibition.



Abstract

The purpose of this present work is to evaluate the two biological activities of the aqueous
extract of zygophyllum album.

All the tests are performed in vitro by maintaining the regulation of alternative techniques to
animal experimentation (3R).

The powder of the dried plant is used to prepare the aqueous extract. then, this diluted extract
is used to test two biological effects of the plant.The first one is to evaluate the antioxidant
activity on DPPH and the second one is to test the anti-diabetic activity. The absorbance of
the solutions is measured by spectrophotometry.

The antioxidant capacity (IC50) is compared to vitamin C and B-carotene molecules, and the
glucose inhibition rates are compared with standard molecules that are metformin and
glimepiride.

The results obtained during our study show that the aqueous extract of zygophyllum album
possesses a weak antioxidant activity (IC50 = 5.51 mg.ml-1), on the other hand it possesses a
strong antidiabetic activity.

Key words: Aqueous extract of zygophyllum album, DPPH, antioxidant, antidiabetic, 1C50,
inhibition rate.
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INTRODUCTION

Le diabéte constitue 1’un des problémes majeurs de santé publique en Algérie, en particulier le
diabéte de type 2 et ce en raison de 1’explosion de son incidence sur la population générale
[1].Sur une population estimée a 32 millions d’habitants, et selon la Fédération Algérienne
des associations des diabétiques, le nombre de diabétiques a atteint le chiffre de 2 millions et
selon la Société Algérienne de diabétologie, 90 % de la population des diabétiques présentent
le diabete de type 2 et 10 % de type 1 [2].

Les plantes occupent une place de choix dans la vie humaine. Toutes les civilisations connues
utilisaient des plantes sauvages ou cultivées pour la nutrition, la défense, I’habillement ou
comme traitement. Ces utilisations ont varié dans le temps pour s‘adapter aux besoins. Les
plantes médicinales ont connu les mémes changements. Ils sont parfois utilisés de maniere
traditionnelle. La flore algérienne est potentiellement riche, beaucoup d'especes endémiques
peuvent y étre. Nous partageons avec les méditerranéens et les pays du Sahel un large éventail
de composés et d'¢léments phytochimiques d'un intérét grandissant d’ou la nécessité et

I'importance de ce travail de recherche [3].

Au fil des siécles, une premiére distinction a pu étre faite entre plantes comestibles et
toxiques. Les connaissances empiriques accumulées ont permis aux différentes civilisations
de prendre les plantes comme source essentielle de médicaments. Jusqu'au début du 20eme
siecle, presque tous les médicaments étaient a base de plantes [4]. Quelles que soient les
parties et les formes sous lesquelles elles sont utilisées, les plantes sont extrémement riches en

constituants complexes (métabolites secondaires) utilisés en phytothérapie [5].

De nos jours, et surtout dans les pays du tiers monde, la phytothérapie occupe encore une
place importante. La flore de ces pays reste assurément riche et prometteuse, tant dans la
perspective de découvrir de nouvelles espéces botaniques que de trouver de nouvelles
molécules ayant une activité thérapeutique, pour la mise au point de nouveaux médicaments
[4]. Plusieurs études indiquent que l’augmentation du stress oxydatif et la production
excessive de produits de glycation avancée des protéines, conduisent au moins en partie a un

dysfonctionnement qui contribue au développement des complications diabétiques [6].

Plusieurs problemes nous ont poussé a chercher dans le monde végétal sur des solutions
naturelles loins des médicaments , le premier probléme est le fait que les médicaments visent
a diminuer les symptdmes de la pathologie et non pas a la traiter a fond c’est-a-dire elles ne

corrigent pas le processuce anormale qui a fait apparaitre cette maladie, en plus prenons
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I’exemple de la fonction rénale qui peut étre altérée par de nombreux troubles en particulier le

diabéte, par I’exposition a de hauts niveaux de substances toxiques.

De ce fait, si on arrive a sélectionner des plantes dotées de propriétés thérapeutiques, en
particulier, anti-diabétique et de développer des compléments a base de ces plantes, on pourra
réduire nettement les posologies et les fréquences de prise des médicaments et par conséquent

se débarrasser de certains effets secondaires causés par ces derniers.

L’objectif de notre présent travail vise a évaluer, in vitro, deux activités biologiques
(antidiabétique et anti oxydante) des extraits aqueux de Zygophyllum album, et qui sera

présenté comme suit :

Un premier chapitre qui comprend des généralités sur des produits naturels issues de plantes,
le diabéte et le stress oxydatif et la relation entre les deux.

Un deuxieme chapitre expérimental portant sur 1’étude in vitro des deux activités biologiques

de I’extrait aqueux de Zygophyllum album.
Un troisieme chapitre qui comporte les résultats obtenus et des discussions sur ces derniers.

Enfin, une conclusion et des perspectives sur notre thématique.
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1 GENERALITE SUR LA PLANTE

1.1 Famille des Zygophyllacées

Les Zygophyllaceaes, dans la classification de Sheahan et Chase (1996, 2000), forment
une famille d'environ 285 espéces subdivisées en cing sous-familles et environ 27 genres. lls
sont constitués d’arbres, d’arbustes et d’herbes essentiellement confinés aux zones arides et

semi-arides des régions tropicales et subtropicales [7].

Les Zygophyllacées forment plus de 3% de la flore de notre désert. ce groupe est le plus

intéressant de toute la flore nord-africaine [8].

Généralement, ces plantes renferment 10 étamines, le plus souvent, a stipules unies, un
ovaire de 4 a 5 carpelles, et possede un ou plusieurs ovules par loge. Ses fruits, sont en
général, capsulés, loculicides, ou septicides, se dissociant en coques, parfois bacciformes, ou
drupacés [9].

1.2 Intéréts biologiques de la famille des Zygophyllaceaes

Beaucoup d’especes de cette famille ont des propriétés thérapeutiques remarquables, et
sont utilisés en médecine traditionnelle. Dans ce qui suit, nous allons citer quelques exemples

d’especes de tres grande importance thérapeutique :

e Balanite aegyptiaca : c’est une plante riche en saponines [10,11] elle a plusieurs activités:
Anti-inflammatoires, anti-oxydantes, anti-nociceptives [12], anti-fongiques [13], anti-
septiques, anti-malaria, anti-syphiliques et anti-virales [14,15], traditionnellement, ses
extraits aqueux sont utilisés dans le traitement de la jaunisse et le diabéte [16].

e Larrea divaricata : c’est une plante populaire en médecine, elle est utilisée dans le
traitement des tumeurs, des maladies inflammatoires, des rhumatismes et de la fiévre [17-
18].

e Larrea tridentata : c’est une plante désertique [19], elle est largement utilisée dans la

thérapeutique, ses extraits peuvent soigner 1’acné et les psoriasis et en méme temps ont
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des effets cicatrisants, anti-fongiques et anti-viral [20-21], elle a aussi des activités
analgesiques, anti-inflammatoires et anti-oxydantes [22-23].

e Peganum harmala : ses extraits sont utilisés dans le traitement, de diabéte et
I’hypertension artérielle [24].

e Zygophyllum eichwaldii : cette espece a des propriétés nombreuses, anti-septiques, anti-
eczéma, anti-diabétiques, anti-bactériennes et anti-fongiques [25].

e Zygophyllum coccineum : c¢’est une plante commune en médecine traditionnelle dans les
pays mediterranéens, elle est utilisée contre le rhumatisme, la goutte et I’hypertension
[26], et le diabéte [27].

e Zygophyllum gaetulum: tres connue avec ses propriétés anti-diabétiques [28], elle est
également anti-spasmodique, anti-eczéma et un bon remede pour 1’estomac [29].

e Zygophyllum geslini : cette espece est utilisée contre le diabéte [30], elle a également des
activités cytotoxiques [31].

e Zygophyllum album : ses extraits aqueux sont utilisés dans le traitement des diarrhées

[32] et du diabéte [33]. lls sont carminatifs, anti-septiques, et stimulants [34].

Le genre Zygophyllum est le plus répondu de la famille [35].

1.3 Métabolites secondaires isolés de la famille des Zygophyllaceaes

1.3.1 Alcaloides

Le terme alcaloide a été introduit pour la premiére fois par le pharmacien allemand Karl
Wilhem Meissner [36] .Les alcaloides représentent un groupe tres vaste de métabolites
secondaires avec structure, distribution et activités biologiques diverses [37]. lls sont extraits
en majorité (15%-30%) a partir de plantes a fleurs [38], en effet, environ 10.000 alcaloides de
structures différentes ont été isolés a partir de plusieurs plantes regroupées en ~300 familles
[39] (Figure 1).

On peut également trouver 40 alcaloides dans la méme plante par exemple : Vinca major.
Concernant la famille des Zygophyllaceaes, la production d’alcaloides est signalée chez

I’espéce Peganum harmala [40].
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Figure 1 : Structures chimiques de quelques alcaloides isolés de Peganum harmala [40].

1.3.2 Composes flavoniques

e Ces composés sont largement présents dans les plantes, on les trouve sous
forme de pigments de couleur jaune et blanche (latin Flavus = Jaune). La rutine
a été découverte dans ’espéce « Ruta Graveolens » en 1842 ; elle est ensuite
connue comme la vitamine P.

e Les flavonoides peuvent étre considérés parmi les agents responsables des
couleurs de la plante a coté des chlorophylles et caroténoides [41]. Ces
composés phénoliques sont isolés a partir de nombreuses plantes appartenant a

la famille des Zygophyllaceae (Tableau 1).

Tableau 1 : Composés flavoniques isolés d’espéces de Zygophyllacées [40].

Nom d'éspece Nom de composés isolés

Quercetine-3-O-glucoside
Quercetine-3-O-rutinoside
Isorhamnetine-3-O-glucoside
Balanites aegyptiaca Isorhamnetine-3,7-diglucoside
Isorhamnetine-3-O-rutinoside

Isorhamnetine-3-O-rhamnogalactoside
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Isorhamnetine-3-O-glucoside
Isorhamnetine-3-O-rutinoside
Fagonia arabica Herbacetine-3-O-rutinoside
Herbacetine-3,7-diglucoside

Herbacetine-3-O-rutinoside-7-O-glucoside

_ ] Kaempferol-3-O-rutinoside
Fagonia molliscomplex ] o
Isorhamnetine-3-O-rutinoside

Isorhamnetine-3-O-glucoside
Isorhamnetine-3-O-rutinoside
Herbacetine-3-O-rutinoside
Herbacetine-3,7-diglucoside
Herbacetine-3-O-rutinoside-7-O-glucoside
Apigenine

Fagonia taeckholmiana Apigenine-7-0O-glucoside

Kaempferol-3-O- glucoside
Kaempferol-3,7-di-O-rhamnoside
Kaempferol-3-O-B-L-arabinopyranosyl-(1—4)-a-
I-rhamnopyranoside-7-O-a-L- rhamnopyranoside
Quercetine

Quercetine-3-O-glucoside

Kaempferol-3-O-rutinoside
Fagonia tristis Isorhamnetine-3-O-rutinoside

8-methoxy herbacetine

1.3.3 Lignanes

Ces composés sont les diméres des unités de phenylpropane (C6C4) [35]. Ils sont
isolés a partir de nombreuses plantes médicinales. Les travaux phytochimiques effectués sur
la famille Zygophyllaceae, ont permis I’isolement de ces métabolites essenticllement de
I’espéce Larrea Tridentata [42,43]. (Tableau 2)
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Le tableau 2 : Quelques structures de lignanes isolés de Larrea tridentata [40].

Nom Ve - 7
) Nom de composés isolés
d'éspece

o (7S,8S,7°S, 8S)-3,3”,4’-trihydroxy-4- methoxy7, 7°-epoxylignane.

e Méso-(rel 7S, 8S, 7’R, 8’R)-3, 4,3°,4’- tetrahydroxy-7,7’- epoxylignane.

e (E)-4,4’-dihydroxy-7,7’-dioxolign-8(8’)-ene 3,4’-dihydroxy-3’,4-dimethoxy-
Larrea 6,7’- cyclolignane

tridentata e 3’-demethoxyisoguaiacine 4,4’-dihydroxy-3,3’-dimethoxy-6,7’- cyclolignane

e 4.4’-dihydroxy-3,3’-dimethoxylignane

e 3’ 4-dihydroxy-3,4’-dimethoxylignane

e 3,3’-dihydroxy-4,4’-dimethoxylignane

1.3.4 Triterpenoides

Les triterpenes (Figure 2), sont des composés dérivés de leur précurseur en C30, le
squaléne, qui a été isolé initialement du foie de requin [44]. lls sont largement distribués dans
les deux regnes végétal et animal [45]. Ces métabolites sont isolés de nombreuses plantes
appartenant a la famille Zygophyllaceae [46,47].
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3P 3 -hydroxycinnamoyl - eryvthrodiol

Figure 2 : Exemples des structures triterpénes isolés d’espéces de la famille Zygophyllaceaes
[40].

1.4 L’espéce Zygophyllum album

Le genre Zygophyllum est le plus grand de la famille avec environ 80 espéces et le seul
genre de la sous-tribu Zygophyllinae qui existe dans I'Ancien Monde [48].
Zygophyllum album est I’un des plus grands fonds de plantes bénéfiques appartenant a la
famille des Zygophyllacées, du genre Zygophyllum [49].

Ce sont des plantes trés adaptées au milieu désertique par leur systéeme de racines

horizontales, qui parcourent de longues distances et absorbent la moindre goutte d’eau [50].

1.4.1 Classification botanique
La classification de Zygophyllum album la plus utilisée dans la systématique du genre
Zygophyllum est celle donnée par Judd et al. [51] et que nous pouvons résumer comme suit :

- Regne : Plantae

- Phylum : Angiospermes

- Superdivision: Spermatophyta (seed plant)
- Division: Magnoliophyta (flowering plants)

- Classe : Magnioliopsida (Eudicotylédones)
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- Sous-classe : Rosidae 11

- Ordre : Zygophyllales

- Famille : Zygophyllaceaes

- Genre : Zygophyllum

- Espece : Zygophyllum album

1.4.2 Description de Zygophyllum album

Zygophyllum album c’est une plante vivace s’organisant en petit buisson trés dense
(Figure 3 ), pouvant dépasser les 50 cm de haut et 1 m de large, de couleur vert blanchatre.
Les tiges trés ramifiées, les feuilles opposées, charnues, composées, a deux folioles. Les fleurs
sont blanchatres et les Fruits sont dilatés en lobe au sommet. Elles se rencontrent, en pieds
isolés dans les zones sableuses, un peu salées, et en colonies sur de grandes surfaces, sur sols
salés. Elles sont communes dans tout le Sahara septentrional (52). Elle possede un pédoncule
fructifere bien plus court que le fruit. La partie libre des carpelles est aussi longue que la

partie soudée (53).

Figure 3 : La plante de Zygophyllum album (55).

1.4.3 Ecologie et répartition géographique

Cette espece est tres commune sur les terrains salés et les paturages désertiques du sud
tunisien et elle est fréquente en Algérie. On la trouve, cependant, au Sahara central, dans la
région de Djanet et au Sahara septentrional dans la région d’El Goléa [56].
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1.4.4 Usages traditionnels

Cette plante posséde plusieurs métabolites secondaires tels que les acides phénoliques,
les flavonoides, les lignanes et les saponines.
La partie aérienne de cette espece est utilisée en décoction, en poudre ou en pommade pour
les traitements des diabetes, des indigestions et des dermatoses [57].
Des enquétes locales montrent que Z. album est utilisée contre les courbatures et pour calmer
la soif. 1l est également utilise pour le traitement des plaies, le traitement des caries dentaires
et le lavage des vétements et des cheveux. Les bourgeons sont utilisés en infusions pour les
soins du visage [58]. En guise d'alternative, la recherche scientifique sur les plantes utilisees
en médecine traditionnelle suscite de plus en plus d'intérét, au-dela de I'identification de
nouveaux agents phyto-médicinaux [59]. Certaines données phytochimiques sur Z. album ont
été rapportées [60], bien que la composition chimique et les activités biologiques de Z. album
n'aient pas été complétement élucidées.
Beaucoup d’espeéces de ce genre ont des propriétés thérapeutiques remarquables, et sont
utilisées en médecine traditionnelle. Nous allons citer un exemple d’espéces de tres grande
importance thérapeutique :
Z. album : ses extraits aqueux sont utilisés dans le traitement des diarrhées [61]. Et du diabete
[62]. lls sont carminatifs, antiseptiques, et stimulants [63]. Elle est également utilisée pour

traiter les spasmes et des dermatites [64].

2 Généralités sur le diabéte

2.1 Introduction

Le diabete sucré est une affection métabolique, caractérisée par une hyperglycémie
chronique liée a une déficience, soit de la sécrétion de 1’insuline, soit de I’action de I’insuline,
soit des deux a la fois .Au cours de son évolution, le diabéte peut engendrer de graves

complications touchant le cceur, les vaisseaux, les yeux, les reins et les nerfs. Toutefois, un

10
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bon contréle de la maladie peut permettre de réduire considérablement les risques de

complications [65].

En Algérie, il représente un probléme de santé publique. Sa prévalence se situe entre 8
et 12 % selon différentes études épidémiologiques ; il y représente par ailleurs la quatriéme

cause de déces [66].

La médecine traditionnelle, basée sur I’utilisation des plantes médicinales pour le
traitement de nombreuses maladies, dont le diabete sucré, est une pratique ancestrale qui
continue a étre utilisée. Au cours de ces dix derniéres années sa popularité n’a fait
qu’augmenter. Les informations ethnobotaniques recueillies dans plusieurs régions du monde
estiment que plus de 1123 especes végétales, soit plus de 725 genres appartenant a 183
familles, sont utilisées pour leurs propriétés hypoglycémiantes et anti hyperglycémiantes [67].
Zygophyllum album est parmi ces plantes dont 1’extrait aqueux est utilisé dans le traitement
des diarrhées [32] et du diabete [33].

2.2 Métabolisme glucidique

La concentration plasmatique du glucose est assurée par la production endogéne de
glucose. Cette concentration reste stable chez les sujets sains est égale a 5Smmol/l. Tandis que

chez les personnes diabétiques, cette moyenne varie d’une personne a une autre [69].

Physiologiquement, la glycémie ne varie que dans des limites étroites : 4 & 5 mmol /L a 1’état
basal. La régulation de la glycémie fait intervenir l'insuline et les hormones de contre

régulation telles que le glucagon.

Les principales hormones, d’origine pancréatique sont au nombre de trois :

- L’insuline : synthétisée par les cellules B3, qui est une hormone hypoglycémiante.
-Le glucagon : synthétisé par les cellules a, est une hormone hyperglycémiante.

-La somatostatine : synthétisée par les cellules A, qui est aussi une hormone

hyperglycémiante.

L'augmentation du niveau de glucose plasmatique déclenche la sécrétion d'insuline par

les cellules B des ilots de Langerhans [70]

11
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La pénetration du glucose dans la cellule se fait par I’intermédiaire de deux récepteurs
specifiques qui sont des protéines transmembranaires : les co-transporteurs de glucose sodium
(SGLT) et les transporteurs facilitateurs (GLUT 1-4), qui sont répartis en deux sous-groupes :
Les GLUT 1-3 retrouvés au sein des différents organes dits insulino indépendants
(principalement le foie, les reins, l'intestin, les cellules épithéliales et endothéliales et le
cerveau). Le GLUT 4 qui est le transporteur stimulé par I'insuline, retrouvé au sein des tissus
insulinodépendants, c'est a dire le muscle squelettique, le ceeur et le tissu adipeux.

En présence d’insuline le GLUT 4, qui est stocké dans les vésicules, est redistribué par
translocation vers les membranes cellulaires permettant la captation du glucose.

Suite a ’action de I’insuline, la glycémie peut descendre a la normale, c’est alors que le
glucagon, synthétisé par les cellules a, stimule au niveau hépatique, la glycogénolyse et
surtout la néoglucogenése, apte a résorber pendant plusieurs heures toute tendance

hypoglycémique [71].

2.3 Diabéte sucré

L’OMS le définit par une glycémie supérieure a 1,26 g/L (7mmol/L) apres un jene de
8 heure Vérifié par deux prises de sang consecutives, ou supérieur a 2g/L quel que soit 1’heure
du prélévement en présence de symptdmes clinique (polyurie, polydipsie et amaigrissement)
[72].

C’est une pathologie du métabolisme du glucose provoquée par un dysfonctionnement
des cellules B des ilots de Langerhans, sécrétrices de 1’insuline, ou une mauvaise assimilation

de cette dernieére par les tissus périphériques (I’insulinorésistance) [73]

2.3.1 Classification

Selon I’étiologie et la physiologie, quatre grands groupes de diabéte sont distingués
selon la derniere révision de la classification du diabete [74] : Diabete de type | (DTI),
Diabéte de type Il (DTII), Diabete gestationnel (DTG) et Autres types spécifiques de diabéte.

2311 Typel
Le diabete de type I, également appelé diabéte insulinodépendant ou autre fois, diabéte
Juvénile, est un état d’hyperglycémie chronique, d0 a une affection du pancréas endocrine

dont les flots de Langerhans ne secréte plus d’insuline (insulinopénie) [75] . C’est une forme
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de diabete sucré qui apparait de mani¢re brutale chez 1’enfant et 1’adolescent, mais peut

également survenir chez le jeune adulte (<40ans) et il concerne 10% des diabétiques.

On distingue deux sous-types dans la classification de I’ American Diabétes Association [76]:
e Le diabéte de type | (auto-immun) au cours duquel la destruction des cellules B par un
processus auto-immun est authentifiée par la présence d’anticorps anti- cellules d’ilots.

e Le diabéte de type (I idiopathique) caractérisé par 1’absence d’auto-anticorps [76].

2.3.12 Type?2

Le diabéte de type II, autrefois dit non insulinodépendant ou diabéte d’age mar. Il
Survient généralement chez les sujets d’age mir (plus de 40 ans). C’est la forme la plus
répandue (90% des cas) dans toutes les régions de globe. L hyperglycémie, dans le diabéte de
type |1, est due a une réduction du captage du glucose et a une production glucosée hépatique
excessive, liées a une diminution de 1’insulinosécrétion [77].
L’insulinorésistance ou anomalie de 1’action de I’insuline en périphérie, est la deuxiéme
anomalie observeée. Elle se traduit au niveau hépatique par une augmentation de la production
de glucose et au niveau musculaire, par une diminution de 1’utilisation du glucose [91-92].
Le diabéte type Il a un caractéere familial et est souvent associe a un exces de poids (obésite), a

I’hypertension artérielle et a I'nypertriglycéridémie [78].

2.3.2 Apports de la phytothérapie dans le traitement du diabéte
L’expression « médecine traditionnelle » se rapporte aux pratiques, méthodes, savoirs
et croyances en matiere de sante qui impliquent I’usage a des fins médicales de plantes, pour

soigner, diagnostiquer et prévenir les maladies ou préserver la sante [79].

Actuellement, selon les estimations de 1’OMS, plus de 80 % de la population
mondiale, surtout dans les pays sous-développés, ont recours aux traitements traditionnels
pour satisfaire leurs besoins en matiére de santé et de soins primaires [80].11 est aujourd’hui
largement reconnu que le monde végétal constitue la source majeure de médicaments, grace a

la richesse des produits dits du métabolisme secondaire.

Les plantes sont une source inépuisable de substances biochimiques : tanins,

glucosides, et qui procurent des propriétés curatives appréciables et qu’aucune chimie
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synthétique et combinatoire ne peut nous offrir. L’approche ethno -pharmacologique, qui vise
a I’évaluation scientifique de 1I’ensemble des pratiques traditionnelles relatives a la médication
par les plantes et les substances d’origine naturelle et la mise en évidence de leurs propriétés
curatives, constitue la principale voie de découverte de nouvelles molécules candidates a

servir de médicaments [81, 82].

Les informations ethnobotaniques recueillies dans plusieurs régions du monde estiment
que plus de 1 200 espéces végétales, soit plus de 725 genres appartenant & 183 familles, sont
utilisées pour leurs propriétés hypoglycémiantes et anti hyperglycémiantes [83, 84].
( Tableau 3)

Tableau 3: Plantes médicinales utilisées dans le traitement du diabéte[84].

Nom scientifique Nom Partie utilisée Forme Nombre de citation
commun administrées

Allium cepa L Oignon Bulbe Jus 12

Allium sativum L Ail Bulbe Cru cuit 16

Coriandrum sativum | Coriandre Graine Poudre, infusion | 40

L

3  Stress oxydatif

3.1 Définition du stress oxydatif

La recherche de ces deux dernieres décennies a montré que de nombreuses pathologies
humaines sont causées ou favorisées par le stress oxydant [85]. Lorsque I’un des systémes
protectifs de I’organisme contre la toxicité des radicaux libres (RL) montre un échec, I’action
des radicaux libres devient incontrélable, ce qui conduit & des dommages au niveau des

molécules, des cellules, des organes et potentiellement a la mort de I’organisme [86].
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La conséquence des effets nocifs des RL et des métabolites réactifs est dite stress
oxydatif. Ce terme est défini initialement comme étant « Un déséquilibre profond de la
balance entre les pro oxydants et les antioxydants en faveur des premiers » [87,88]. Cette
définition ne signale aucun effet délétére d’un tel changement sur la fonction des tissus et
n’indique pas I’origine de ce déséquilibre s’il est dii a une augmentation de la production des
oxydants ou a une diminution de la capacité réductrice des tissus [89,90]. D’autres chercheurs
ont dit que le stress oxydant désigne un état caractérisé par une augmentation de la génération
des ROS (Reactive Oxygen Species) en ajoutant que ce terme est synonyme du dommage
[91].

Selon les points de vue actuels, le stress oxydant peut étre défini comme étant « un
déséquilibre entre la production et I’¢limination des métabolites réactifs de 1’oxygeéne et du
nitrogéne en faveur de leur production conduisant a des dommages potentiels [92] et a des

dégats cellulaires irréversibles [92].

3.2 Origine du stress oxydatif

Les RL sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils sont utiles pour
I’organisme a doses raisonnables. Cette production physiologique est parfaitement maitrisée
par des systemes de défense. Dans les circonstances normales, on dit que la balance
antioxydants / pro oxydants est en équilibre. Si tel n’est pas le cas, que ce soit par déficit en
antioxydants ou par suite d’une surproduction énorme de RL, un état de « stress oxydant » est

signalé [93].

3.3 Antioxydants d’origine alimentaire

3.3.1 Acide ascorbique : vitamine C

La vitamine C est un antioxydant puissant (Figure 4). Elle participe dans les réactions
avec la vitamine E et I’enzyme glutathion peroxydase pour neutraliser les radicaux libres.
La vitamine C agit principalement en piégeant directement les ROS (majoritairement I'02.- et
le ONOO-).Elle est présente dans les légumes, les agrumes, et elle assure un réle important

dans la régénération de la vitamine E [97].
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Figure 4 : Structure de I’acide ascorbique [97].

3.3.2 -Vitamine E

La vitamine E (Figure5) prévient la peroxydation des lipides membranaires in vivo,
en captant les radicaux peroxydes. Elle est présente dans les huiles végeétales ainsi que dans
les Iégumes a feuilles vertes. Elle joue un rdle préventif dans le développement des cancers et
retarde le vieillissement [98].

Figure 5: Structure de la vitamine E [98].
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3.3.3 - P caroteéne

B-caroténe (Figure 6) qui ,outre I’activité pro-vitaminique A ,possede la capacité de
capter I’oxygene singulet. La recommandation officielle parle d’un apport quotidien de 60 mg
de vitamine C et 10 mg de vitamine E, mais Il n’en existe pas pour le -caroténe. Toutefois
ces quantités suffisent juste pour prévenir les phénoménes de carences. C’est la raison pour
laquelle les spécialistes recommandent en général un apport quotidien nettement plus élevé :
150 a 300 mg de Vitamine C, 50 a 150 mg de vitamine E et 2 a 6 mg de [-carotene. Il est

présent dans les légumes verts, salade, carottes, abricot, melon, épinards et papaye [98].

Figure 6: Structure de la B-caroténe [99].

3.4 Apports de la phytothérapie dans le traitement du stress oxydatif

Il existe une grande quantité de substances vitaminiques (A, B, C, E), minérales (Zinc,
Cuivre, Selénuim) et biochimiques (glutathion, taurine, acides phénols) qui ont également un

pouvoir antioxydant bien connu.

Ces substances se retrouvent dans les plantes ; le fait de les connaitre, nous permet
d'affirmer que la phytothérapie a bien sa place dans la lutte contre le vieillissement provoqué
par le stress oxydatif.

En association, les substances antioxydantes présentent des effets synergiques efficaces

pour lutter contre le stress oxydant et ses effets délétéres.

Afin de contrer I'action oxydante des radicaux libres, notre organisme posséde une

armée d'antioxydants de nature protéique, enzymatiques et d'agents oxydables.
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Ceux-ci agissent, non pas comme de petits soldats, mais comme des éboueurs qui

nettoient notre corps des radicaux indésirables [100].

3.5 Sources de radicaux libres

3.5.1 Sources exogenes d’'exposition aux radicaux libres Parmis ces sources nous citons
le rayonnement électromagnétique (radioactivité, radiations ionisantes, lumiere
ultraviolette : UVA et UVB), les métaux toxiques, les fumées de combustion (de
cigarette, de bois, de matériaux de construction), oxyde de carbone.

Auxquels s'ajoutent certains produits chimiques comme les antiseptiques, les
médicaments (par exemple phénacétine et paracétamol), les pesticides, les solvants, 1’alcool

[101].

3.5.2 Sources endogenes de radicaux libres
Les radicaux libres peuvent se former dans notre corps, dans le cadre de certains

phénomenes biologiques. [102].

Les cellules immunitaires (globules blancs, macrophages) ont besoin de radicaux
libres pour détruire certains organismes tels que les microbes et virus. lls sont donc bien

bactéricides, virucides et luttent aussi contre les parasites. [102].

Malheureusement, ces moyens de défense se retournent parfois contre notre corps, en

attaquant directement les tissus et provoquent des inflammations chroniques. [102].

Chacune de nos cellules utilise quotidiennement mille milliards de molécules
d'oxygene pour se procurer de I'énergie, mais une petite partie (5 %) échappe a la combustion

pour former des radicaux libres.

Donc, les phénomeénes oxydatifs, utiles et nécessaires pour I'homéostasie et la survie
de notre organisme, provoquent invariablement des radicaux libres qui occasionnent la
sclérose et le vieillissement de cet organisme. Il semblerait donc que la plus grande source de
production de radicaux libres et donc de vieillissement soit la source endogéne, donc le

processus vital lui-méme [102].

3.6 Diabete et stress oxydant

Plusieurs études indiquent que 1’augmentation du stress oxydatif et la production

excessive de produits de glycation avancée des protéines, conduisent ,au moins en partie, a un
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dysfonctionnement qui contribue au développement des complications diabétiques .1l a été
montré que les patients diabétiques présentent un stress oxydant important et des systémes de
défense antioxydante altérés, qui semblent contribuer a I’initiation et a la progression des

complications chroniques associées au diabete [103].

Les complications chroniques associées au diabete sont le plus souvent vasculaires. Elles sont
catégorisées en deux sortes : macrovasculaires et microvasculaires. Les maladies
I’athérosclérose, les maladies cérébrovasculaires représentent des exemples des complications
macrovasculaires, alors que les complications microvasculaires regroupent la néphropathie, la
rétinopathie, donc la plus part des organes sont susceptibles d’étre touchés par les
conséquences déléteres du diabete et du stress oxydant que ce soit le foie, le pancréas, les

reins, les rétines, le cceur et les artéres [104].

4 Les techniques alternatives a I'expérimentation animale

Les 3R (Remplacement, Réduction, Raffinement soit amelioration en anglais)
constituent srement I'un des principes d'éthiques les plus connus et les plus utilisés a ce
jour. Présenté en 1959 par le zoologiste William Russell et le microbiologiste Rex Burch |,
ils recommandent aux chercheurs de tenter, dans la mesure du possible, de remplacer ou le
cas échéant de reduire le nombre danimaux utilisés lors des expérimentations. Et
d'améliorer leur bien-étre. Dans un article paru le 9 ao(t 2017 dans la revue Pharmacology
Research & Perspectives, des scientifiques australiens se sont aidés de la littérature
scientifique pour passer en revue les techniques adeptes des 3R et donc susceptibles de

fournir de sérieuses alternatives a I'expérimentation animale [105].

La substitution ou remplacement est limitée par la difficulté de tirer les mémes
conclusions a partir d’un modéle imaginé et entretenu par les chercheurs ou a partir d'un étre
vivant autonome. Un rapport de la Commission européenne explique par exemple les
difficultés rencontrées pour remplacer les méthodes in vivo par des méthodes in vitro pour
I'étude de la toxicité des produits chimiques dans I'environnement. Les méthodes

substitutives se développent dans le domaine ducontrole de la qualit¢ des produits
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biologiques, un domaine qui utilise un grand nombre danimaux. Elles sont aussi trés

présentes dans 1’étude de la toxicité des produits sur la peau ou sur 1’ ceil.

La réduction du nombre d’animaux utilisés en recherche animale est une démarche
naturelle pour des raisons éthiques mais aussi économiques.

L'amélioration ou raffinement est essentielle. En effet, une fois le nombre d’animaux
réduit au minimum, c’est de chacun des animaux utilisés qu’il faut se préoccuper.

Diminuer I’inconfort, le stress et la douleur sont au coeur de I'amélioration
Les méthodes d'amélioration concernent aussi les conditions expérimentales : habituation aux

manipulations et a la contention, analgésie et anesthésie si nécessaire [105].
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CHAPITRE 2 EXPERIMENTATION

Notre étude a été réalisée au sein du laboratoire de Biochimie médicale de 1’Ecole Nationale
Supérieur Vétérinaire (ENSV) d’Alger, pendant une durée de 6 mois (Décembre 2018-Mai
2019).

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer, in vitro, I’effet anti-diabétique et antioxydant
de I’extrait aqueux de Zygophyllum album.

Pour atteindre ce but nous avons effectué un premier test qui consiste a mesurer le pouvoir
réducteur de I’extrait aqueux de Zygophyllum album sur le DPPH.Le second test consiste a
évaluer I’effet de ce méme extrait sur 1’absorption du glucose par la levure Saccharomyces
cerevisiae.

L’ensemble des tests sont réalisés in vitro en respectant la réglementation Européenne des
techniques alternatives a I’expérimentation animale.

1 Matériel
1.1 Matériel biologique

1.1.1  Zygophyllum album
L’etude a été réalisé sur le broyat (poudre) de la partie aérienne de Zygophyllum album.
(Figure 7)

La récolte de la plante a été faite dans le sud algérien, plus précisément dans la région de Ain

Salah wilaya de Tamanrasset durant le mois de Décembre 2018.

L’identification de I’espéce a été réalisée par le professeur M.S.BRADEA enseignante au
niveau de la faculté SNV de BLIDA 1.

Figure 7 : Partie aérienne de Zygophyllum album L
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1.1.1.1 Saccharomyces cerevisiae

Morphologie et métabolisme de la levure :

La levure Saccharomyces cerevisiae est reconnue par sa forme ovoide a arrondie (phase
stationnaire). Sa taille peut varier de 1 a 10 um en fonction de la composition nutritive de son
milieu. La figure 8 représente la morphologie de Saccharomyces cerevisiae sous
microscope. Celle-ci est capable de suivre deux voies métaboliques : aérobie et anaérobie.
Cela lui permet de vivre dans des environnements divers. Pour la voie aérobie, la levure se
sert de la respiration aérobie pour métaboliser les glucides en dioxyde de carbone (CO2) et en
eau. Pour la voie anaérobie, elle fermente les glucides et produit de 1’éthanol et du CO2 [106].

o

Figure 8 : Population de levure Saccharomyces cerevisiae ,0bservée au microscope optique
X 400 (A) et morphologie d’une cellule observée au microscope électronique a balayage (B)
[106].

1.2 Matériels non biologiques

Tableau 4: Appareillages utilisé au cour de I’expérimentation

Appareillage

Bain marie

Etuve universel de 5 a 220 °c (MEMMERT)
Spectrophotometres uv-visible (WPA)
Agitateur magnétique

Vortex (velp)

Centrifugeuse

Rotavator

Balance (KERN 770)

Micropipette

Chronométre

Tableau 5 : Verrerie utilisé au cour de I’expérimentation
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Verrerie

e Bécher

e Pince

Tubes a hémolyse

Portoir

Cuve pour spectrophotomeétre
Spatule

Fiole

Eprouvette

Tableau 6 : Réactifs chimiques utilisé au cour de I’expérimentation

Réactifs chimiques
e Méthanol (SIGMA)
e DPPH-H (2,2-diphényl-1-picrylhydrazine) (SIGMA)
e Réactif d’antrone a 0,2% (SIGMA)
e Acide sulfurique a 94%(SIGMA)
e Glucose (CsH1206)
e Diméthylsulfoxyde (DMSO) (C2HsOS) (SIGMA)
e Vitc (acide ascorbique)
e Eau physiologique
e Béta carotene
2 Methodes

2.1 Préparation de ’extrait aqueux de ZA

2.1.1 Préparation de la poudre

La préparation de la poudre de Z.album se fait en trois étapes, le Séchage, broyage et
tamisage. Le séchage est réalisé dans un endroit aéré et a 1’abri du soleil, pendant six
semaines. Le broyage, qui vise a obtenir une poudre fine, elle est réalisée a 1’aide d’un
broyeur a lame, avec un systeme de refroidissement, puis le tamisage de la poudre a I’aide
d’un chinois en plastique pour avoir une granulation homogene. Enfin la poudre obtenue est
conservée dans des bocaux en verre et inerte, puis les mettre dans un lieu sec et a 1’obscurité

jusqu’au moment d’utilisation.
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2.1.2 Préparation de I’extrait aqueux de Zygophyllum album

On introduit 50g de poudre végétale a laquelle on ajoute 500 ml d’cau distillée, et on laisse
macérer pendant 48 heures.Aprés on procéde a une filtration du macérat a I’aide d’un tamis et
papier filtre , pour récupérer la fraction liquide qui est notre extrait aqueux de Zygophyllum
album (Figure 9).

Figure 9 : Préparation de I’extrait aqueux (la filtration).

L’extrait aqueux est conservé a une température de 4°C, a I’obscurité jusqu’au moment de

I’utilisation.

2.2 Test de I’effet antioxydant de Z. aloum par la méthode de piégeage du radical libre
DPPH

Pour évaluer I’activité antioxydante in vitro des extraits aqueux de Z. album, nous avons
utilisé la méthode du piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle).

Le pouvoir antioxydant des échantillons testés a été estimé par une comparaison avec des
antioxydants (Beta carotene, VIT C) (Figurel0).

Figure 10 : Antioxydants utilisés comme standards dans le test.
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2.2.1 Principe

La méthode du DPPH est réalisée sur 1’extrait aqueux, la réduction d’une solution alcoolique
de I’espéce radicalaire (DPPH) en présence d’anti-radicalaire donneur d’hydrogéné (AH) qui
aboutit a la formation d’une forme non radicalaire, On peut résumer cette réaction par

I’équation suivante :

v

DPPH + (AH)n DPPH-H + (A)n

F 3

¥

DPPH + phénol Diphénylpicrylhydrazyle + phénoxy

F 3

Cette réduction peut étre suivie, par spectrophotométrie UV-visible ,a une longueur d’onde de
517 nm , en mesurant la diminution de I’absorbance, provoquée par la présence de 1’extrait
aqueux. Le DPPH est initialement violet, se décolore en jaune lorsque 1’électron célibataire

s’apparie (Figure 11).

NO, NO,
O,N N—N + phénol ~ O,N S—N + Phénoxy
NO, o,
DPPH DPPH-H

VIOLET
JAUNE

Figure 11 : Détermination de I'activité d'un antioxydant par le test DPPH®° [108].

Selon Sanchez M. et al en1998 , cette décoloration est représentative de la capacité des

extraits a piéger ces radicaux libres, indépendamment de toutes activités enzymatiques.
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2.2.2 Mode opératoire

Préparation des solutions méres des différentes substances étudiées (EZA, Vitamine C et Beta
Carotene);

e Préparation de la solution DPPH :

0,008) =) ]100mI| de méthanol

A

Figure 12 : Préparation de la solution DPPH

e Préparation de la solution BC :

20mg » 100ml de méthanol

e Préparation de solution de Vitamine C :

20mg » 100ml de methanol

e Préparation de la solution mére EZA :

19 (EzA) » 100ml d’eau distillée

Les différentes dilutions des substances a tester effectuées pour la réalisation de ce test
sont représentées dans I’ Annexe 06. (Tableaux des dilutions)

» Dans un tube sec on met 500 ul de chaque extrait et on rajoute 1ml de DPPH

> Les tubes sont mis a 1’obscurité et soumis a une température ambiante pendant 30 min

» La lecture est effectuée par la mesure de 1’absorbance a 517 nm par
spectrophotomeétre, en utilisant des cuves en quartz de 2 ml

25



CHAPITRE 2 EXPERIMENTATION

> Pour chaque dilution, on prépare un blanc :1ml méthanol (pour le calibrage de
spectrophotometre)
» Control : 500 ul méthanol/iIml de DPPH

Les tests réalisés sur 1’acide ascorbique et le béta-caroténe dont 1’absorbance a été mesuré
dans les mémes conditions que les échantillons et pour chaque concentration, sont répétées 2
fois.

2.2.2.1 Expression des résultats

2.2.2.1.1 Calcule du pourcentage d’inhibition (1%) :

Les resultats sont exprimés en tant qu'activité anti-oxydante ou le taux d'inhibition des
radicaux libres en pourcentages (1%) en utilisant la formule suivante :

%Il= 100 - [(Abs test — Abs blanc)*100/ Abs control]

Soit :

%]I; Taux d’inhibition.

Abs control : Absorbance a la longueur d'onde de 517 nm de la solution DPPH.
Abs blanc; Absorbance a la longueur d'onde de 517 nm de la solution méthanol
Abs test : Absorbance a 517 nm de I'échantillon/standard.

2.2.2.1.2 Calcul de la concentration inhibitrice de 50% (1C50)

IC 50 est la concentration de I’échantillon testé ou standards qui inhibe 50% des radicaux
libres ,

Y=50 Y=aX +b
Alors, X=(50-b) /a
Donc, X=IC 50

2.3 Test de I’effet antidiabétique de Z. album :

L’expérience est consacrée a I’étude de I’effet anti-diabetique de 1’extrait aqueux de Z. album
sur I’absorption du glucose par la levure suivant la méthode calorimétrique a 1’anthrone.
2.3.1 Principe:

Différentes concentrations de plante totales (25, 50, 100, 500 pg/ml) sont mises en contact
avec la levure et le glucose, utilisé a différentes concentrations (5mM, 10mM, 25mM). Ce test
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permettra de tester le pouvoir inhibiteur des extraits aqueux par 1’absorption du glucose par la

levure (110).

2.3.2 Mode opératoire

2.3.2.1 Préparation de la suspension de levure

La suspension de levure est préparée a 10% selon le protocole présenté dans la figure

suivante (figure 14) :

Centrifugation a 3000g/5min

Répétition de 'opération jusqu’a clarification totale du surnageant

Préparation de la suspension stock a 10% dans |'eau distillé

Figure 13 : Protocole de la preparation de la suspension de levure « Saccharomyces
cerevisiae » (110).

2.3.2.2 Préparation des concentrations d’extrait aqueux dans les solutions glucosées

Les concentrations d'extrait aqueux (25, 50, 100, 500 pg/ml) diluées dans des solutions
glucosées (5, 10 et 25 mM) a partir de la solution mere d'extrait (Annexe 05) .

2.3.2.3 Test du glucose

Différentes concentrations d’extrait sont préparées dans des solutions glucosées (5, 10, 25
mM). L’ajout de 100ul de suspension de levure permettra d’amorcer la réaction grace a une
pré incubation de 1ml de ces solutions a 37C° pendant 10min. Le mélange est ensuite agité,
incubé a 37C° pendant 60mn puis centrifugé a 2500g durant 5 minutes (110).
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2.3.2.4 Dosage du glucose

Un volume de 50 pl de chaque surnageant est additionné de 500 pl d’eau distillée et 1ml de
réactif d’anthrone, préparé dans 1’acide sulfurique. Ce mélange est incubé par la suite pendant
10 mn dans de I’eau bouillante (100C°). L’absorbance est lue a 620nm apres refroidissement
du mélange (111) (Figure 15).

Solution d'anthrone : solution a 0,2 % dans de I'acide sulfurique concentré a 94%

Préparation de 1ml des différents concentrations d'extrait aqueux (25,
50, 100, 200 pg/ml) dans les solutions glucosées (5, 10, 25 mM).

Incubation (37°C/10 min).

Addition de 100 pl de suspension du levure

}Agitation puis incubation (37°C/60min)

Centrifugation 3000g/5 min
. s 50 pl du surnageant + 500 pl d'eau
distillé

s Incuber dans un bain marie
(100°C/10min)

Addition de 1ml Réactif d’Antrone

) ) ) )

Refroidissement

Lecture de |'absorbance 4 620nm

Figure 14 : Schéma récapitulatif du protocole d’inhibition, par I’extrait, de 1’absorption du

glucose par la levure (110).

Une courbe d’étalonnage avec du glucose (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 pg/ml) est préparée dans

les mémes conditions expérimentales (Annexe 07).

2.3.2.5 Expression des résultats

Le metformine et glimépiride sont utilisees comme standard & différentes concentrations (2, 4,
6, 8, 10 ng/ml). Le pourcentage d’inhibition de 1’absorption du glucose est calculé selon la

formule suivante :
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As—Ac
As

% d'inhibition = [ ]x100
Ou
e (Ac) Abs control : I’absorbance de la réaction de contrdle (contenant tous les réactifs
sauf 1’échantillon a tester).

e (As) Abs échantillon : I'absorbance de I'échantillon a tester.

Toutes les expériences ont été effectuées en double.
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1 Activité anti-oxydante

La présente étude est consacrée a la recherche d’un éventuel effet antioxydant de 1’extrait
aqueux d’EZA.

Les résultats obtenus en pourcentage d’activité anti-oxydante sur le DPPH sont exprimés
en fonction de différentes concentrations de I'extrait aqueux par rapport a la Vit C et au Bc
(Figure 16, 17, 18).

1.1. Vitamine C

y =433,67x + 22,762
R?=0,9831

120

100 -

80

60 et

40

% Inhibition (1%)

20

0 0,05 0,1 0,15 0,2

[Vit C](mg/ml)

Figure 16 : Courbe d’étalonnage qui exprime le pourcentage d’inhibition du DPPH en
fonction des différentes concentrations de la Vitamine C.

a. Calcule d’IC 50 du Vit C

A partir de la droite de régression nous avons calculer d’IC 50 de la Vit C (fig. 16). Nous
avons obtenu IC 50 de la Vit C = 0,062 mg/ml de Vit C.
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1.2. Bétacarotene

y=58597x-7,5918 |9 BC
R? = 0,9934
120
1
00 .
..
¥ 80 ettt
= .
c
S 60 -
£ 40 o
£ e
-
(=] .
X 20
e
o °
0 0,05 0,1 0,15 0,2

[Bc](mg/ml)

Figure 17 : Courbe d’étalonnage qui exprime le pourcentage d’inhibition du DPPH en
fonction des différentes concentrations de béta-caroténe.
b. Calcule d’IC 50 du Bc
A partir de la droite de régression nous avons calculé d’IC 50 du BC (fig. 17). Nous avons

obtenu
IC 50 de BC = 0,09 mg/ml de Bc
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1.3.Extrait aqueux de Z. album

y =7,9606x + 6,1147

% R? =0,9658
80 v
70
;\? 60 Y ‘ ®
g 50 E
£ 10 00
£ 30 L
X 20 ‘
10 i
0
0 2 4 6 8 10

[EZA](mg/ml)

Figure 18 : Courbe d’étalonnage qui exprime le pourcentage d’inhibition du DPPH en
fonction des différentes concentrations de I’extrait aqueux de Z. album.

c. Calcule d’IC 50 du ’EZA

A partir de la droite de régression nous avons calculé d’IC 50 du I’EZA (fig. 18). Nous
avons obtenu IC 50 de EZA = 5,51 mg/ml de I’EZA.

Nous constatons que I’extrait aqueux de Z. album montre une faible activité anti-
oxydante méme a des concentrations plus élevées par exemple a une concentration de 9 mg/ml
I’EZA posséde un pourcentage d’inhibition de 81,30%, par rapport aux celles du Vit C et Bc
pour une concentration de 0,12 mg/ml possédent un pourcentage d’inhibition de 96,04% pour
la Vit C et 95,52% pour Bc.

La Vitamine C montre une forte activité antioxydante. Afin de comparer I’efficacité de 1’extrait
aqueux de Z. album, nous avons déterminé la concentration 1C50 qui réduit 50% du DPPH.
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Les IC50 sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des droites tracees : les
pourcentages d’activité antioxydante en fonction des différentes concentrations et les résultats
obtenus sont résumées dans le tableau suivant (tableau 6) :

IC 50 exprimée (mg/mil)
Bc 0,09
Vit C 0,062
EZA 5,511

Tableau 6 : Tableau exprime les trois IC50 (Bc, Vit C, EZA)

Il a été rapporté dans 1’étude de Sanchez et al en 1998 que plus IC50 est petites, plus
I’antioxydant a une activité plus importante (112).

Les résultats de notre étude révelent que les pourcentages de I’activité antioxydante sont
proportionnels aux concentrations suivantes Vit C, BC et EZA

De plus, ces résultats montrent que tous les extraits examinés ont des 1C50 différents pour
piéger le radicale DPPH (Figure 19).

IC 50 exprimée (mg/ml)

Bc Vit C EZA

Figure 19 : Histogramme des IC50 exprimé en mg/ml.
En comparant les résultats obtenus avec les utilisations décrites ci-dessus, on voit que les trois

Produits (EZA, VitC et Bc) présentant les résultats les moins bons sont tout de méme utilisées
pour leurs propriétés antioxydantes.
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Pour laVitCetBC;
Malgre les faibles valeurs d’IC50 remarquées pour la Vit C (0,062 mg/ml) et pour le BC (0,09
mg/ml), en observent une forte activité anti-oxydante de ces derniers.

Pour I’extrait aqueux de Z. Album ;
En observent La valeur la plus élevée d’IC50 pour EZA (5,511 mg/ml) mais I’activité
antioxydante la plus faible, suggerent une probable mauvaise miscibilite.

Dans 1’étude de Marouane et al en 2014, il a été rapporté que malgré le pouvoir antioxydant
de I’EZA est le plus faible a celui des anti-oxydants synthétiques, il reste trés avantageuse par
sa capacité de continuer a piége les radicaux libres, ce potentiel antioxydant conféré a ’EZA
un grand intérét dans la prévention contre le vieillissement et le diabéte et pour les maladies
cardiovasculaire (113).

De plus, dans une autre étude de Bozin et al en 2008, il a été rapporté que L’activité
antiradicalaire exprime la capacité de réduction des radicaux libres. Le radical DPPH est I’un
des substrats les plus utilisés pour 1’évaluation rapide et directe de ’activité antioxydante en
raison de sa stabilité en forme radicalaire libre et la simplicité de 1’analyse (114).

En 2008, Durackova Z. et al en indiquent au cours leurs études que 1’augmentation du stress
oxydatif et la production excessive de produits de glycation avancée des protéines, conduisent
au moins en partie a un dysfonctionnement endothéliale qui contribue au développement des
complications diabétiques. Il a été montré que les patients diabétiques présentent un stress
oxydant important et des systemes de défense antioxydante altérés, qui semblent contribuer a
I’initiation et a la progression des complications chroniques associées au diabéte (3).

2  Activité antidiabétique de Z. album

Ce test a été congu pour étudier I’évaluation de I’extrait aqueux de Z. album afin de valider
son utilisation traditionnelle.

L’étude a été réalisé sur une culture de levure, avec différentes concentrations de glucose.

Différentes doses d'extrait aqueux de Z. album ont été testées pour évaluer son pouvoir
inhibiteur sur I'absorption du glucose par la suspension de levure.

D’aprés une étude faite par Wenger et al en 2004 la sélection de la levure a été établie
pour son caractere distinctif du systeme de transport du sucre. D’autres études ont montré que
le transport du glucose a travers la membrane cellulaire de la levure, se fait par diffusion
facilitée, Par conséquent le transport du glucose se produit uniquement si la concentration
intracellulaire en ce sucre est réduite (115).
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Les figures 20, 21 et 22 illustrent le pourcentage d’inhibition de 1’absorption du glucose par la
levure a différentes concentrations de glucose, a savoir 5 mM, 10 mM et 25 mM,
respectivement.

5 mM (Glucose)

25(pg /ml)EZA 25(ug /ml)EZA 50(ug /ml)EZA 100(ug /ml)EZA  500(ug /ml)EZA
2(pg / m)M/G 4(pg / m)M/G 6(ng / ml)M/G 8(ug / m)M/G 10(pg / m)M/G

0 0 W W wuwuow
A 00O N DO

N N
o 00 O

% d'inhibition de I'absorption du glucose
~ (o]
B N

H % d'ihibition EZA W % inhibition Metformine H % inhibition Glimipéride

Figure 20 : Histogramme exprime %I d’inhibition de I’absorption du glucose par la levure sous I'effet
d'extrait aqueux ZA (EZA) comparer avec deux médicaments standards de référence metformine(M)
et Glimépiride(G) a une concentration de glucose de 5 mM.

10mM
95
[J]
(%)
8
S 90
oo
S 85
c
0
a 80
S
3
© 75
(9]
T 70
c
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5 65
= 25(pg /ml)EZA 25(pug /ml)EZA 50(pg /ml)EZA 100(pg /ml)EZA 500(pug /ml)EZA
£ 2(pg / m)M/G 4(pg / m)M/G 6(ug / m)M/G 8(ug / m)M/G 10(ug / m)M/G
©
N

B % d'ihibition EZA B % inhibition Metformine (M) B % inhibition Glimipéride(G)

Figure 21 : Histogramme exprime %I d’inhibition de I’absorption du glucose par la levure sous I'effet
d'extrait aqueux ZA (EZA) comparer avec deux médicaments standards de référence metformine(M)
et Glimépiride(G) a une concentration de glucose de 10 mM.
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Figure 22 : Histogramme exprime %I d’inhibition de 1’absorption du glucose par la levure sous l'effet
d'extrait aqueux ZA (EZA) comparer avec deux médicaments standards de référence metformine(M)
et Glimépiride(G) a une concentration de glucose de 25 mM.

Les résultats obtenus montrent que 1’absorption du glucose par les cellules de levure, dans les
différentes préparations de solutions glucosées 5, 10, 25 mM qui ont été montré dans les figures
20, 21 et 22 respectivement, augmente de fagon proportionnelle avec 1’augmentation de
concentration ’EZA. En effet, nous constatons qu’a la faible concentration de I’extrait aqueux
de ZA (25ug /ml) le pourcentage d’inhibition (% I) tu donnes les % de 1’absorption du glucose
par les cellules de levure est plus élevé que le % I de I’absorption du glucose en présence de
Metformine et Glimépiride a la concentration de 2 pg /ml tu donnes les %. Donc I’extrait
aqueux de ZA a une forte activité antidiabétique par rapport aux celles du Met et Gli .

Nos résultats de notre étude sur des essais in vitro ont révélé que I’EZA possede une activité
inhibitrice remarquable et cela a des différentes concentrations glucosées et méme a des
concentrations trés basses.

Selon Mustapha A et al en 2007 et Hussein R et al en 2011, I'EZA a un effet hypoglycémiant
puissant qui peut étre associée a une teneur élevée en composés phytochimiques, tels que les
flavonoides, le kimpférol croisé, I'isorhaméninine et l'isocersteine, le béta-sitostérol, les
triterpénes, les tanins. En plus des alcaloides ou des glycosides se trouvent dans Z. I'album [116,
117].

Dans ce contexte, les etudes de Cazarolli L et al en 2008 et Sireesha Y et al en 2011 rapporte
que la suggestion de I’effet inhibiteur de certains flavonoides sur I'absorption du glucose est
due a l'inhibition compétitive du transporteur de glucose-1 dépendant du sodium [118, 119].
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CONCLUSION ET PERSPECTIVE

Plusieurs espéces de la famille des zygophyllaceae possedent des propriétés thérapeutiques
remarquables, et sont utilisées en médecine traditionnelle.

Parmi ces plantes, zygophyllum album qui est utilisé dans le traitement de diabete. D’aprés
nos resultats obtenus de 1’évaluation des deux activités antioxydante et antidiabétique de
I’extrait aqueux de Z. album in vitro qui ont révéle :

L’extrait de Z. album possede une faible activité antioxydante méme a des concentrations
élevées.

Par contre L’extrait de Z. album possede une forte activité antidiabétique méme a des
concentrations trés basses, cet effet hypoglycémiant de cet extrait peut étre associé a une
teneur élevée en métabolites secondaires tel que les alcaloides et flavonoides.

Ces tests ont été effectué par des techniques alternatives 3R (in vitro) qui remplacent
I’expérimentation animale (in vivo).

En perspective, on propose :

e D’explorer les propriétés thérapeutiques de chacun des métabolites secondaires de Z.
album.

e S’intéresser a étudier profondément I’activité anti diabétique de Z. album.

e Découvrir le résultat d’'une combinaison entre 1’extrait du ZA qui posseéde une faible
activité anti oxydante avec un autre extrait végétale reconnu pour son effet anti
oxydant a fin de renforcer cette activite.
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Annexe

1. Préparation de la suspension de levure

e 10g (levure de boulangerie) dans 100ml (eau distillé)

e 1% centrifugation (3000g dans 5 min)

e 2eme centrifugation de surnageant (3000g/5min)

e 3eme centrifugation de surnageant apres 24h (3000/5min)
e Préparation des solutions stock

2. Préparation réactif d’antrone a 0,2%
0,2g (RA) — 100ml (2ml (ED)+98ml (AS a 95%))
3. Préparation la concentration d’extrait

1 g(extrait) —>100m<' Sml DMSO (but ; pour la solubilisation d’extrait)

95ml eau distillé

4. Préparation des concentrations glucosees

1 mole (M) de glucose contient de 180g dans 1litre, donc 1mM du glucose contient 180*10"
(-3) g dans 1 litre. (1M (mole) de glucose=180 g/l)

1ImM= (10"-3) M, alors;
1mM = 180*10" (-3) g/l, (180*(107-3) g dans llitre d’cau distillé)
5mM = 900*10” (-3) g/l
10mM = 1800*10" (-3) g/l

25mM = 4500%10~ (-3) g/l

5. Préparation les différentes concentrations d’extrait dans les solutions glucosées
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Solution mere ; 1g(extrait) —100ml, la préparation des dilutions a partir de la solution mére
d’extrait aqueux est comme suivant :

Concentr_atlon Extrait Glucose
(extrait)
25 ug /ml 250 ul
50 ug /ml 500 ul i
100 oy fmi o Suivi par 100 ml du glucose (5, 10, et 25mM)
500ug /ml 5ml

Exemple de la préparation de la concentration (25ug/ml)

1g(extrait) —100ml

1000mg  —100ml 25ug —1ml

1000000ug —100ml 2500ug—100ml
c2 b cl vl

2500%100 25
=2 =22 —0.25ml

1000000 100

250ul(extrait) —100ml (solution glucosé)

6. Les différentes dilutions des substances a tester
Tableau de la gamme de dillution de EZA :

Concentration EZA Méthanol
EZA
(e (ul) (k)
1 50 450
5 100 400
3 150 350
4 200 300
5 250 250
6 300 200
7 350 150
8 400 100
9 450 50

Tableau de la gamme de dilution de Vit C :
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Concentration Vit C Méthanol
Vit C (uh (1))
(mg/ml) H -
0,02 50 450
0,04 100 400
0,06 150 350
0,08 200 300
01 250 250
0,12 300 200
0,14 350 150
0,16 400 100
0,18 450 50
Tableau de la gamme de dilution de Bc :
Concentration Bc Méthanol
Bc (ul) (k1)
(mg/ml)

0,02 50 450
0,04 100 400
0,06 150 350
0,08 200 300
0.1 250 250
0,12 300 200
0,14 350 150
0,16 400 100
0,18 450 50
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7. courbe d’étalonnage glucose

a. Absorbtion du glucose
*1ml (differentes concentrations glucoses) (10ug/ml), (20ug/ml), (30ug/ml), (40ug/ml),
(50ug/ml), (60ug/ml). en duplicate

—Addition 100ul d’eau distillé
—Préincubation de ces solutions & 37°C /10min
—agitation du mélange par un agitateur
—incubation a 37°C/1h

—centrifugé a 2500g/5min

b. Dosage de glucose
*50ul de surnageant

—addition de 500ul d’eau distillé

—addition de 1ml de réactif d’antrone a 0,2%

— agitation du mélange par un agitateur
—incubation dans I’eau bouillante (100°C) /10min
—lecture par un spectrophotomeétre

c. Courbe d’¢talonnage

y =0,0393x + 0,0489
R?=0,9362

0,3

0,25

0,2

0,15

0,1

<

Absorbance (DO moyenne)

0 1 2 3 4 5

Concentration en glucose (ng/ml)

Figure 23: courbe d’étalonnage du glucose.



