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Résumé :
Zygophyllum cornutum coss. communément appelée bougriba, est une plante médicinale

endémique du Sahara septentrionale Algeérien, largement utilisée comme hypoglycémiante et

dont des études ultérieurs ont montré leur effet antidiabétique in vivo.

L’investigation phytochimique qualitatif sur la plante a montré sa richesse en composés
chimiques dont les flavonoides, les tanins, les terpenes, les saponosides, les alcaloides et le

mucilage.

L’efficacité antioxydante de I’extrait méthanolique in vitro par le test DPPH a donné des
résultats inférieurs en comparaison avec le standard 1’acide ascorbique, dont I’'IC50 qui capte
50% des radicaux libres DPPH est de 16.4 mg/ml pour I’extrait méthanolique et 2.97mg/ml

pour I’acide ascorbique.

L’extrait aqueux a 10% a réduit I’inflammation induite chez des souris par la carragénine 1%
de la méme facon que le Diclofénac (12.5mg/kg) dont le pourcentage d’inhibition est égal a

26.04 % pour le Diclofénc et 29.95% pour I’extrait aqueux.

Le traitement des souris rendus diabétiques par 1’alloxane a la dose de 200mg/kg, en
administrant I’extrait aqueux a 10% a réduit significativement 1’hyperglycémie avec un
maintien du poids corporel, alors que I’extrait aqueux a 20% a montré une baisse trés

significative de la glycémie avec une perte du poids corporel a la fin de 1’étude.

Les coupes histologiques au niveau du pancréas ont montré une légére amélioration des
cellules B de Langerhans et une absence de I’inflammation chez les souris traités par 1’extrait
aqueux de la plante aux deux doses en comparaison avec celles non traités et celles traités par

la métformine.

Mots clés : Zygophyllum cornutum, antioxydant, DPPH, anti-inflammatoire, carragénine,
antidiabétique, Alloxane



Abstract :

Zygophyllum cornutum coss. commonly called bougriba, is a medicinal plant endemic to the
northern Sahara Algerian, widely used as hypoglycémiante and whose of subsequent studies

have shown their antidiabetic effect in vivo.

The phytochemical investigation qualitative nature on the plant has shown its richness in
chemical compounds including flavonoids, tannins, terpenes, saponins, alkaloids and

mucilage.

The effectiveness antioxidant activity of the EMZC in vitro by the test DPPH gave results
lower in comparison with the standard ascorbic acid, whose IC50 which captures 50% of the
free radicals DPPH is 16.4 mg/ml and 2.97mg/ml respectively.

The EAQZC to 10% has reduced the inflammation induced in mice by the carrageenan 1% in
the same way that the Diclofenac (12.5mg/kg) including the percentage of inhibition is equal
to 26.04% and 29.95% respectively.

The treatment of Mice rendered diabetic by the alloxan in of the 200mg/kg, in administering
the EAQZC at a dose 10% has significantly reduced the hyperglycemia with a maintenance of
body weight, whereas the EAQZC at the dose of 20% has shown a very significant reduction
of the blood glucose levels with a loss of body weight at the end of the study.

Histological sections at the level of the pancreas showed a slight improvement of the
Langerhans B cels in mice treated by the EAQZC to two doses.

Key words: Zygophyllum cornutum, antioxidant, DPPH, anti-inflammatory, carrageenan,

antidiabetic,, alloxan
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Introduction générale

La médecine par les plantes, autrement appelée phytothérapie, est la plus fagon du
monde de se soigner [Verbois, 2015], et au cours des vingt derniéres années on a vu renaitre
I’intérét des plantes médicinales [Chevallier, 2013], en effet le corps humain est bien mieux
adapté a un traitement a base de plantes qu’a une thérapeutique exclusivement chimique
[Iserin, 2001].

Cela est di a ses différents composants. Il s’agit la plupart du temps de produits du
métabolisme de la plante qui d’un point de vue chimique, peuvent appartenir aux groupes de
substances les plus variés [Hans et Kothe, 2007] dont les principaux groupes sont les
composés phénoliques, les composeés terpéniques et les alcaloides.

Aujourd’hui, La phytothérapie est apparue comme une réponse aux problémes soulevés
par les médicaments chimiques [Rombi, 1994], en effet, les plantes médicinales utilisées en
phytothérapie proposent d’aborder le traitement de maniére plus globale et moins agressive
[Rombi, 1994], tandis que les médicaments sont devenus de plus en plus agressifs, allant

méme jusqu’a créer des effets secondaires [Rombi, 1994].

C’est le cas de la maladie du diabéte, dont I’utilisation des médicaments chimiques n’est
pas sans inconvénients ni précaution d’emploi, donc il est apparue intéressant d’utiliser la
phytothérapie seule ou en complément pour diminuer la dose de médicaments synthétiques
[Hertel, 2003], mais aussi pour lutter contre les complications liées au diabéte dont les

affections inflammatoires.

De plus, au cours de ces derniéres années, I’importance du stress oxydant a été
croissante [Orban, 2001], il a été impliqué dans la physiopathologie de nombreuses maladies
dont le diabéte . En effet, il joue un réle majeur dans le développement d’une résistance a
I’insuline [Esser et al., 2011].

L’utilisation de substances chimiques de synthése anti-inflammatoires ou anti-
oxydantes est accompagnée toujours d’effets secondaires indésirables, alors que I’utilisation

de composés phytochimiques s’avére utile et sans effets indésirables [Ferradji, 2011].

Nous pourrons donc émettre I’hypothése qu’un traitement a base de plante a un effet a
la fois anti-inflammatoire et antioxydant, pourrait avoir une place dans le traitement et la

prévention du diabete.



De ce fait, notre présente étude s’inscrit dans le but de montreé le triple réle joué par les
plantes qui ont a la fois un effet antidiabétique mais aussi un effet antioxydant et anti-
inflammatoire, en insistant aussi sur la détection des substances phytochimiques susceptibles

d’avoir un effet vis-a-vis de ces troubles biologiques.

La plante choisie dans ce travail, est une espece endémique du Sahara septentrionale
Algérien, dont le principale objectif s’inscrit dans le cadre de la valorisation des propriétés
thérapeutiques des plantes médicinales de notre Sahara et surtout celles qui sont utilisées
traditionnellement par la population locale dans le traitement du diabéte. C’est 1’espéce
Zygophyllum cornutum coss., connue localement sous le nom de Bougriba et qui est
largement utilisée surtout pour ses propriétés antidiabétiques, qui fait objet de notre présent

étude.
Deux types d’études ont été fait pour ce contexte :

-Une étude phytochimique, afin d’investiguer les principaux composés chimiques contenus

dans la plante Zygophyllum cornutum.

-Des études bioologiques, en évaluant les effets anti-inflammatoire et antidiabétique de
I’extrait aqueux de Zygophyllum cornutum ainsi que 1’effet antioxydant de leur extrait

méthanolique.
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I.1. NOTIONS DE PHYTOTHERAPIE :

1.1.1. Généralités :

On entend par phytothérapie le traitement curatif ou préventif des maladies et des
troubles subjectifs par I'utilisation de préparations obtenues a partir de plantes entiéres ou
d’origine de plantes (feuilles, fleurs, racines, fruits, graines) [Fintelmann et Weiss, 2004]. I
peut s’agir de traitement traditionnel relevant d’une pratique empirique ancestrale, tres
présente dans les pays en voie de développement et sans assise scientifique conventionnelle
[Hammiche et al., 2013].

A la différence de la médecine allopathique classique qui consiste en I’administration de
médicaments renfermant un ou plusieurs principe(s) actif(s), la phytothérapie consiste en
I’administration de I’ensemble des principes actifs contenants dans la plante [Grinwald et

Janicke, 2006].
On distingue trois types de pratique :

-Une pratique traditionnelle : pratique empirique ancestrale, tres présente dans les pays en
voie de développement et sans assise scientifique conventionnelle [Hammiche et al. ; 2013].
Selon I'OMS, 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 [Sebai et
Boudali, 2012].

-Une pratique moderne : fait repose sur une meilleure connaissance de la chimie des plantes
médicinales et de leurs molécules actives, des méthodes d’extraction plus performantes
débouchant sur des formes galéniques mieux adaptés, de contrdles de qualité tant qualitatifs

que guantitatifs assurant une plus grande fiabilité au niveau des activités [Raynand, 2007].

-Une pratique de prophylaxie : 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 la ciboulette, de I'ail, du thym, du gingembre ou simplement du thé vert ... Une
alimentation équilibrée et contenant certains éléments actifs étant une phytothérapie

prophylactique [Sebai et Boudali, 2012].
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1.1.2. Avantages de la phytothérapie :

Les remedes a base de plantes ont cependant un immense avantage par rapport aux
traitements chimiques. En effet, leurs matiéres actives sont toujours biologiquement
équilibrées par la présence de substances annexes et par leurs liaisons réciproques, si bien

qu’elles ne s’accumulent généralement pas dans I’organisme et que leurs effets néfastes sont

limités [Grind, 1983].

En général, le corps humain est bien mieux adapté a un traitement a base de plantes
qu’une thérapeutique exclusivement chimique [Iserin, 2001]. Toutes fois 1’analyse chimique
des plantes a démontré la similarité de la structure moléculaire des composants végétaux et du

corps humain [Mclintyre, 2001].

En plus, et a 'opposé de la plante médicinale, le médicament chimique est constitué
d’un seul principe actif, présent en grand quantité. Aprés absorption, ce principe actif unique
se retrouve dans I’organisme a dose €levée et son action n’est pas contrebalancée par d’autres

constituants, ce qui peut induire des effets secondaires [Rombi, 1994].
1.1.3. Critéres de choix d’un reméde a base de plantes :

Les remedes a base de plantes servent d’une part a €liminer la principale cause du mal,
dans le mesure de possible, et d’autre part a soulager les symptomes [Sebai et Boudali,
2012].

Le choix de telle ou telle plante s’opére en fonction des capacités qui intéressent, le lieu
d’action (la sphere organique) et les principes actifs (potentialité) que la plante va développer
en fonction de son mode de préparation. Il est donc essentiel de connaitre en premier lieu des
grandes familles de composants actifs [Verbois, 2015]. En effet la substance active agie sur
les processus physiologiques par I’intermédiaire de modifications biochimiques et au niveau

cellulaire [Grunwald et Janicke ; 2006].
1.1.4. La phytothérapie en Algérie :

En Algérie, la phytothérapie est utilisée depuis toujours dans le secteur de la médecine
traditionnelle. Aujourd’hui les plantes jouent encore un role tres important dans les traditions

thérapeutiques et la vie des habitants, mais les régles de leur utilisation manquent parfois de
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rigueur et ne tiennent pas compte les nouvelles exigences de la thérapeutique moderne
[Rahmani et al., 2016].

En plus, Dans les années dernieres la phytothérapie est tres répandue, des herboristes
sont partout sans aucune formation spécialisée ou connaissance scientifique sur la
phytothérapie, des plantes et de mélanges pour toutes les maladies : diabete, rhumatisme,

minceur et méme les maladies incurables ... [Sebai et Boudali, 2012].

1.2. NOTIONS DE PHARMACOGNOSIE :

La science qui en ¢tudie la provenance, 1’aspect, la composition et la fagon d’appliquer
les plantes médicinales s’appelle pharmacognosie (du grec pharmakon, poison ou médicament
et gnosie, science). Son objet est également de découvrir de nouvelles plantes médicinales, de

les récolter et de les cultiver. [Thurzova, 1985].

1.2.1. Métabolites secondaires et leurs intéréts en pharmacognosie :

Nous nous citons que les principaux groupes en insistant sur leur réle en pharmacognosie.
1. Phenols :

Les composés phénoliques ou polyphénoliques forment une grande famille de composés
chimiques tres divers depuis les acides phénoliques jusqu’aux grands polymeéres complexes
que sont par exemple, les tanins et la lignine, en font partie les flavonoides. La structure de

base est le phénol, un cycle aromatique hydroxyle [Hopkins, 2003].

Leur intervention dans la santé est maintenant reconnue dans des domaines variés : lutte
contre 1’athérosclérose, action anticancérigene pour certains d’entre eux, action antioxydante

[Sarni-Manchado et Cheynier, 2006] anti-inflammatoire, et antiseptique [Chevallier, 2013].
-Tanins :

Le terme tanin provient d’une pratique ancienne qui utilisait des extraits de plantes pour
« tanner » les peaux d’animaux, autrement dit pour transformer une peau en cuir. Ces extraits
contiennent des derives phénoliques qui se lient aux protéines et donc les dénaturent
[Hopkins, 2003].
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Les drogues a tanins servent surtout en thérapeutique pour leurs propriétés astringentes
a D’extérieur et antidiarrhéiques en usage interne [Bruneton, 2009], propriétés puissamment
anti-oxydantes et anti-inflammatoires [Chevallier, 2013]. Il s’ajoute une action vaso-
constrictrice des petits vaisseaux, d’ou I’emploi contre les hémorroides, les blessures

superficielles [Bruneton, 2009].
- Flavonoides :

Les flavonoides sont des pigments de couleur souvent jaune ou blanche [Chevallier,
2013], existent le plus souvent sous forme d’hétérosides : les flavonosides, généralement plus

solubles dans I’eau que leurs génines [Paris et Myose,1979].

Les flavonoides ont été signalé a exercer plusieurs activités biologiques y compris les
activités : antibactériennes, cytotoxiques, anti-inflammatoires ainsi que des activités anti-
tumorales, mais la meilleur est leur capacité a agir comme de puissants antioxydants qui

peuvent protéger 1’organisme des radicaux libres (RDL) et des espéces réactifs d’oxygeéne

(ERO) [Bors et al., 1999 ; Mamta et al., 2012].
2. Terpeénes et les saponines :
- Terpeénes :

Les terpenes sont des composés naturels résultant de la polycondensation d’unités

isopréniques en C5 (2-méthylbutyle) [Maurice , 2012].

Ces substances possédent aussi des propriétés pharmacodynamiques trés variées, en
relation avec les différents fonctions liées au squelette terpénique [Paris et Myose, 1979]. Le
taxol (diterpéne) est un anticancéreux, 1’artémisine (sesquiterpéne) permet de lutter contre la

malaria, I’acide rétinoique (tétraterpéne) est un agent de cicatrisation [Maurice, 2012].
- Saponines :

Les saponines sont des glucosides contenus dans les plantes qui doivent leur nom du fait

qu’elles moussent lorsqu’on les mélange avec 1’eau (sapo = savon) [Kothe, 2007].

Les saponines sont des composants clés de structure similaire a celle des hormones

humaines, a souvent une action hormonale ou anti-inflammatoire [Chevillier, 2013].
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3. Alcaloides :

Un alcaloide est un composé organique azoté, plus ou moins basique, d’origine naturelle
le plus souvent végétale [Seguin, 2013], il n’en n’existe que rares représentants dans le régne

animal [Paris et Myose, 1979].

Ce sont des composés trés actifs physiologiquement. Beaucoup sont responsables de la
toxicité des drogues qui les renferment. Ils ont des actions physiologiques tres variées [Paris
et Myose, 1979], notamment au niveau du systeme nerveux central, du systéeme nerveux
autonome et du systeme cardiovasculaire. On notera aussi 1’existence d’antituméreux,

d’antiparasitaires, de curarisants... [Seguin, 2013].

1.3. NOTIONS DE PHARMACOLOGIE
1.3.1. DIABETE:

1. Utilisation cellulaire du glucose :

Le glucose circulant dans le sang est capté par les cellules de 1’organisme : cellules du
systeme nerveux ; cellules B des flots de Langerhans du pancréas ; cellules hépatiques (ou il
pénétre librement), cellules musculaires, cellules graisseuses (adipocytes) ou il doit subir n

transport actif sous la dépendance de 1’insuline [Macabies et Orsetti, 1978].

La translocation des transporteurs de glucose appelés GLUT, représente le mécanisme
principal de contrdle de la captation de glucose par les cellules a travers les membranes
cellulaires [Orban, 2011].

2. Mécanisme hypoglycémiant :

L’insuline qui est une hormone polypeptidique [Brooker, 2000], a une action
hypoglycémiante en intervenant sur la glycogénolyse et I’utilisation périphérique du glucose,
la protéolyse et la néoglycogéneése, la lipolyse et la cétogenése [Lonlay et al., 2013]. Il est
possible de considérer I’insuline comme une hormone anabolisante (elle favorise les

syntheses) et catabolisante (elle s’oppose aux réactions de synthése) [Brooker, 2000].

Normalement le glucose qui est en excés dans le sang doit rentrer dans les cellules de
I’organisme pour étre utilisé ou stocké, quand ces mécanismes sont moins efficaces, le diabete

apparait [Ménat, 2005].
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3. Définition du diabete :

Le diabete se définit par une hyperglycémie chronique, soit une glycémie a jeun
supérieur a 1.2 g/l (7mmol/l) a deux reprises ou par une glycémie supérieur a 2g/l (11mmol/l)

a n’importe quel moment de la journée [Guillevin, 2011] .
On distingue deux types de diabete :

-Le diabéte de type 1 : est dd a une destruction auto-immune des cellules insulinosécreétrices,
les cellules B de Langerhans, amorcée par des facteurs déclenchant chez des sujets

génétiquement prédisposes [Belon, 2013].

-Le diabéte type 2 : caractérisé par une résistance tissulaire a I’action de 1’insuline associée a
un déficit relatif de sécrétion d’insuline [Nolte et Karam, 2006]. L’insulinorésistance qui le
caractérise est favorisée par 1’obésité [Orsini et Pellet, 2005], en effet les adipocytes gorgés
de graisses deviennent progressivement insensibles a 1’insuline, le sucre ne pouvant plus

pénétrer dans ces cellules, il s’accumule dans le sang [Ménat, 2005].
4. Diagnostic :

IIs ont été réévalués en 1997 par les experts de ’'OMS (the Expert Committee on the
Diagnostic and Classification of Diabeties Mellitus, 1997). Une personne est considérée

comme diabétique si elle présente un des éléments suivants [Calop, 2008] :

-présence des signes cliniques du diabéte et glycémie supérieure ou égale a 2 g/L (11.1
mmol/L) ;

-glycémie a jeun (8 heures de jelne ou plus) supérieure ou égale a 1.26 g/L (7 mmol/L). cette

valeur est & confirmer par une 2° mesure un autre jour ;

-glycémie 2 heures aprés 75 g de glucose per os supérieure ou egale a 2 g/L (la pratique de

I’hyperglycémie provoquée par voie orale n’est cependant pas recommandée).
5. Complications du diabete :

Le diabéte entraine une altération de toutes les artéres de 1’organisme, les gros troncs
mais aussi et surtout les petites artérioles car la plaque d’athérome qui bouche les arteres

évolue beaucoup plus vite chez le diabétique a cause de présence excessive de sucre dans le
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sang. L hyperglycémie rend également le sang moins fluide [Ménat, 2005]. Ainsi que les

infections sont trés répandues chez un sujet diabétique qu’un sujet normal.
5.1. Complications aigues :

Parmi les complications aigues du diabéte sont observés : des comas hyperosmolaires,

des comas acidocitosiques, des comas hypoglycémiques [Calop, 2008].
5.2. Complications chroniques :

Deux grands types de complications chroniques: les complications dites

microangiopathiques et des complications dites macroangiopathiques.
-Microangiopathie :

Les complications microangiopathiques sont spécifiques du diabéte, elles atteignent les
petits vaisseaux des yeux (rétinopathie), des reins (néphropathie) et des nerfs (neuropathie)
[Peti et al.,2005].

-Macroangiopathie :

La macroangiopathie se manifeste par une athérosclérose accélérée [Calop, 2008], elle
atteignent les grosses artéres du coeur (coronaires), du cerveau (carotides) et des membres

inférieurs (fémorales) [Peti et al., 2005].
5.3. Infections :

La néphrite, cystite, vaginite ou I’infection cutanée apparaissent par fréquemment chez
les patients diabétiques. Les lésions du pied se compliquent souvent d’infections chez le
diabétique et peuvent entrainer des troubles de la marche, voire une amputation [Calop,
2008].

6. Traitement du diabete :

L’objectif du traitement consiste & maintenir la glycémie autour de sa valeur normale [Calop,
2008].
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6.1. Diététique :

La diététique est le premier geste thérapeutique du diabete de type 2. Associée a une
activit¢ physique et sportive réguliére, elle peut améliorer voire normaliser 1’équilibre
glycémique [Calop et al., 2008], en permettant de réduire I’exces de poids (cela peut suffire a

normaliser la glycémie) et d’éviter les pics d’hyperglycémie apres les repas [Rombi, 1994].
En cas d’échec, une monothérapie par antidiabétiques oral sera insaturé [Calop, 2008].
6.2. Traitements médicamenteux :

Les traitements médicamenteux sont du domaine médical. Les antidiabétiques oraux
appartiennent a deux familles, les sulfamides hypoglycémiants, qui augmentent la production
d’insuline et les biguanides qui favorisent I’entrée du glucose dans les cellules [Rombi,

1994].

-Sulfamides hypoglycémiants : ils présentent une action hypoglycémiante par effet
pancréatique (augmentation de la sécrétion d’insuline basale, surtout celle induite par le

glucose et les acides aminés) [Calop, 2008].

-Biguanides : la metformine ne modifie pas I’insulinosécrétion. Elle agit uniquement au
niveau extrapancréatique en améliorant la sensibilité des tissus cibles (muscles, foie) a
I’insuline et en augmentant ainsi 1’utilisation périphérique du glucose. Elle ne présente donc
pas d’effet réellement hypoglycémiant mais évite I’apparition d’une hyperglycémie. Elle
permet une diminution de la production hépatique de glucose et un ralentissement de

I’absorption intestinale d glucose [Calop, 2008].

Ces médicaments peuvent devenir insuffisants et le médecin peut étre dans 1’obligation

de mettre le patient sous insuline injectable [Ménat, 2005].
6.3. Insulinothérapie :

L’insulinothérapie est adaptée a chaque malade. L’objectif du traitement est
essentiellement d’obtenir un équilibre glycémique correct (hémoglobine glyquée HbAL a 7%)
[Calop et al., 2008].
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6.4. Phytothérapie antidiabétique :

La phytothérapie présente un grand intérét dans I’aide au traitement des complications a
long terme du diabete. Elle est destinée plus particulierement aux complications liées aux

microangiopathie [Rombi, 1994].

La phytothérapie antidiabétique est indiquée, en association avec un régime diététique
approprié, dans [Rombi, 1994] :

- Le diabete latent, comme thérapeutique d’équilibrage et de prévention des complications,

-Le diabéte déclaré, comme thérapeutique intermédiaire avant le traitement par biguanides ou

sulfamides en cas de contre-indication a ces deux derniers.
-Comme complément aux traitements classiques pour faciliter I’équilibre glycémique.

De nombreuses plantes sont considérées traditionnellement comme antidiabétiques
certaines sont a ’origine de la mise au point de médicaments ex : le biguanide metformine

grace au Gallega officinalis

1.2.2. INFLAMMATION :

1. Généralités :

L’inflammation est la réponse des tissus vivants a des dommages [Nayak et Kumar,
2017] qui vise a restaurer I’intégrité de 1’organisme et a maintenir son homéostasie et qui fait

intervenir un grand nombre de cellules et de médiateurs chimiques [Asselah, 2009].

Le but de cette réaction est de détruire (ou de contenir) 1’agent responsable du
dommage, d’initier les processus de réparation et de rendre au tissu 1ésée sa fonction initiale

[Stevens et al, 2004].
1. Médiateurs chimiques de I’inflammation :

Le déclenchement et la poursuite de I’inflammation, sa diffusion a partir du foyer
inflammatoire font appel a des facteurs synthétisés localement ou qui sont présents a I’état de

précurseurs inactifs dans la circulation sanguine [Heymonet, 2013].
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Parmi celles-ci citons : le facteur XII ou facteur de Hageman, les kinines, la bradykinine
et le systeme fibrinolytique. Tandis que les médiateurs cellulaires jouent un réle intermédiaire
dans la commande de certaines fonctions cellulaires, en agissant sur des récepteurs
membranaires spécifiques [Asselah, 2009], Parmi celles-ci notons: [I’histamine, les
prostaglandines, les leucotrienes, et les cytokines.

2. Cellules impliguées dans la réaction inflammatoire :

L’une des caractéristiques histologiques notables de I’inflammation est 1’accumulation
de cellules inflammatoires au site de la blessure [Lin et Hu, 2014]. Parmi celles-ci : les
polynucléaires neutrophiles (PNN), les polynucléaires basophiles, les plaquettes sanguins, les
lymphocytes, les mastocytes, les macrophages et les fibroblastes. collagene, protéoglycane,
fibronectine, élastine [Botting et Botting 2000].

2. Traitement de Pinflammation :

Le traitement des patients ayant une inflammation se fait principalement dans deux
buts: le premier est le contrdle de la douleur [Wagner, 2000], et le deuxieme est le
ralentissement ou en théorie, la suppression du processus destructeur tissulaire [Wagner,
2000].

Les anti-inflammatoires utilisés dans le traitement de ’inflammation sont de deux

types :
-Les anti-inflammatoires non stéroiidiens (AINS) :

Les AINS sont des molécules qui appartiennent a des familles chimiques de structures
chimiques non stéroidiens. lls sont avant tout des analgésiques mais aussi des antipyrétiques
et anti-inflammatoires [Devillier, 2001]. Les AINS agissent en bloquant la cyclo-oxygénase
(COX), inhibant la synthése des prostaglandines a partir de 1’acide arachidonique [Ziltener et
al., 2010].

-Les anti-inflammatoires stéroidiens (AlS) :

Les antiinflammatoires stéroidiens de référence sont représentées par la cortisone et
I’hydrocortisone. Ces corticoides inhibent la réponse inflammatoire quelque soit 1’agent

phlogogene responsable entrainant une réduction de la vasodilatation et de 1’cedéme en
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diminuant le chimiotactisme et la migration leucocytaire vers le foyer inflammatoire
[Aouissa, 2002].

1.2.3. RADICAUX LIBRES ET STRESS OXYDANT :
1. Radicaux libres

1.1. Généralités :

Un radical libre se définit comme tout atome, groupe d’atome ou molécules possédant
un électron non appari¢ (célibataire) sur leur orbitale externe. Il s’agit d’especes chimiques
tres réactifs qui cherchent dans leur environnement un électron pour s’apparier ( c¢’est-a-dire

pour former une liaison chimique) [Jadot, 1994].

Dans les circonstances quotidiennes normales, les radicaux libres sont produits en
permanence en faible quantité comme les médiateurs tissulaires ou les résidus des réactions
énergétiques ou de défense, et cette production physiologique est parfaitement maitrisée par
des systemes de défense, d’ailleurs adaptatifs par rapport au niveau de radicaux présents.
Dans ces circonstances normales, on dit que la balance antioxydant /pro-oxydants est en
équilibre [Favier, 2003].

1.3. Antioxydants et défense antiradicalaire :

Le terme antioxydant se réfere a toute molécule capable de stabiliser ou de désactiver
les radicaux libres (RDL) avant qu’ils n’attaquent les cellules [Sisein, 2014].

Toutes cellules disposent d’un ensemble de mécanisme de défense vis-a-vis des dérivés
actifs de I’oxygéne [Revillard, 2001]. Sans systéeme de défense, il est clair que la cellule ne
pourrait résister trés longtemps aux especes réactifs d’oxygéne (ERO) [Epelbaum, 2009].

Les systemes de défense antioxydants sont de deux ordres. Il s’agit soit de systeémes non
enzymatiques, qui peuvent étre classés en deux catégories selon qu’ils sont hydrosolubles ou

liposulubles, soit d’enzymes [Epelbaum, 2009].
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1.4. Perturbation des systemes de défense antioxydants :

Lorsque les moyens de défense sont « débordés », les radicaux libres oxygénés en exces
vont agir au niveau de trois grandes cibles cellulaires : les membranes, les protéines et les

acides nucléiques [Jadot, 1994].

- Mmbranes :

Les membranes péricellulaires et intracellulaires (lysosomes, mitochondries...) sont
altérées. Les acides gras insaturés qui composent les phospholipides des membranes sont tres
vulnérables au niveau de leur double liaison. Cette désorganisation commence par un défaut
de la fluidité [Jadot, 1994], ceci entraine une mauvaise réceptivité de la cellule et dans

certains cas I’apoptose, c¢’est-a-dire un suicide programmé de la cellule [Ponic, 2008].

- Protéines :

Les radicaux libres dénaturent les protéines structurelles comme le collagéne ou
I’¢lastine, les amenant a se lier les unes aux autres. Ce mécanisme entraine une perte
d’élasticité des tissus et expliquerait 1’apparition des rides [Ponic, 2008]. Ainsi que ces

modifications sont a 1’origine de fibrose et de sclérose [ Jadot, 1994].

- Acides nucléiques :
Les radicaux libres dénaturent ’ADN et entrainent des cassures chromosomiques. Des

perturbations sur la transmission ou la réplication sont notées [Jadot, 1994].
2. Stress oxydant :

Ce stress est donc crée par la formation excessive de RDL ou le défaut du systeme

physiologique de destruction des radicaux libres (RDL) [Kumar, 2011].

2.1. Stress oxydant et pathologies :

Le stress oxydant va perturber le bon fonctionnement des cellules et rende difficile le
maintien de I’homéostasie; il va étre a l’origine d’un vieillissement prématuré et de

I’apparition de nombreuses pathologies notamment de cancers, de maladies cardiovasculaires
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et neurodégénératives telles les maladies de Parkinson et d’Alzheimer [Bernard Chemouny,
2012], les maladies auto-immunes [Kabel, 2014], I’athérosclérose, le diabéte, 1’ischémie, les
maladies inflammatoires (polyarthrite rhumatoide, les maladies inflammatoires de I’intestin et

pancréatite) [Cui et al., 2004 in Kumar, 2011].

1.4. Zygophyllum cornutum coss. :

1.4.1. Famille des Zygophyllacées :

La famille peu nombreuse des Zygophyllacées n’a été connue, pendant longtemps, du
point de vue médicinal que par le Gaiac, Guayacum officinale, dont on utilisait le bois ou la
résine pour leurs propriétés sudorifiques, diurétiques et antigoutteuse. On sait maintenant que
le principal support de cette activité est guaiarétique qui appartient au groupe, reconnu depuis
peu des lignanes [UNISCO, 1960].

Cette famille comprend environ 25 genres et 500 especes, elle est représentée dans tous
les continents mais principalement dans les régions arides, ainsi au Sahara on observe 7

genres et 27 especes [Ozenda, 1977].

Parmi les Zygophyllacées Sahariennes, plus du tiers des especes et de nombreuses

variétés sont des endémiques du Sahara [Ozenda, 1977].

L’étude de cette famille est particuliecrement délicate. Les trois genres principaux,
Fagonia, Zygophyllum et Tribulus, sont en effet des genres critiques, a nombreuses especes
tres voisines les unes des autres [Ozenda, 1977].

La famille des Zygophyllacées doit son nom & la présence de feuilles opposées ;
toutefois les genres Peganum, Nitraria et Balanites font exception. Les feuilles sont
ordinairement composées, plus rarement simples ; elles possédent des stipules épineuses dans
le genre Fagonia et Balanites. Les fleurs sont réguliéres, de type 5, a 10-15 étamines, comme
chez le Géraniacées, mais possedent un disque entre les étamines et le pistil. Le fruit est une

capsule, parfois une baie ou une drupe [Ozenda, 1977].

13

——
| —



CHAPITRE | : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1.4.2. Genre Zygophyllum :
1. Aspect général :

Sous-arbrisseaux vivaces, ramifiés, a rameaux blanchatres semblant articulés, feuilles
petites composées de deux folioles cylindriques, charnues, opposees, de méme couleur que les
rameaux ; fleurs petites, blanchatres, axillaires, a cing sépales, 5 pétales ovales lancéolées, dix
étamines et un style, fruits dressés composés de cing segments verticillés, de formes variées
suivant I’espéce [Ozenda, 1991] qui se séparent a la maturité en 5 parties qui ne s’ouvrent pas

et tombent avec les graines qu’elles renferment [Bonnier, 1990].
2. Répartition géographique et propriéetés thérapeutiques :

Le genre Zygophyllum comprend environ 150 especes appartenant a la famille des
Zygophyllacées distribuées dans les déserts et les steppes méditerranéens ainsi que dans
I’ Asie Centrale, Sud Afrique et Australie [Ayad, 2012]. Ce sont des plantes trés adaptées au
milieu désertique par leur systeme de racines horizontales qui parcourent de longs chemins
pour atteindre les nappes souterraines [Betina-Bencharif, 2014]. La plus part des especes de

Zygophyllum sont utilisées dans la médecine traditionelle [Mostafavi et al., 2015].

En plus de Zygophyllum cornutum coss, on citera quelques autres espéces :

-Zygophyllum album L.: commune dans le sud-tunisien, plus rare dans le sud Algérien
[Ozenda, 1977] . Cette espéce est utilisée traditionnellement en Algérie pour traiter différents
maladies comme les maladies de la peau. Leur extrait aqueux est utilisé dans le traitement des
diarrhées et le diabéte. Zygophyllum album est aussi carminative, antiseptique et stimulante
[Lakhdari et al., 2015].

-Zygophyllum gaetulum : Sud marocaine [Ozenda, 1997], en Algérie Zygophyllum gaetulum
pousse exclusivement dans les régions désertiques, en zones arides a semi arides [Jaouhari et
al., 1999] . Elle est endémique [Ozenda, 1977]. Cette espéce est utilisée comme anti-eczéma,
antispasmodique et dans les maladies de I’estomac et du foie [Al-Saleh et Mirza, 1993
inKhan et al., 2014].

-Zygophyllum geslini coss. : Espéce endemique du Sahara septentrionale algérien [Medjoub,
2013]. Cette espece est utilisée contre le diabete, elle posséde également des activités
cytotoxiques [Smati et al, 2004].
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-Zygophyllum simplex L : fréquent dans le Sahara Central, méridional et occidentale, manque
dans le Sahara septentrionale [Ozenda, 1977]. Cette espece possedent des activités
antibiotique et laxative [Khan et al., 2014], et elle est utilisée comme remede pour diverse

maladies comme le diabéte, 1’asthme, la goute, le rhumatisme et I’hyperglycémie [Gharbani,
2005].

- Zygophyllum coccinum : pousse largement dans le désert Egyptien et traditionnellement
utilisée comme antihelminthique, diurétique, antidiabétique, antihypertensive [Al-Sahili et Al
Rammahi, 2014], I’asthme, la goute, et le rhumatisme [Gharbani, 2005].

- Zygophyllum fabago : est distribu¢ au Pakistan, I’Iran, 1’Afghanistan, I’Iraq, 1’Arabie,
L’ Afrique du Nord, I’Espagne, la France, I’ltalie et la Turque, [Khan et al. , 2014], elle est
utilisée comme antitussive, expectorant, anti-inflammatoire et pour éliminer les douleurs
[Khan et al. , 2014]. En Iran, les graines de Zygophyllum fabag sont utilisées pour les
problémes digestifs et pour des diarrhées [Zaidi et Crow, 2005].

-Zygophyllum cornutum :
3. Composition chimique :

L’ investigation phytochichimique du genre Zygophyllum a montré qu’ils sont tres
riches en saponines [Safir et Fkih-Tetouani, 1998 ; Smati et al., 2007 ], et en acides
quinovique [Hassanean et al., 1993 ], en plus d’autres composés comme les flavonoides
[Sameh et al., 2011 ] et les alcaloides [Smati et Hammiche, 1993] sont aussi identifiés de

ces genres.

D’ aprés Smati et al. (2004), le zygophylline, 1’acide quinolique et les glycosides sont
les majeurs composés décrits chez les especes de Zygophyllum . La quercétine 3-O- rutinoside
et isorhamnétine 3-O- rutinoside ont été détectés dans Z. album, Z. berenicens, Z. coccinum et
Z.decumbens. La quercetine 3-O- glucoside n’est produite qu’en Z. simplex et isorhamnétine

3-O-glucoside a été trouvé dans Z. album, Z. dcumbens et Z. simplex.
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1.4.3. Présentation du Zygophyllum cornutum coss. :

1. Présentation botanique :

C’est une plante vivace qui pousse en buissons ramifiés, a feuilles composées par deux
folioles cylindriques et charnues de méme couleur que les rameaux. A 1’aisselle des feuilles
naissent de trés petites fleurs blanches a cing pétales. Les fruits composés de cing segments

cornus au sommet, prennent une coloration ocre-violacé a maturation [Baba Aissa, 2011].

Fig. 21. Zygophyllum cornutum Coss. 4 holziger Zweig mit diesjihrigen Asten; B Bliite halb-
gedfinet; C dieselbe ganz gedffnet; D Blumenblatt; £ Staubblitter, F—Z Pistill in verschiedenen
Stadien bis zur fast reifen Frucht. — Original.

Figure 01 : Aspect morphologique de Zygophyllum cornutum coss.
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2. Appellation (Baba Aissa, 1991) :

-Nom francais : Zygophylle cornue.

-Nom arabe : Bougriba.

3. Classification :

Tableau I : Taxonomie e de Zygophyllum cornutum coss.

Classification de Quezel et Santa (1963) et d’APG 2003
Reégne Plantae
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Ordre Sapindales
Classe Dicotylédones
Famille Zygophyllaceae
Genre Zygophyllum
Espéce Zygophyllum cornutum coss.

4. Composition chimique :

D’aprés Poey et al (1977), la Zygophylle cornue est composée de quercitin 3-O- rutinoside,
d’isorhamnetin 3-O-, de rutoside, d’ isorhamnetin 3-O-glucoside, et d’isorhamnetin 3-O-

galactoside.
5. Habitat :

Espéce connue surtout sur les hauts plateaux de I’Est dans le Sahara septentrional Est,
jusqu’au Tunisie [Aissa, 2011]. Selon Quezel Petal 1962, elle est répondue principalement en

Algérie (Biskra, El Oued), au Maroc et en Tunisie.
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Figure 02 : Zygophyllum cornutum dans leur habitat naturel [Orignal, 2017].

6. Usage traditionnel :

Cette espece est connue surtout dans le sud-est algérien et en Tunisie, pour ses
propriétés hypoglycémiantes [Baba Aissa, 2011]. Elle est trés utilisée contre le diabéte sucré,
les inflammations et les douleurs du tube digestif [Ozenda et al., 1963 in Boumaza, 2009].
Comme hypoglycémiant, Zygophyllum cornutum est utilisée sous forme de poudre ou
infusion de sommités fleuries dont le go(t ameére et salé. On I’emploi aussi pour les soins
corporels des nourrissons et comme cicatrisant externe, ce mode d’utilisation est connu au
Maroc [Baba Aissa, 1991].
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Notre travail a été réalisé au niveau de trois structures scientifiques :

v’ Le screening phytochimique a été fait au laboratoire de chimie organique département
industrie pharmaceutique UB-1 ainsi qu’au niveau du laboratoire physicochimie
Filiale ANTIBIOTICAL-SAIDAL de Médéa.

v' Tactivité anti-oxydante par réduction de DPPH a été réalisée au niveau du laboratoire
physicochimie Filiale ANTIBIOTICAL-SAIDAL de Médéa.

v L’activité anti-inflammatoire, dans le laboratoire de pharmaco-toxicologie -Filiale
ANTIBIOTICAL- SAIDAL de Médéa ;

v’ L’activité antidiabétique, dans le laboratoire de pharmaco-toxicologie —Filiale
BIOTEC-SAIDAL EI-Semar

Durée du stage : Le stage s’est €talé sur une période de 4 mois (du mois de Mai au mois
d’Aout 2017).

11.1. Matériel :

11.1.1. Matériel biologique :

1. Matériel végétale :

Le Zygophyllum cornutum coss. étudié dans cette approche provient de I’est du Sahara
septentrionale Algérien. La récolte de la Zygophylle cornue a été faite dans leur habitat
naturel durant les mois d’Avril et Mai dans la région de Tolga Wilaya de Biskra.

Tableau 11.1 : La situation géographique de la station Tolga par Global Position System

(GPS).
Station Espéce Altitude (m) Latitude (Nord) Longitude (Est)
Tolga Zygophyllum 147 34°43°(°’ 5°22°0"

cornutum

L’espéce a été authentifiée d’aprés la flore d’Ozenda 1977 (dont les criteres
d’identification sont basés sur la forme des fruits qui différent d’une espece a une autre du

genre Zygophyllum), et & partir de I’herbier de 1’Ecole Nationale Supérieure d’Agronomie
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(ENSA) d’El Harrach Alger (Figure 03, Annexel), et confirmé par Mlle. Louhami Amira,

pharmacienne résidente en botanique médicale a ’université d’ Alger

Le séchage de la plante (parties aériennes) a éte réalisé dans un endroit sec, aéré et a

I’abri de la lumiére pendant un mois.

Devenue seche, la partie utilisée est broyée a I’aide d’un mortier traditionnel et réduite
en poudre puis mis dans un bocal en verre hermétiquement fermé pour des analyses

phytochimiques et études des activités biologiques ultérieurement.
2. Matériel animal :

Pour la réalisation de la partie expérimentale, nous avons utilisé des lapins et des souris

-15 souris souche N.E.M.R.I, de sexe male et femelle, pesant entre 25 et 29¢, et élevées au
niveau de I’animalerie du groupe antibiotical Saidal Médéa, repartis en 3 lots chaque lots

contient 5 souris , Ces souris ont été utilisée pour 1’évaluation de 1’activité anti-inflammatoire.

-25 souris souche N.E.M.R.I, de sexe male et femelle, pesant entre 21 et 27¢, et élevées au
niveau de 1’animalerie du groupe Saidal EL-Semar, répartis en 5 lots chaque lot contient 5

souris. Ces souris ont été utilisées pour 1’évaluation de I’activité antidiabétique.
11.1.2. Matériel non biologiques :

L’ensemble du matériel de laboratoire (verrerie, réactifs, appareillage) utilisé au cours

de notre travail expérimental, sont regroupés en Annexe II.

I1. Méthodes :
11.2.1. Etude phytochimique :
-Criblage phytochimique :

C’est une méthode de détection des composés chimiques d’une plante médicinale par
des réactions colorimétriques et des réactions de précipitation, il a pour objet I’identification

des différents groupes chimiques présents dans la drogue.
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» Préparation de I’extrait aqueux :
La solution a analyser est un infusé aqueux a 5%, obtenu en versant 100 ml d’eau

distillée bouillante sur 5 g de poudre de Zygophyllum cornutum. Filtrer aprés 15 min .

-Flavonoides :

Ajouter dans un tube a essai, 5 ml d’extrait a tester, quelques gouttes de HCI et quelques
copeaux de magnésium. L’apparition d’une coloration rose ou rouge ou jaune prouve la

présence des flavonoides [Diallo, 2005].

-Anthocyanes :
On prend 2.5 ml d’infusé¢ auquel on ajoute quelque gouttes d’ammoniaque. Il se

développe une coloration bleue en présence d’anthocyanes [Diallo, 2005].

-Anthraquinones :
A 1 ml de chaque extrait, on ajoute 0.5 ml de NH40OH a 10% et on agite. L’apparition
d’une couleur violette indique un test positif [Oloyede, 2005].

-Tanins :
A 2 ml de solution & tester ajouter 2 & 3 gouttes de solution de FeCls & 2%. Un test
positif est révélé par I’apparition d’une coloration bleue-noie et un précipité (laisser reposer

guelques minutes) [Karumi et al., 2004].

-Quinones libres :

A 1 ml de chaque extrait, on ajoute quelques gouttes de NaOH a 1%. L’ apparition d’une
couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones libres [Oloyede,
2005].

-Terpénoides :
Dans un tube a essai, ajouter a 2.5 ml d’extrait, 0,4ml de chloroforme et 0,6ml
d’acide sulfurique concentré. La formation d’un anneau marron-rouge a I’interphase

indique la présence des terpénoides [Khan et al., 2011].
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-Stérols et triterepénes : « réaction de libermann-Burchard »

A 1ml de chaque extrait, on ajoute 1 ml d’anhydride acétique et quelques gouttes de
H2S04 concentre. Les stéroides donnent avec cette reaction une coloration violacée au vert ou
une couleur rouge marron de la couche d’interface indiquant la présence des saponosides

triterpéniques [Edeoga et al., 2005].

-Triterpénes hétérosidiques :
2.5 ml de I’extrait sont mélangés avec 1 ml de chloroforme et 1.5 ml d’acide sulforique
concentré. Une couleur rouge-marron de la couche d’interface indique la présence des

triterpenes hétérosidiques [Edeoga et al., 2005].

-Saponosides :

0.5 g de la poudre de I’extrait est mélangé a 10 ml d’eau distillée puis porter a
I’ébullition pendant 5 min. il est ensuite refroidi et agité vigoureusement pendant 2 min. la
formation d’une mousse plus ou moins importante indique la présence de saponosides

[Muanda, 2010].

-Mucilage :

Nous avons ajouté & 1 ml de décocté a 10 % de 1’éthanol absolu (5 ml). L’obtention
d’un précipité floconneux, par mélange, indique la présence de mucilage
[Muanda, 2010].

-Alcaloides :

*Test de Mayer et Wagner : Dans deux tubes a essai, introduire 1ml de I’extrait a
analyser. Acidifier le milieu par quelques gouttes de HCI et ajouter quelques gouttes de réactif
de Mayer dans le premier tube et quelques gouttes de réactif de Wagner dans le second tube.

L’apparition d’un précipité blanc ou brun, respectivement révele la présence d’alcaloides.
*Tset Dragendroff : Dans un tube a essai, introduit 5 ml de 1’extrait, pui ajouter 2 ml

d’HCL et 1ml de réactif Drangendroff. L apparition d’un précipité rouge ou orange indique la

présense des alcaloides.
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11.2.2. Etudes biologiques :

11.2.2.1. Détermination de ’activité anti-oxydante :
-Estimation du pouvoir antioxydant par la méthode de réduction des
radicaux libres (DPPH) :

A. Principe

Le DPPH est un radical libre stable violet en solution, il présente ne absorbance
caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm, cette couleur disparait
rapidement lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl hydazyne par un composé a
propriété anti-radicalaire, entrainant ainsi une décoloration. L’intensité de la couleur est
proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons
[Moreno, 2002].

La réaction entre le radical (DPPH) et I’antioxydant (A-H) peut étre écrit comme suit

[Arulpriya et al., 2010] :

(DPPH) + (AH) »DPPH-H + (A)

« violet » « jaune »

Dont AH : composé capable de céder un hydrogéne au radical DPPH (violet) pour le

transformer en diphényle picryl hydrazine (jaune).

B. Mode opératoire :

Nous avons suivis le protocole établi par le groupe antibiotical Saidal Médea.

» Préparation de la solution DPPH :

0.04 g de DPPH est solubilisée dans 100 ml du méthanol absolu. La solution DPPH est

agitée pendant 10 a 15 mn puis laissée incubée pendant 30 mn a I’obscurité et a T ambiante.
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» Préparation de I’extrait méthanolique :
2 g de la poudre végétale est macéree dans 20 ml du méthanol absolu pendant 48 h. La
solution mére obtenue, subit ensuite des dilutions pour en avoir différentes concentrations de

I’ordre de milligramme par millilitre (mg/ml). La concentration calculée a donnée 25 mg/ml.

> L’essai au DPPH :

Dans des flacons secs et stériles, on introduit la solution de I’extrait a tester de
différentes volumes (0.1 ml, 0.2 ml, 0.4 ml, 0.6 ml, 0.8 ml, 1 ml) dont les concentrations sont
2.5, 5, 10, 15 et 25mg/ml respectivement, puis un volume de 3.9 ml du DPPH est ajouter a
chaque flacon. Aprés agitation les flacons sont placés a 1I’obscurité et a T ambiante pendant 10
mn. La lecture est effectuée a 517 nm.

-La solution controle est constituée du méthanol et du DPPH.
-Les blancs sont constitués de la solution de I’extrait a différentes volumes et du méthanol.
-La solution standard de référence est constitué de 1’acide ascorbique préparé dans les mémes

conditions que la solution de I’extrait.
D’aprés Biswas (2010), les valeurs d’absorbance inférieure du mélange de réaction

radicalaire indiquent une plus grande activité anti-radicalaire. La capacité de capter les

radicaux DPPH a été calculée en utilisant 1’équation suivante :

% d’inhibition = Abs controle — ADS extrait /ADS controle

> Détermination du potentiel antiradicalaire par le calcul de ’'IC50 :
L’IC50 (Concentration inhibitrice 50), est la concentration de I’échantillon testé
nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH. Elle est déterminer graphiquement par une

régression linéaire ainsi que a partir de la formule suivante :

Y =ax+bdontY correspond a ’'IC50
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11.2.2.2. Détermination de P’activité anti-inflammatoire :

Dans cette étude la mise en évidence de I’effet anti-inflammatoire a été réalisee selon la
méthode établie par Levy (1969) sur des souris dont I’inflammation est provoquée localement
par I’injection de la carragénine sous I’aponévrose plantaire de la patte des souris. Cette
inflammation se traduit par I’apparition d’cedéme qui peut étre réduit par un produit anti-

inflammatoire.

» Mode opératoire :

Nous avons utilisés 15 souris des deux sexes, de race N.E.M.R.l pesant entre 25¢ et
29¢. ces souris sont répartis en 3 lots (5 souris /cage) et soumises a une photopériode de 12 h
de lumicre par 24 h avec libre accés a 1’eau et a la nourriture.

Dix huit heurs avant I’expérimentation, les animaux ont ét€¢ mis a jeun tout en ayant un
acces libre a I’eau.

L’efficacit¢é d’une dose de 10% de I’extrait aqueux de Zygophyllum cornutum est

appréciée en comparaison avec le Diclofénac (12.5mg/kg) qui est pris comme référence.

Nous avons répartis les souris en 3 lots chaque lots contient 5 souris ;
-Lotl : chaque souris recevra 0.5 ml de 1’eau physiologique.

-Lot2: chaque souris recevra 0.5 ml du Diclofénac (12.5mg/kg).
-Lot3 : chaque souri recevra 0.5 ml de ’EAQZC a 10%.

L’administration de 1’eau physiologique, du Diclofénac et de I’extrait aqueux se fait par

un gavage gastrique (voire Annexe V).

Apres 30 mn, I’inflammation aigue est provoquée par 1’injection de 0.025 ml/souris de
carragénine sous l’aponévrose de la patte postérieur gauche des souris, puis aprés 4 h de
I’injection de carragénine, nous avons sacrifié toutes les souris par une dissection cérébrale).
Les pattes postérieures droites et gauches ont été coupées a 1’aide d’un saiseaux puis pesées

sur une balance analytique (Annexe V).
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» Taux d’augmentation d’eedéme en % :

Selon Levey, (1969). Cité par Berkan et al. (1991), le calcul du pourcentage de

I’augmentation ou de 1I’cedéme se fait selon la formule suivante :

moyenne des poids de la patte gauche—moyenne des poids de la patte droite % 100

% cedéme =
° moyenne des poids de la patte droite

» Pourcentage de réduction de I’cedéme en % :

Le pourcentage de réduction de I’cedéme chez les souris traitées par rapport aux témoins

se fait par la formule suivante :

. _%de l'oedéme témoin—% de l'oedéme essaie
% d’cedéme =— - x 100

% oedéme témoin

11.2.2.3. Détermination de I’activité antidiabétique :

Dans cette étude nous avons choisi le modele induit chimiquement par I’alloxane chez

les rats.

L’alloxane est un agent exercgant une activité cytotoxique sur les cellules B. Le produit
de sa réduction est 1’acide dialurique. L’alloxane établit un cycle d’oxydoréduction avec
formation de radicaux superoxydes. Associé a de forets concentrations de calcium

cytosolique, il provoque la destruction rapide des cellules B [Szudelski, 2001].
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» Induction du diabéte sucré :

Le diabéte sucré induit par I’administration intrapéritoniale de 1’alloxane monohydrate
a la dose de 200 mg/kg [Rammal et al., 2009] du poids corporel, dissout dans I’eau
physiologique.

Les souris sont soumis a une période de jeun de 18h avant I’injection de I’alloxane.
Apres I’injection, les rats sont remis dans les cages et recoivent systématiquement un libre
acces a I’alimentation et une solution de 5% de glucose a boire une nuit pour éviter le choc

hypoglycémiant. Le diabéte s’installe au bout d’une semaine.

» Suivis du poids corporel :

Les souris sont pesés a I’aide d’une balance de précision a des moments fixes avant
I’induction du diabéte (début de manipulation) et chaque semaine aprés I’induction du

diabete, jusqu’au le jour de dissection des souris.

Le taux de croissance des souris par apport au premier jour est exprimé en pourcentage

% et calculé selon la formule suivante :
Taux de croissance (%) = (Poj - P;j)*100/ Po;
Poj : Poids du premier jour

L’évolution du poids des différents lots se fait de fagon hebdomadaire.

> Mesures glycémiques :

Pour la mesure de la glycémie, des prélevements sanguins sont effectués au niveau de la
queue des souris. Apres nettoyage de la queue a 1’alcool, les souris sont piqués a 1’aide d’une
fine aiguille, une goutte de sang est récupérée puis déposée sur une bandelette pour lecture de
la glycémie a I’aide d’un glucométre (ONE TOUCH Ultra 2). La lecture s’effectue

automatiquement 5 secondes apreés.
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L’évolution de la glycémie a jeun des souriss de différents lots s’effectue 4 fois durant
I’expérimentation : avant I’njection de 1’alloxane (Go-7), aprés 1’injection de 1’alloxane (Go), et

durant le traitement (premiére semaine et deuxieme semaine).

La variation de la glycémie au cours du temps est exprimé en pourcentage et calculé

selon la formule suivante [Calleja, 1990].
% de variation = Gt - G0/G0 * 100
Gt : Variable de la glycémie a I’instant
» Constitution de lots :

L’échantillon se compose de 25 souris males/femelles pesant entre 21 et 27g (au début
de I’expérimentation), divisés en 5 lots (un lot de souris normaux et quatre lots de souris

diabétiques) :

-Lot 1: Souris normaux qui regoivent 10ml/kg de 1’eau physiologique per os et une fois par

jour.

-Lot 2 : Souris diabétiques qui recoivent 1ml/souris de 1’eau physiologique per os et une fois

par jour.

-Lot 3 : Souris diabétiques traités par la Metformine 850mg/kg a raison de 1ml/souris pour

per os et une fois par jour.
-Lot 4 : Souris diabétiques traités par 1 ml de 'TEAQZC a 10% (a raison de 1ml/souris)

-Lot 5 : Souris diabétiques traités par 1 ml de I’ZAQZC a 20% (& raison de 1ml/souris)

> Etude anatomopathologique :
-Dissection et prélevements du pancréas :

Aprés décapitation, on procéde a une dissection des souris dans le but de prélever le
pancréas. Cet organe est mis dans du formol a 10% (fixation) dans le but d’effectuer des

coupes histologiques.
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-Confection des coupes histologiques

Les coupes histologiques ont été réalisées au niveau du service d’anapathologie de
I’Hopital Parnet (Hussein Day Alger), par la méthode d’hématoxyline €osine selon les étapes

suivantes :

-Les pancréas sont retirés du formol et sont coupés en couches minces (1 a 2 cm? de surface et
de 1,5 mm d’épaisseur) a I’aide d’un couteau tranchant.
-Les prélévements réalisés sont alors mis dans des cassettes spéciales avec des parois

permettant le passage des liquides.

-Déshydratation : Afin d’enlever I’eau des tissus, les prélévements sont mis 12 h dans des

bains d’alcool de concentrations croissantes (70%, 80%, 90%, 100%).

-Réalisation des blocs (inclusion): Les tissus sont plongés dans des bains de paraffine
liquide (sous I’effet de la chaleur) c’est I’inclusion. Ces tissus imbibés de paraffine sont alors

mis dans un moule de paraffine fondue qui se solidifie en blocs en se refroidissant (enrobage).

-Réalisation des coupes : De ces blocs, sont réalisés des coupes fines de quelques
micromeétres de diametre (5um en moyenne) et cela grice a un appareil spécial qui est le
microtome. Les coupes sont alors mises sur des lames porte-objet. Ces derniéeres sont posées
sur une plaque chauffante qui permettra 1’étalement de ces rubans de coupes et leur fixation

sur la lame.

- La coloration : On baigne les coupes dans deux colorants: 1’hématoxyline et 1’éosine. Le
premier colorant étant basique, colore les structures acides de la cellule en bleue violacé (exp :
ribosomes, noyau). Le deuxieme colorant est acide et donc colore les structures basiques de la
cellule (exp : la plupart des protéines cytoplasmiques et donc le cytoplasme) en rouge ou en
rose. Aprés cette coloration, on déshydrate les tissus dans des bains d’alcool et on les monte

par la suite sur des lames a I’aide de I’eukitt.
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Tableau 11.3. : Etapes de coloration (bains).

Etapes Temps (min)
Lavage a H.O 1 min
Hématoxyline de Groat 1a5min
Rincer a I’eau courante 5 min
Rincgage rapide /
Eosine 30 secondes
Rincage rapide /
Alcool 70° 2 min
Alcool 100° 2 min
Xyléne 2a3min

-Observation au microscope : L’observation et I’interprétation ont été réalisées a I’aide d’un
microscope optique aux grossissements Gx10 et Gx40.

11.2.3. Etude statistique :

Les résultats statistiques obtenus sont exprimés en moyenne + écart type. L’étude
statistique a été réalisée a ’aide du logiciel Statistica version 6.2, test planifiés LSD. La
signification statistique a été déterminée au moyen du test d'analyse de variance a sens unique
(ANOVA) suivi par le test post-hoc de Tukey pour comparaison par pairs.

La valeur trouvée peut affirmer que les populations sont différentes avec un risque
d’erreur p tel que :

—p>0,05; ladifférence n’est pas significative.
—0,05 < p ; la difference est significative.
—p <0,005 ; la différence est hautement significative.

—p < 0,0005 ; la différence est tres hautement significative.
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1. Résultats et discussion :
I11.1. Résultats de I’étude phytochimique :
-Criblage phytochimique :

A fin d’expliquer les activités biologiques de Zygophyllum cornutum, il est trés
important de suivre leur composition chimique, de ce fait des tests ont été effectués pour
mettre en évidence la présence de certains groupements chimiques qui peuvent étre

responsables des activités biologiques étudiées.
Les résultats sont indiqués dans le tableau 111.1.:

Tableau 111.1: Composition phytochimique de ’EAQZC.

Métabolites Extrait aqueux
Flavonoides +
Tanins +
Anthocyanes +
Terpénoides +
Triterpénes hétérosidiques +
Stérols et triterpénes +
Anthraquinones +
Quinones libres +
Saponosides +

Alcaloides

Test de Mayar -
Test de Wagner +
Test de Dragendroff +

+ : Présence, - : Absence

Le criblage phytochimique a révélé la présence des flavonoides, tanins, anyhocyanes,

quinones libres, saponosides, terpénoides, triterpénoides hétérosidiques, stérols et triterpénes,
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alcaloides et mucilage. Cependant, la plante peut contenir des anthraquinones, cela est

expliqué par le changement de la couleur autre que celle recherchée.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Boumaza (2009), dont les tests
phytochimiques réalisés sur 1’extrait méthanolique de Zygophyllum cornutum ont montrés la
présence des flavonoides, tanins, alcaloides, et saponosides (a génines stéroidiques et a
génines triterpéniques), et aussi avec ceux obtenus par Ouazzouz (2014), dont les tests
phytochimiques effectués sur I’extrait aqueux de Zygophyllum cornutum ont montrés la
présence des flavonoides, tanins catéchiques, saponosides, stérols, terpénes, anthocyanes,
alors que les alcaloides sont absent dont le test a été fait par le reactif de Mayer ce qui est en
accord avec notre essai avec ce réactif et non en accord avec ceux obtenu par Boumaza
(2009) dont le test avec le réactif de Mayer, révéle la présence des alcaloides. Cela peut étre

du a la qualité du réactif utilisé.

Consernat une autre espéce du méme genre, le Zygophylum geslini , les résultats
obtenus par Medjoub (2009) dont le criblage phytochimique a été effectué sur 1’extrait
aqueux, ont montré aussi la présence des flavonoides, tanins, alcaloides, saponosides et

mucilage, ce qui est en accord avec nos resultats »

111.2. Résultats des études biologiques :

111.3.1. Résultat de détermination de I’activité anti-oxydante :

L’activité anti-oxydante de I’extrait méthanolique de la plante étudiée a été évaluée par
la méthode d'inhibition du radical DPPH (2-2-Diphenyl-I-picrylhydrazyl).

Les résultats obtenus lors du test de mesure du pourcentage d’inhibition du radical
DPPH pour I’extrait méthanolique et 1’acide ascorbique sont représentés dans le tableau 111.2

et tableau 111.3 ; Annexe IV et dans la figure ci-dessous :
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Figure 06: Pourcentage d’inhibition du radicale libre DPPH en fonction des concentrations de
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de I’acide ascorbique.
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D’aprés ces résultats, on remarque que le pourcentage d’inhibition du radical libre
augmente avec 1’augmentation de la concentration, il est de 10.9%, a la concentration de
2.5mg/ml et 75.15 a la concentration de 25mg/ml.

Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant, nous avons introduit le parametre 1C50.

La concentration de I’échantillon nécessaire pour inhiber 50% du DPPH radicalaire, a
été déterminé par régression linéaire des pourcentages d’inhibition calculés en fonction de

différentes concentrations d’extraits préparés, ainsi que par les formules suivantes :
IC50 extrait = 50-21.58/9.554 1C50 acide ascorbique= 50-4.673/2.779

Les valeurs des IC50 trouvées pour les deux extraits testés sont représentées dans le tableau
suivant :

Tableau I11.4: Les valeurs des 1C50 des extraits testés

Echantillon IC 50 mg/ml
Acide ascorbique 2.97
Extrait Zygophyllum cornutum 16.4

D’apres ce tableau nous Constatons que le taux d’inhibition du DPPH enregistré en
présence de I’extrait de la plante est 13 fois inférieure a celle de I’acide ascorbique, ce qui est
en accord avec celle de Boumaaza (2009), dont ’EMZC a montré une activité anti-

radicalaire 28 fois inférieur a celle de BHT.

L’étude qui a été fait par Belguidoum et al, (2015) sur I’évaluation de D’activité
antioxydante des différentes extraits de Zygophyllum cornutum, montre que les valeurs de
IC50 varient entre 24.955 et 67.059 ug/ml, avec une meilleure activité qui a éte trouvé dans
I’extrait aqueux avec une valeur IC50 de 24.935 ug/ml suivi de la chloroforme avec une
valeur IC50 de 38.478 ug /ml. Tous les extraits ont montrés une bonne activité anti-radicalaire
mieux que le BHT (62.652 ug /ml), tandis que la meilleur activité anti-radicalaire a été
observer pour le BHA (13.145mg/ml) et qui est efficace que celle de I’acide ascorbique
(14.657ug/ml).
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Cette capacité de réduction qui est déterminée par une diminution de 1’absorbance, est
due a la présence des substances anti-radicalaires qui semblent conferent aux radicales libres
(DPPH) des protons (réduction en DPPH-H). Ces substances sont principalement les

composés polyphénoliques dont les flavonoides.

Les propriétés anti-oxydantes des composés phénoliques et des flavonoides sont
médiées par les mécanismes suivants : piégeurs des especes radicalaires (ROS ou RNS), la
suppression de la formation de ROS /RNS en inhibant certaines enzymes ou traces de métaux
chélatés qui participent a la production des RDL, la régulation ou la protection de la défense
antioxydante [Cotelle, 2001].

L’activité des flavonoides comme piégeurs de RDL étant bien établie. En effet, d’aprés
Brunton et al (2011), la structure des composés phénoliques est un critere déterminant leur
activité anti-radicalaire, en effet les flavonoides inactivent et stabilisent les RDL grace a leurs

groupements hydroxyles (C3-OH) fortement réactifs [Ghedira, 2005].
111.3.2. Résultat de détermination de P’activité anti-inflammatoire :

L’objectif de cette étude était de déterminer 1’activité antiinflammatoire de 1’extrait
aqueux de Zygophyllum corntum (EAQZC) a 10% sur I’cedéme de la patte gauche postérieure

des souris induit par la carragénine.

Les résultats sont représentés dans le tableau I11.5. et la figure 09 en mettant en valeur le

% d’cedéme et le % de réduction d’cedéme.

Tableau I11.5: Résultats de 1’activité anti-inflammatoire pour les trois lots testés.

Poids pattes (g) % d’cedéme % de réduction
Gauches Droites d’cedéme
Témoin 0.2178+0.017 0.17836+0.008 24.34 /
Référence 0.1936+0.01563  0.16406+0.0057 18.04 26.04
Extrait aqueux  0.19906+0.0129  0.17006+0.01601 17.05 29.95
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Figure08 : Pourcentages d’augmentation d’cedéme et de réduction d’cedéme pour les trois
lots testés.

Aprés 4 heures de 1’administration de la carragénine et d’aprés les résultats obtenus, le
pourcentage d’cedéme des pattes des souris témoins est significativement élevé (p<0.05) en
comparaison a celui des pattes des souris traités par le Déclofénac et de ’EAQZC a 10%. En
effet la carragénine qui est une mucopolysaccharide sulfaté provenant d’'une Rhodophyceae,
provoque une inflammation typiquement liée a I’activation de la cyclooxygénase [Dirosa,
1971], et cela comporte trois phases distinctes: une premiére phase qui fait intervenir
I'nistamine et la 5-hydroxytryptamine qui favorisent la vasodilatation, la transsudation
plasmatique et I'eedéeme; une seconde phase qui fait appel aux kinines comme médiateurs
augmentent la perméabilité vasculaire et une troisieme phase dont le médiateur est supposé
étre la prostaglandine [Sanogo et al. ; 2006] associée a la migration leucocytaire dans la zone
enflammeée, de ce fait provoque la libération de médiateurs chimiques qui sont responsables
du processus inflammatoire. Cette inflammation est biphasique dont D’aprés Mansour
(2009), la phase initiale, qui correspond a la libération de 1’histamine et la sérotonine, est
dure environ une heure, tandis que la deuxieme phase qui correspond a la libération de la
bradykinine est dure d’une heure et demi a 3 heures, et au dela de la 3°™ heure la biosynthése

des prostaglandines intervient (troisieme phase).

Par ailleurs, I’administration de la Diclofénac, & la dose de 12.5 mg/Kg prévient
I’augmentation de 1’cedéme des pattes des souris pendant les 4 heures de 1’expérimentation a

un pourcentage de 18% en comparaison avec celle du lot témoin dont le pourcentage
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d’cedéme est égale a 24.34%. Les medicaments anti-inflammatoires interviennent en général
en s'opposant a l'effet des médiateurs chimiques : histamine, sérotonine, Kinines et

prostaglandines [Sanogo et al., 2006].

L’extrait aqueux a 10% de Zygophyllum cornutum, prévient également 1’augmentation
d’cedéme des pattes des souris a un pourcentage de 17.05% comparé avec celui du témoin

dont le pourcentage d’cedéme est égale a 29.95%

Statiquement, 1’extrait aqueux a présenté un effet anti-inflammatoire similaire a celui du
produit de référence : le Déclofénac (0.05<p). Il est donc suggéré que ’EAQZ a 10% présente
une activité anti-inflammatoire sur les différentes étapes du processus inflammatoires. Cette
efficacité est liée au profil chimique de cet extrait, particuliérement a la présence de composés

phénoliques (flavonoides, tanins), et des saponoides....

Cependant, I’effet des flavonoides sur le systéme immunitaire est complexe et demeure
encore mal élucidé [Ghedira, 2005]. Certaines d’entre eux réduisent I’activité du
complément, diminuant de facon générale la réponse inflammatoire [Berrens et al., 1997].
Aux doses élevées, ils inhibent les fonctions lymphocytaires. L’activité immunomodulatrice
des flavonoides dépend, d’une part de leur capacité a inhiber la formation des eicosanoides et
de I’histamine et de leur pouvoir piégeur des RDL d’autres part [ Kuo et al., 2004 ; Wang et
al. ; 2004].

Les flavonoides sont capables d’inhiber les oxydants libérés par les leucocytes et
d’autres phagocytes dans la zone inflammatoire, car d’aprés Esser et al (2011), il existe une
relation étroite entre I’inflammation et le stress oxydant. En effet, la production d’especes
réactives d’oxygene (ROS) joue un réle dans la modification des réactions inflammatoires.
Les principaux ROS produits dans la cellule sont I’anion superoxyde, le peroxyde

d’hydrogene et le radical hydrogéne [Guzik et al., 2003].

Les tanins aussi contenues dans la plante pouvaient jouer un role anti-inflammatoire,
car d’apres Biaye (2002), il est probable que les actions anti-inflammatoires de ces agents
soient dues a un effet sur la migration des leucocytes et a une action antiphlogestique. Cette
activité découlerait de I’effet astringent des tanins qui précipitent les protéines membranaires

affectant ainsi la perméabilité cellulaire.

Outre les flavonoides et les tanins, les saponosides sont aussi des agents anti-

inflammatoires, et d’aprés Bruneton (2009) de nombreuses drogues doivent leurs propriétés
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anti-inflammatoires et anti-cedémateuses a des saponosides. Cepandant, une étude qui a été
fait par Betina Bencharif (2014) sur I’effet anti-inflammatoire des saponosides extraits de
Zygophyllum cornutum en comparaison avec celles extraits de Cyclamen africanum dont
I’inflammation a été induite par la carragénine chez des rats, a montré que les premiers a une
dose de 20 mg/kg n’ont pas un effet significatif sur I’inflammation en général, tandis que les
seconds a une dose de 5 mg/kg ont présentés un effet anti-inflammatoire en réduisant
I’cedéme des pattes des rats. Cela peut étre expliqué par la synergie entre les composés
chimiques de la plante, dont chaque composé ne peut agir que sur une étape ou un type de

cellules ou molécules inflammatoire.

111.3.3. Détermination de ’activité antidiabétique :

1. Evaluation du poids corporel :

Le tableau I11.6. et la figure 09 montrent les résultats des mesures du poids corporel.

Tableau 111.6 : Evolution du poids corporel moyen en gramme des 5 lots de souris.

J-7 JO Premiere Deuxiéme
semaine semaine % de

Poids () Poids () Poids () Poids () croissance
TN 24 +3.57 24.4 + 2,57 254 +1.85 25.6 +1.85 6.66 %
TD 27 +1.09 25+1.54 23.2+0.97 25.4+1.85 -6.29 %
DTMet 28 +1.67 24.2 +1.93 30+1.78 28.5+5.22 1.78%
DTd1 28.8 +1.16 27 +1.67 27.6 £1.85 30.2+4.01 4.86%
DTd2 25 +1.67 22.6 £2.65 245 +1.5 22.25+2.38 -11%

JO : correspond au premier jour avant I’administration de 1’alloxane.

J Alloxane : C’est le premier jour de traitement par les extraits et le produit de référence. Cela
représente aussi le septiéme jour de I’administration de 1’alloxane.

1°"Semaine : premiere semaine du traitement.

2¢™me Semaine : deuxieme semaine du traitement.

TN : lot témoin normal traité par I’eau physiologique.

DTMet : lot diabétique traité par la metformine (850mg/kg).
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DTd1 : lot diabétique traité par ’EAQZC a 10%.
DTd2 : lot diabétique traité par ’EAQZ a 20%.
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Figure 09 : Variation du poids corporel moyen (g) des 5 lots de souris.

D’aprés les résultats obtenus, nous avons enregistré un gain léger du poids corporel des
souris normaux témoins, les valeurs moyennes passent de 24g en début de I’expérimentation a
25.69 en fin de cette étude. Cette légere augmentation est liée a la croissance normale des
animaux, en prenant en compte 1’état physiologique et la consommation qui différent d’un
animal & un autre.

Le lot TD présente une diminution non significative (p>0.05) du poids corporel aprés
I’injection de I’alloxane par rapport au premier jour avant I’injection, cette diminution persiste
apres une semaine puis ré-augmente de facon non significative (p>0.05) a la deuxiéme
semaine mais reste inferieur a celle du premier jour, car au cours du diabéte, la diminution du
poids est due a des processus cataboliques tels que la glycogénolyse, la lipolyse et la
protéolyse [Prabhakar et Doble, 2008], suite & I’absence de I’insuline qui est due a
I’alloxane, en effet I’injection de 1’alloxane, a induit une chute plus ou moins importante de
poids chez tous les groupes rendus diabétiques apres une semaine de 1’injection.

Le lot DTMet montre une augmentation significative du poids aprés une semaine du
traitement, puis une baisse legeére a été observée a la fin de I’expérience (baisse non
signifiative p>0.05).

Pour le lot DTd1, nous avons remarqués une stabilité de croissance des souris
diabétiques traités par la dose a 10% par rapport au lot TD ave une différence non

significative, cependant une légére augmentation a été noté a la deuxiéme semaine (p>0.05).
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Cela explique Dleffet positif de 'EAQZC a 10% sur la croissance des animaux. Une
conclusion a tirer : ’EAQZC a 10 % n’était pas toxique et en méme temps avait un effet
bénéfique, et que le mécanisme d’action de 'EAQZC et le médicament contre le diabéte peut
étre semblable a celui de I’insuline (le cas des souris normaux) c'est-a-dire par régulation de
I’homéostasie du glucose ou par action extra-panréatique en augmentant son catabolisme par
les tissus [Zidi, 2010] (cas des souris diabétiques traités par le médicament).

Cependant le lot DTd2, a montré une augmentation du poids corporel des souris traités
par ’EAQZC a 20% a la premicre semaine puis une baisse a la fin de cette étude (difference
non significative p>0.05)). Cette baisse peut étre expliqué par le fait que les souris ne
supportent pas la dose élevée a longue durée, en plus cela est du aussi peut étre a la présence
des composés chimiques responsable de cette chute tels les alcaloides.

Nos résultats pour I’effet de la premiere dose sont en accord avec celles obtenues par
Boumaza (2009), dont le poids des rats diabétiques non traités a présenté une chute
significative (p<0.05), tandis que ’EMZC a la dose de 700mg/kg a amélioré le poids de ces

animaux a partir de la deuxiéme semaine du traitement.

2. Evaluation de la glycémie :

Le tableau I11.7. et la figurel0 montrent les résultats des mesures de la glycémie.

Tableau 111.7 : Variation de la glycémie moyenne des 5 lots de souris en fonction du temps.

J-7 JO Premiére Deuxiéme
semaine semaine % de
Glycémie Glycémie Glyémie Glyémie réduction
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
TN 83.8+11.82 116.4 + 14.49 | 106.4 + 13.64 | 95.6 + 26.66 17.86
TD 66.4 +22.47 |1922+285 |231.4+109 |248+137.72 -13.42
DTMet 57.6+£32.98 |206.8+70.04 | 114.8+28.33 | 101.75+ 16.76 50.79
DTd1 78.8+32.74 |277.6 % 127.2 +22.48 | 123 + 33.85 55.69
156.29
DTd2 64.6 £22.86 |292+182.07 |97.5+23.07 |89+68.32 69.52

J - 7 : correspond au premier jour avant I’administration de 1’alloxane.
J 0: C’est le premier jour de traitement par les extraits et le produit de référence. Cela

représente aussi le septiéme jour de I’administration de 1’alloxane.
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1¢"Semaine : premiére semaine du traitement.

2¢™me Semaine : deuxieéme semaine du traitement.

TN : lot témoin normal traité par 1’eau physiologique.
DTMet : lot diabétique traité par la metformine (850mg/kg).
DTd1 : lot diabétique traité par ’EAQZC a 10%.

DTd2 : lot diabétique traité par ’EAQZ a 20%.
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Figure 10 : Variation de la glycémie moyenne (mg/ml) des 5 lots en fonction du temps.

D’aprés ces résultats, on note une augmentation trés hautement significative (p<0.0005)
de la glycémie du lot TD, DTMet, DTd1 et DTd2 apres 1’injecion de 1’alloxane par rapport a
la glycémie basale et la glycémie du lot TN, ce qui confirme I’installation du diabéte. En effet,
I’alloxane par une analogie structurale au glucose, pénetre a travers les transporteurs de
glucose GLUT2 des cellules B pancréatiques. Au cytosol, 1’alloxane est réduit en acide
dialurique [Lenzen et Pauten., 1988]. L’acide diallurique formé est ré-oxydé en alloxane, ce
qui génére des espéces réactives oxygénés [Ankur et Shahjad, 2012].

D’autres part, les especes réactives oxygénées attaquant I’ADN et induisent une
défragmentation de ce dernier [Ankur et Shahjad, 2012]. L’alloxane inhibe la sécrétion de
I’insuline glucose-dépendante et augmente la perméabilité des membranes des cellules B
[Watlkins et al., 1964].
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Aprés une semaine de traitement, une baisse de la glycémie a été observée chez des
souris diabétiques traitées avec le médicament et les EAQZC a 10% et 20%. Néanmoins cette
baisse se fait de maniére différente selon la thérapie administrée. En effet, la dose a 20%
semble étre la plus efficace (maintient de la glycémie a une valeur plus ou moins constante),
dont elle atteint 99+23.07 mg/dl, tandis que la glycémie du lot DTMet et du lot DTd1 atteint
114.8+28.33mg/dl et 127.3+22.48 mg/dl respectivement avec une différence non significative
(p>0.05).

A la fin du traitement (deuxieme semaine), la glycémie du lot traité par la metformine
est légérement meilleure que celle du lot traité par la premiere dose, elle est de
101.75+£16.75mg/dl et de 123+33.85mg/ml respectivement (différence non significative
p>0.05). Alors qu’on observe une diminution significative (p<0.05) de la glycémie du lot
traité par la deuxieme dose en comparaison avec du lot DTMet et du lot DTd1, dont elle
atteint 89mg/dl.

L’effet antidiabétique de la plante Z. cornutum est en accord avec le travail de
Boumaza (2009), dont le traitement des rats rendus diabétiques par la streptozotocine en
évaluant 1’activité antidiabétique de I'EMZC a la dose de 700 mg/kg. Selon nos
connaissances, aucune ¢tude n’a été fait sur 1’évaluation de I’EAQZC, cependant les travaux
de Jouhari et al, (2000) ont montrés que I’extrait aqueux de Z. gaetulum a une activité
antidiabétique chez des rats rendus diabétiques par 1’alloxane et chez des patients avec un
diabéte sucré (mellitus).

D’aprés Jarald et al, (2008), une trés grande variété de mécanismes est impliquée dans

la baisse du niveau de glucose dans le sang. Ceci est du a la grande variété de classes
chimiques des constituants hypoglycémiants provenant des pantes. Certains de ces composés
se révélent véritablement hypoglycémiants et pourraient avoir un potentiel thérapeutique.
De tels effets pourraient s’expliquer par une inhibition de glucosidases ou de transporteurs de
glucose au niveau de la barriére intestinale qui limiteraient ainsi I’absorption intestinale du
glucose. Ainsi, les flavonoides pourraient diminuer 1’efflux de glucose en inhibant les
transporteurs GLUT1 et GLUT2 d glucose [Hamza, 2011].

Une autre hypothése explique les effets hypoglycémiants des polyphénols par une
augmentation de la captation du glucose par les tissus périphériques. Cet effet est démontré
par une augmentation de l’absorption du glucose par des cellules musculaires ou des
adipocytes de rats ou de souris mis en culture en présence d’acide caféique ou

d’épigallocatéchine [Hamza, 2011].
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3. Résultats de I’étude anatomopathologique :

-Etude histologique du pancréas :

A fin d’évaluer D’activité antidiabétique de I'EAQZC a 1’échelle cellulaire, des coupes
histopathologiques ont été réalisées au niveau des pancreas des souris de chaque lot (voire les

Figures ci-dessous).

Figure 11: Echantillon représentatif du tissu pancréatique d’une souris normale non traitée.

a. llots de langerhans  b. acini

Figure 12: Echantillon représentatif du tissu pancréatique d’une souris diabétique non traité.

a. llot de langerhans b. nécroses c. congestion vasculaire
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Figure 13 : Echantillon représentatif du tissu pancréatique d’une souris diabétique traitée par
Metformine.

a. ilot de langerhans b. nécroses c. congestion vasulaire

Y .
;a-»:s»‘*

R —

Figure 14: Echantillon représentatif du tissu pancréatique d’une souris diabétique traitée par
I’extrait aqueux.
A. Tissu pancréatique d’une souris traitée B. Tissu pancréatique d’une souris

traitée par la premiére dose. par la deuxiéme dose.

a. llot de Langerhans b. Congestion vasculaire

L’histologie du pancréas du lot témoin normal ne témoigne aucune anormalité par
rapport au lot TD et DTMed.
Par comparaison au lot TN, I’histologie du pancréas du lot TD et du lot DTMed, on remarque

une présence de congestions vasculaires (dilatations), des infiltrats (ce qui indique 1’apparition
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d’une inflammation) et des nécroses au niveau de I’ilot de Langerhans . Ces nécroses
apparient diffus et moins delimité que celui du lot TN (Fig. 12 et 13). La destruction de
certaines cellules de Langerhans expliquerait le taux réduit de 1’insuline observé chez ces
deux lots [Halimi et al, 2008]. Il est établi que la metformine agit uniqguement au niveau
périphérique (inhibition de la formation du glucose par le foie, utilisation du glucose par les

muscles) et donc n’a aucune action sur le pancréas [Liu et al, 2007 ; Halimi et al, 2008].

L’histologie du pancréas des deux lots traités par la plante aux deux doses (a 10% et
20%) montre une légére amélioration de 1’état de I’ilot de Langerhans par comparaison au lot
TD avec présence de quelques nécroses et de congestion vasculaire, ainsi que on a remarqué
I’absence des infiltrats (médiateurs inflammatoires) au niveau de I’ilot de langerhans en
comparaison avec du lot TD, ce qui explique I’effet anti-inflammatoire de la plante. L’
amélioration des ilots pourrait signifier que les deux doses de la plante ont restauré la
sécrétion de I’insuline en régénérant les cellules B de Langerhans détruites par 1’alloxane
[West, 2002]. Cet effet régénérateur des ilots observé ainsi que I’effet hypoglycémiant,
pourraient étre du a la présence des composés antidiabétiques révélés par 1’étude
phytohimique.

En effet, d’aprés Hertel (2003), deux types de substances végétales semblent
intéressants : celles qui agissent a la maniére de I’insuline ou des médicaments
hypoglycémiants en empéchant I’absorption du glucose au niveau intestinal, en augmentant la
synthése et la libération de I’insuline pancréatique, en diminuant celle du glucagon en
accélérant la consommation du glucose (absorption dans les cellules, synthése du glycogeéne,
des graisses ou des protéines). D’autres principalement des tanins, agissent sur le diabéte lui-
méme au niveau cellulaire, en favorisant 1’action de 1’insuline et sur les complications du
diabéte par leur pouvoir antioxydant et antienzymtique neutralisant 1’effet des RDL et limitant
la réaction inflammatoire dans les différents tissus. En effet, le rdle pathogene des RDL sur
les cellules B a souvent été évoqué car es cellules ont des défenses limités face au stress
oxydant [Rigalleau et al., 2007], il semble aussi que les RDL produits excessivement et
insuffisamment dégradés au cours du diabéte, participe dans 1’installation et 1’aggravation de
I’insulinosécrétion [Barquissau et al., 2011]. De plus, un processus inflammatoire
pancréatique local et notamment la production d’IL-1 B par les ilots pancréatiques en réponse
a I’hyperglycémie chronique et aux acides gras libres, pourraient entrainer un dysfonction
voire 1’appoptose des cellules B du pancréas, entrainant une diminution de la production

d’insuline [Esser et al., 2011].
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D’autres études mentionnent également que les triterpénes et les saponosides extraits de
feuilles de Gymnema sylvestre réduisent les dommages tissulaires (y compris pancréatiques)
chez les animaux diabétiques [Shanmugasundaram et al, 1983 ]. Notre plante comporte ces
familles de molécules (tanins, saponosides et triterpéne), et il n’est pas impossible que I’une
ou I’autre ou la synergie de tous ces composés soit responsable de la régénération cellulaire
des ilots de Langerhans. Il est noté également que la régénération pourrait étre due a d’autres
principes actifs n’étant pas encore identifiés.

En conséquent, 1’activité antidiabétique des plantes peut dépendre de plusieurs mécanismes
[Jarald et al., 2008 ; Kashikar et Kotkar , 2011 ; Singh et al., 2012]: Réduction de la
résistance a I’insuline ; Stimulation de la sécrétion d’insuline a partir des cellules B ou/et
inhibition du processus de dégradation de I’insuline ; Apport de quelques éléments
nécessaires comme le Calcium, le Zinc, le Magnésium, le Manganése et le Cuivre pour les
cellules B; régénération ou/et réparation des cellules pancréatiques blésées ; effet protecteur
de la destruction des cellules B ; augmentation du nombre de cellules B dans les Tlots de
Langerhans ; inhibition de la réabsorption rénale du glucose ; inhibition de B-galactosidase, o-
glucosidase et a-amylase ; prévention du stress oxydatif, qui peut étre impliqué dans le
dysfonctionnement des cellules B ; stimulation de la glycogenese et de la glycolyse hépatique;

diminution des activités du cortisol.
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Conclusion et perspectives

La présente étude consiste a évaluer la composition chimique ainsi que a valoriser les
activités biologiques de Zygophyllum cornutum, plante endémique du Sahara septentrionale
Algérien, en particulier les activités antioxydante ; anti-inflammatoire ; hypoglycémiante et
antidiabétique en mettant un lien entre ces troubles biologiques.

Le criblage phytochimique a révélé la richesse de la plante en composés variés dont les

flavonoides, les tanins, les terpenes, les alcaloides, le mucilage et les saponosides.

Les résultats obtenus ont montrés 1’effet bénéfique de cette plante contre le diabéte,
mais aussi son effet remarquable contre le stress oxydant et I’inflammation. En effet, I’extrait
méthanolique a permet I’inhibition de 75.15% des radicaux libres par le test DPPH, a une
concentration de 25mg/ml. Alors que 1’évaluation de ’activité anti-inflammatoire de 1’extrait
aqueux a 10% in vivo, a donné des résultats positifs en comparaison avec celui du

médicament de référence.

Par ailleurs, le traitement des souris diabétiques par 1’extrait aqueux a 10% a permis
d’obtenir des baisses de glycémie remarquables, tandis que des diminutions assez trés
importantes ont été aussi obtenues avec la deuxiéme dose (20%) de ’extrait aqueux. Cela est
¢vident aprés 1’étude anapathologique, dont les coupes réalisées au niveau du pancréas ont

montré des améliorations légéres des cellules B de Langerhans.

A la fin de ce travail, nous pouvons conclure que Zygophyllum cornutum est douée
d’activités biologiques remarquables et qu’elle joue un double rdle, elle a un effet préventif
ainsi que thérapeutique vis-a-vis du diabete et contre les effets secondaires liées au diabete

dont I’inflammation et le stress oxydatif.

D’autres études approfondis doivent nécessaires pour mieux préciser ces effets
biologiques. De ce fait il est souhaitables de :

-Connaitre la composition chimique par d’autres méthodes adéquates, et d’investiguer

d’autres métabolites non cités dans cette étude.
-Faire d’autres tests antioxydants et pour différents extraits (aqueux, butanolique...).

-Réaliser des analyses biologiques et histologiques pour ’activité anti-inflammatoire afin de

préciser I’effet de I’extrait vis-a-vis des médiateurs inflammatoires.
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-Augmenter le nombre de souris de plus de cinq souris pour ’activité¢ antidiabétique, de
prolonger la durée d’étude (au moins un mois) et de réaliser des ¢tudes in vitro sur des

cellules pancréatiques.
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Annexe |

Figure 03 : Zygophyllum cornutum coss. Mai 1963 [Herbier ENSA]




Figure 04 : Zygophyllum cornutum Mai 2017 [Herbier personnel].

Figure 05 : Formes de fruits des especes du genre Zygophyllum formes [Ozenda, 1991].



Annexe Il

Matériel non biologique :

Appareillage Verrerie Réactifs /produits chimiques
- Agitateur - Béchers - Acide sulfurique
- Etuve - Bec benzen - Alcool iso-amylique
- Glucométre One Touch - fiole - Alcool chlorhydrique
- Sonde cesophagique pour souris - entonnoir - Alloxane
- Portoir de tubes a essai - Pipettes Pasteurs - Carragénine
- Balance de précision - Tubes a essai stériles - Chlorure d’hydrogéne
- Balance pour animaux - Lame et lamelles - Chloroforme
- Microtome - cloche a éther - Déclofenac
- Microscope optique _ - Drangendroff
- Spectrophotometre UV-Visible
- DPPH
' - Eukit
- Eau physiologique a 0.9%
- Eau distillée
- Formol a 10%
- Méthano
- Metformine
- Paraffine

- Réactif de wagner
- Réactif de mayer
- Trichlorure d’aluminium

- Tournures de magnésium




Annexe III

Criblage phytochimique

Flavonoides Alcaloides

Figure 16: Résultats du criblage phytochimique sur I’ EAQZC [Originale, 2017].






Annexe IV

Etudes biologiques

Activité anti-oxydante

Figure 17 : Echantillons de ’'EMZC a différentes concentrations [Original, 2017].

Tableau 111.2. : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de ’EMZC.

Concentration en 2.5 5 10 15 20 25
mg/mi
% de réduction 10.90 18.78 34.14 46.46 59.39 75.15

Tableau I11.3. : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de ’'EMZC.

Concentrations | 2 6 10 14 18
en mg/ml

% de réduction | 40.68 78.90 117.12 155.33 193.55




Activité anti-inflammatoire

Figure 17 : Répartition des souris en lots [Original, 2017].

Figure 18 : Gavage gastrique Figure 19 : Dessiccation cérébrale

[Original, 2017]. [Original, 2017].



Figure 20 : Coupure des pattes des souris [Original, 2017].

— =

Figure 21 : Mesure des pattes [Original, 2017].



Activité antidiabétique

Figure 22 : Répartition des souris en cing lots [Originale, 2017].

Figure23: Mesure du poids corporel Figure24 : Mesure de la glycémie

des souris des souris

[Originale, 2017]. [Originale, 2017].



Figure25 : Préparation de la solution Figure26 : Injection intrapéritoniale
de I’alloxane de I’alloxane

[Originale, 2017] [Originale, 2017]

Figure 27 : Gavage gastrique des différents extraits testés

[Originale, 2017].



Figure 29 : Prélévement d’organes [Originale, 2017].

Figure 30 : Etude anatomopathologique [Originale, 2017].
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