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Résumeé

Juniperus phoenicea L. est une plante médicinale, appartenant a la famille des Cupressacées.

Les substances et les composes naturels ont montré un grand potentiel dans le traitement de
maladies humaines telles que le cancer, le diabéte et les maladies infectieuses. Dans ce cadre,
nous étions déterminé a tester l'activité antidiabetique de la plante de Juniperus phoenicea
L mais a cause de I'épidémie de Corona on a pas pu réaliser notre stage pratique au niveau de

CRD saidal (in vivo chez les rats rendus diabétiques par 1’injection d’Alloxane a une dose de
150 mg/kg).

Le choix d’un traitement d’extrait éthanolique des feuilles d’une plante “Juniperus
phoenicea” de la famille des cupressacées, qui est une espéce vivacée est abondante dans les
différentes régions du monde, a raison de deux doses (100 et 150mg/kg). Ceci a pour but

d’évaluer I’activité antidiabétique de cette espece.

Le screening phytochimique réalisé a montré que les feuilles sont riches en flavonoides et
avec des proportions différentes de tanins, mucilages, anthocyanes et saponosides et ne

contiennent pas des sucres reducteurs.

On a aussi réalisé des coupes histologiques de la feuille et la tige de la plante et les observés
sous microscope optique afin de savoir les différents tissus de la plante et aussi la localisation
des principes actifs.

Mots clés:

Alloxane —Juniperus phoenicea L — Activité antidiabétiques — extrait éthanolique



Abstract

Juniperus phoenicea L. is a medicinal plant, belonging to the Cupressaceae family.

The Substances and natural compounds have shown great potential in the treatment of

human diseases such as cancer, diabetes and infectious diseases. In this context, we were
determined to test the antidiabetic activity of the plant of but because of the Corona epidemic
we were not able to carry out our practical training at the level of CRD saidal (in vivo in the

rats made diabetic by the injection of alloxane a dose of 150 mg/kg).

The choice of treatment of ethanolic extract of the leaves of a plant, Juniperus phoenicea of
the cupressaceae family, which is a perennial species is abundant in the different regions of
the world, at aa rate with two doses (100 and 150mg/kg). The purpose of this is to assess the

antidiabetic activity of this species.

The phytochemical screening performed showed that the leaves are rich in flavonoids and
with different proportions of tannins, mucilage, anthocyans and saponins and does not contain

reducing sugars.

We also made histological sections of the leaf and the stem of the plant and observed them
under a optical microscope in order to know the different tissues of the plant and also the

location of the active ingredients

Keywords:

Juniperus phoenicea - alloxan - extracts ethanolic - antidiabetic activity
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Introduction

Introduction :

Depuis trés longtemps, des scientifiques de partout dans le monde, se sont largement focalisés
sur la recherche de nouvelles molécules thérapeutiques d’origine naturelle. Cette tendance
peut étre largement expliquée par la nécessité urgente de nouveaux traitements, et cela pour
plusieurs raisons, notamment 1’augmentation des effets secondaires des médicaments

synthétiques parfois graves [Schlienger, 2014].

Les plantes médicinales ont servi de pharmacothéque naturelle et pragmatique pour ’homme.
Personne ne cherchait a savoir pourquoi ou comment elles agissent, mais c¢’était un fait
incontesté et qui paraissait magique. En effet, il est étonnant qu’une feuille, une fleur ou une
racine puisse guérir ou tout au moins soulager un état pathologique ou des troubles organiques
[Schauenberge et Paris, 2006].

Elles constituent un patrimoine précieux et un véritable trésor pour ’humanité, et sont trés
demandées dans le monde et plus particulierement dans les pays en voie de développement
[Salhi et Fadli, 2006].

Une des maladies les plus dangereuses est le diabete sucré qui est considéré parmi les
maladies les plus fréquentes de notre civilisation [Waeber, 2000]. Le diabéte sucré est un
groupe de maladies métaboliques caractérisées par une hyperglycémie chronique résultant

d’un défaut de la sécrétion de I’insuline et/ou de 1’action de cette hormone [Raccah, 2004].

La phytothérapie antidiabétiqgue connait a ce jour un essor considérable du fait de la
découverte d’un nombre important d’extraits de plantes antidiabétiques. Aujourd’hui plus de
800 plantes ont été identifiées et etudiees comme traitement potentiel du diabete de type II.
Les principaux principes actifs isolés et identifiés comme antidiabétiques sont : Les
flavonoides, les mucilages, les glycanes, les triterpénoides, les alcaloides, les saponosides et
tanins [Marles et Fransworth, 1995 ; Perez et al., 1998 ; Wang et Ng, 1999].

Le Juniperus phoenicea L. (famille des Cupressacées) occupe une place primordiale dans la
pharmacopée traditionnelle du Nord de I’Afrique. Les différentes parties de cet arbre sont
utilisées pour pallier certaines maladies telles que le diabete et le rhumatisme, ainsi que

d’autres effets stomachiques, digestifs, antiseptiques et antibactériens. [Lavoisier SAS, 2017].



Introduction

Le but de notre étude est la recherche de 1’effet antidiabétique potentiel d’un extrait organique

obtenu par I’extraction des feuilles du Juniperus phoenicea, Ainsi que les composants

phytochimiques de la plante. Néanmoins en raison de la situation sanitaire dans notre pays

(Pandémie Covid-19), nous nous sommes, malheureusement pas parvenu a réaliser la partie

d’étude relative aux activités biologiques au niveau du CRD Saidal.

Notre étude comporte deux grandes parties, dont la premiére est consacrée a la synthese

bibliographique, elle est divisée en trois chapitres :

v

Le premier chapitre sera consacré a un apercu bibliographique sur la plante étudiée
(Généralités, les plantes médicinales, définition, le taxonomie...)

Le deuxieme chapitre sera consacré a une géneralité sur les métabolites secondaires
et leur role (les composés phénoliques, les alcaloides, les terpénes, les tanins...)

Le troisieme chapitre sera consacré un apercu bibliographique sur le diabete

(définition, classification, critere de diagnostic, les symptomes...)

La partie pratique contient :
Le quatrieme chapitre qui a été consacré aux matériels et les méthodes utilisées pour
I’extraction, les tests phytochimiques et les coupes histologiques

Résultats obtenus et discussion

Et enfin, nous terminerons notre travail par une conclusion générale et des perspectives.
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Chapitre | : Présentation de la plante étudié

Chapitre | : généralités sur Juniperus phoenicea.

.1 Les plantes médicinales et la phytothérapie :

Les plantes médicinales sont toutes les plantes qui contiennent une ou des substances pouvant
étre utilisées a des fins thérapeutiques ou qui sont des précurseurs dans la synthése de drogues
utiles (médicaments). L’utilisation des plantes médicinales est ancienne que 1'humanité elle-
méme, il existe de nombreuses preuves dont des documents écrits, des monuments conservés
et méme des médicaments & base de plantes.

La conscience de l'utilisation des plantes médicinales est le résultat de nombreuses années de
luttes contre des maladies grace auxquelles I'homme a appris a consommer des drogues dont
les écorces, les graines, les fruits et d'autres parties des plantes

La science a inclus dans la pharmacothérapie moderne une gamme de médicaments d'origine
végétale connus par les civilisations anciennes et utilisés tout au long des millénaires
[Sofowara, 2010].

.2 Meéthodes d’utilisation des plantes :
La phytothérapie utilise des plantes ayant des propriétés médicinales (ou plus précisément la
partie active ou une préparation de celle-ci). En effet, les plantes peuvent étre utilisées
fraiches ou séchées, sous diverses formes : teintures alcooliques, maceérats, tisanes,
compresses, cremes, poudre, pommades, baumes... dans le but de conserver leurs différents
principes actifs et d'éviter toute décomposition (biodisponibilité maximale donc meilleurs
effets). Les tisanes obtenues par infusion ou décoction sont les plus utilisées par la population
en médecine traditionnelle. Cependant la tisane ne peut extraire que les principes actifs
solubles dans I’eau.
Pour éviter la détérioration des principes actifs des plantes séchées, ensuite broyées, un
procédé récent a été mis en place c'est le Cryo broyage : broyage fin de la plante fraiche sous
une température basse de -196°c (la chaleur dégrade certains principes actifs) en utilisant
I'azote liquide.
[Schoutteten et Girardon, 1986 ; Sophie et Ehrhart, 2003 ; Dellile, 2007 ; Lamnaouer,
2008].

1.3 Intérét de I'étude des plantes médicinales :
La plupart des espéces végétales contiennent des substances qui peuvent agir, a un niveau ou
un autre, sur l'organisme humain et animal. On les utilise aussi bien en médecine classique

qgu'en phytothérapie. Elles présentent en effet des avantages dont les médicaments sont
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souvent dépourvus [lIserin, 2001]. La raison fondamentale est que les principes actifs des
végetaux proviennent de processus biotiques répandus dans tout le monde vivant, alors que
I’essentiel des médicaments de synthese sont des xénobiotiques aux effets secondaires trés

mal maitrisés [Bruneton, 2009].

Les plantes médicinales sont donc importantes pour la recherche pharmaceutique et
I'élaboration des médicaments, directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme
matiére premiére pour la synthese des médicaments ou comme model pour les composés

pharmacologiques actifs [Decaux, 2002].

1.4 Généralité sur les cupressacées :
Les cupressacées représentent la famille (Cupressaceae) la plus cosmopolite avec dix genres
dans chaque hémispheére, mais la plupart des especes se trouvent dans I’hémisphére nord.
Par ailleurs, la distribution de cette famille est sous I’influence de facteurs divers : climat,

sol, perturbations (catastrophes naturelles, exploitation humaine), [Bouyahyaoui, 2017].

La famille des Cupressacées comprend deux sous-familles ; les Cupressoideae et les

Callitroideae, chacune se devise en trois tribus [Haluk et Roussel, 2000].

Elle comporte 162 espéces dans 32 genres [Mao et al., 2012]. Arbres ou arbustes,
monoiques en général, avec ramification opposée ou verticillée par 3. Ils possédent les
feuilles opposées, verticillées et étroitement imbriquées, aciculaires ou squamiféres. A
appareil reproducteur méale en forme de petit cone et appareil reproducteur femelle de
plusieurs types bractées et écailles totalement ou presque concrescentes en une piece unique
de 1-20 ovules, cone mdr ligneux, a écailles anguleuses formant écusson a l'extérieur,
contigués par leur marge [Benabid, 2000].

Les plantes de cette famille contiennent des matiéres résineuses, et un principe amer, et
fournissent des extraits employés en médecine. Leur bois est souvent utilisé dans I'industrie
[Deniker, 1885].

1.5 Description générale du genévrier :

Le genévrier (Juniperus) appartient a la famille des Cupressacées, dans ce genre on dénombre
approximativement 67 espéces qui sont réparties dans le monde [Alaouar et al., 2017]. |l
pousse a 1’état sauvage. Les feuilles du genévrier sont soit linéaires et épineux, ressemblant a
des aiguilles soit sous forme d’écailles de couleur vert foncé. Ses fleurs donnent des fruits

globuleux et charnus [Bruneton, 2009].
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En Algérie, cing espéces indigénes sont énumérées, a savoir, J. communis, J. phoenicea,
J.oxycedrus, J. sabina et J. thurifera [Quezel et Santa, 1963].

1.6 Description de Juniperus phornicea :
C’est un arbre branchu appartenant a la section de sabina, il peut atteindre 08 meétres de
hauteur possedant un tronc court qui peut mesurer deux metre de circonférence possédant une
écorce épaisse de couleurs brun rougeétre ou grisatre, la floraison a lieu pendant I’hiver et la
fructification a la fin de 1’été de I’année suivante, ces fruits allons de la couleur verte au bruns
rouge et luisants a maturité et leur diametre est compris entre 7 a10 mm [Akrout, 2004].
Le systéeme racinaire est profond, les rameaux sont fins et de forme arrondie ayant des
bourgeons nus et des ramilles cylindriques.

.7 Classification botanique de cette espéce :
Tableaul : Position systématique du Juniperus phoenicea L. [Quezel et Santa,196].

Sous —-regne Tracheobionta
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Gymnosperme
Classe Pinopsida
Ordre Pinales
Famille Cupressaceae
Genre Juniperus

Figure 1 : Feuilles et fruits de J. phoenicea [Abdelli, 2017].
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1.8 Principales caractéristiques botaniques de la Juniperus phoenicea L :
* Feuilles
Les feuilles sont toutes ou presque squamiformes (de 0.7 & 1 mm), ovales ou rhomboidales,
obtuses, convexes, sillonnées sur le dos, glanduleuses et de couleur verte foncée. Elles sont
non articulées, groupées par trois et étroitement imbriquées les unes sur les autres sur 4 ou 6

rangées faisant corps avec le rameau [Zereg, 2011].

Figure 2: Feuilles en écailles de J. phoenicea (loupe x20) [Quézel, 1962].

e Fleurs
Les fleurs males et les fleurs femelles sont souvent réunies sur les mémes pieds (rarement sur
des individus différents). Les premieres forment de trés nombreux petits chatons ovales ou
arrondis, munis d’€cailles pédicellées, portés sur de courts pédoncules feuillés et disposés
latéralement le long des rameaux.
Les fleurs femelles sont beaucoup moins nombreuses, leurs écailles sont épaisses, aigues et
disposées sur 4 rangs. La floraison s’étend de février a avril et finit par produire de fausses

baies sphériques rouge sombre a maturité [Zereg, 2011].

e Fruits
Les fruits, improprement qualifiés de baies, sont d’abord de couleur verte virant au brun rouge
luisant & maturité (au bout de 2 ans), de forme globuleuse et charnue, d’un diamétre de 7 a 10

mm, a surface irréguliére. Leur chair est ferme, séche, fibreuse, jaune teinté de vert puis de
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brun, a odeur forte et contenant de 4 a 9 graines ovales, aux extrémités aigues avec une

enveloppe dure. La période de fructification a lieu de septembre a décembre [Zereg, 2011].

Feuilles en écailles

/‘\

Baie rouge

Figure 3: Feuilles et baie de J. phoenicea [Quézel, 1962].

1.9 Répartition géographique de Juniperus phoenicea L :
Juniperus phoenicea L est une espece qui se trouve dans les différentes régions du monde,
mais il est plus fréquent dans la partie Ouest des régions méditerranéennes au Sud de 1I’Europe
(également dans I'Est de Portugal jusqu'en Turquie) [Adams et al., 1996], Ouest d'Asie
(notamment dans les montagnes de I'Ouest de I'Arabie Saoudite) [El-Sawi et Motawe, 2008].
En Afrique du Nord, il pousse en Algérie, au Maroc, en Tunisie ainsi qu’en I'Egypte
[Maatooq et al., 1998 ; Derwich et al., 2010].
En Algérie, 'espéce est présente depuis les dunes littorales jusqu’aux limites sahariennes (Cet
arbre constitue a coté du cedre, la principale couverture végétale dans les montagnes des
Aures) [Quezel et Santa, 1962].
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Fregquency
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. 509 - 75%
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Figure 4: Carte chronologique pour la distribution de Juniperus Phoenicea.L.
[Adams et al., 2013 ; Jalas et al., 1973 ; Mazur et al., 2010].

1.10 Utilisation de Juniperus phoenicea :
Cette espece est I’une des plus importantes plantes médicinales du fait qu’elle soit largement
employée en médecine traditionnelle. Les branches feuillées sont exploitées pour la
production du goudron végétal pour traiter certains cas d’eczéma et en inhalation contre
’asthme, bronchite, maux de téte, étourdissements et pour controler 1’arthrite [Abdelli, 2017].
Les feuilles sont utilisées sous forme de décoction contre le diabete, la diarrhée et le
rhumatisme, alors que les fruits séchés et réduits en poudre peuvent guérir les ulcérations de
la peau et les abces [Mansouri et al., 2010].
Les cones, les rameaux, mais surtout les jeunes pousses préparées en infusion ont des effets
diurétiques, stomachiques et digestifs [Bellakhder, 1997 ; Barrero et al., 2004].

11
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Chapitre 11 : Métabolites secondaires

I1.1 Métabolismes des végétaux :
Le métabolisme est un processus tres dynamique. Les molécules sont en continuel
renouvellement la composition d’une cellule a un instant donné est un équilibre entre la
synthese et la dégradation. L’essenticl des synthéses est orienté vers la production des
molécules qui sont importantes pour la structure et le fonctionnement de la cellule.
Cependant, chez les plantes une quantité importante du carbone et de 1’énergie est allouée a la

synthese de molécules dont la fonction est moins claire [Hopkins, 2003].

11.1.1 Métabolisme primaire :
Métabolites primaires sont des molécules organiques qui se trouvent dans toutes les cellules
de l'organisme d'une plante pour y assurer sa survie. lls sont classés en quatre grandes

catégories : les glucides, les lipides, les acides aminés et les acides nucléiques

11.1.2 Métabolisme secondaire :
Les métabolites secondaires végétaux sont des molécules essentielles a la vie des plantes et
leur interaction avec I’environnement, ils sont également des sources importantes pour les
produits pharmaceutiques, les additifs alimentaires et les arémes [Ramakrishna et
Ravishankar, 2011].

Les métabolites secondaires se trouvent dans toutes les parties des plantes mais ils sont
distribués selon leurs roles défensifs. Cette distribution varie d'une plante a l'autre [Merghem,
2009].

Le role de cette substance se définit comme celui des composés associés a un systéme de
défense des plantes contre les insectes et les autres organismes. Il est actuellement admis que
le métabolisme secondaire est associé non seulement aux mécanismes de résistance des
plantes, aux stress biotiques, mais également aux stress de 1’environnement [Nicolas et al.,

2013].

La concentration de ces molécules dans les différentes parties des plantes est influencée par
plusieurs facteurs environnementaux tels que la température, 1’humidité, [’intensité

lumineuse, I'eau, les sels minéraux et le CO2 [Ramakrishna et Ravishankar, 2011].
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1.2 Les différents groupes de métabolites secondaires :
11.2.1 Les composés azotés : Les alcaloides

Les alcaloides peuvent se trouver dans toutes les parties de la plante, mais selon I'espece

de la plante, ils s’accumulent uniquement dans les écorces, dans les racines, dans les

feuilles [Mauro, 2006].

Il existe plusieurs types d’alcaloides :

> Les alcaloides vrais : existent a I’état de sel et ils sont bio synthétiquement formés a
partir d’un acide aminé.

> Pseudo-alcaloides : présentant le plus souvent toutes les caractéristiques des
alcaloides vrais, mais ne sont pas des dérivés des acides aminés.

> Les proto-alcaloides : sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans
systeme hétérocyclique ; ils ont une réaction basique et sont élaborés in vivo a partir
d’acides aminés [Gravot, 2009].

e Propriétés physicochimiques et pharmacologiques des alcaloides :

Si dans les plantes, les alcaloides en tant que composés du métabolisme secondaire jouent un
role écologique de défense contre des herbivores, chez I’Homme, ils trouvent cependant
plusieurs applications pharmaceutiques [Mccalley, 2002 ; Stockigt et al., 2002].

Les alcaloides présentent fréquemment de propriétés pharmacologiques marquées et ont de
nombreuses utilisations en thérapeutique, notamment au niveau de systeme nerveux central,
du systéeme nerveux autonome et du systeme cardiovasculaire [Gazengel et Orecchioni,
2013].

Les alcaloides sont utilisés comme anti-cancer, sédatifs et pour leur effet sur les troubles
nerveux (maladie de Parkinson) [Iserin et al., 2007].

11.2.2 Les composées phénoliques :

11.2.2.1 Biosynthese des composés phénoliques :
Les composés phénoliques sont issus de 2 grandes voies métaboliques, la voie de 1’acide

shikimique et la voie de 1’acide acétique :
e Lavoie shikimate :
L’origine biosynthétique des composés phénoliques des végétaux est trés rapprochée, presque

tous dérivent de 1’acide shikimique, cette voie shikimate conduit a la formation des oses aux
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acides aminés aromatique (Figure 5), « phénylalanine et la tyrosine », puis par désamination
de ces derniers en acides cinnamique et a ses dérivés (acide benzoique, lignines,

coumarines...) [Bruneton, 1993].
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Figure 5:Voie shikimate de biosynthése des composés phénoliques [Saule, 2002].
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e Lavoie acétate :
La voie poly acétate est moins courante que la voie shikimate, elle consiste a la condensation
de 3 unités d’Acétyle-CoA et plusieurs d’autres composés pour aboutir a la fin a la formation

des composés phénoliques [Coulin et Crouzet, 2011].

" Acetyl-CoA
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O
” Acetyl-CoA
CoASH
O O
" " Acctoacetyl-
CH;,—C——CH., C S CoA CoA

" Accewyl-CoA
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- CoASH

" 3-Hydroxy-
3-methyl-
CH3;—C—CH; C S CoA  glutaryl-CoA
| (FHMG-CoA)

CH, — COOH
2 NP
> -
- CoASH
o
- " o - Mevalonic acid
CH, (IZ CH. CH.OH (MVA)
— COOH
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CH,— C — CH, — CH..O@P 5-phosphate
(MVAP)
CH, — COOH

Figure 6 : VVoie polyacétate de biosynthése des composes phénoliques [Saule, 2002].
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11.2.2.2 Classification des composés phénoliques :

e Phénols simples :
Les phénols simples sont des composé€s qu’on trouve rarement solitaire dans la nature,
généralement on les retrouve liés a d’autres molécules ou sous forme d’hétérosides ; ils
possedent un squelette de base C6 (Figure 7), issus de la voie shikimate, parmi les phénols

simples on site : I’Hydroquinone, le Catéchol [Belebcir, 2008].

oH oOH

= =

phénol catéchol

Figure7 :Structures chimiques des phénols simples [Packer, 2001].

e Acides phénoliques :
Les acides phénoliques sont largement présents chez les végétaux, cette nomination englobe
les dérivés de 1’acide benzoique C6-C1 et I’acide cinnamique C6-C3.

e Acides benzoiques :
Les acides Benzoiques sont parmi les formes phénoliques les plus simple avec une formule
générale de C6-Cl1, la variation de structure des différents dérivés de 1’acide Benzoique se
situe dans I’hydroxylation et la méthylation du noyau aromatique, parmi ces dérivés on site :
-L’acide hydroxy benzoique
-I’acide vanillique
-I’acide syringique
-’acide dihydroxybenzoique
-I’acide gallique [Ben Abbas, 2011].

COOCH

Acide benzoique

Figure 8: Structure chimique d’acide benzoique [Bruneton, 1999].
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e Acides cinnamiques :
Les acides cinnamiques ont une structure générale de C6-C3 (Figure 09), les plus répondus
chez les végétaux sont 1’acide p-coumarique, caféique, férulique et sinapique [Dacosta,
2003].

COoOOoH

acide cinnamique

Figure 9: Structure chimique de I’acide cinnamique [Bruneton, 1999].

e Stilbenes :

Les stilbenes sont des composés phénoliques pas trés répandus dans le regne végétal, sont
sous forme C6-C2-C6 (Figure 10), composés de deux cycles benzéniques reliés par deux
carbones (C) , qui sont a leur tour reliés par une double liaison formant un systeme
conjugué ; lls sont synthétiseés par les plantes en réponse a des stresses biotiqgue comme
les attaques des insectes , donc ¢’est un puissant antifongique, ou a stresse abiotique tels
que les rayonnements UV ; les stilbenes les plus répandus sont : Le resvératrol,
ptérostilbénes, picéides [Khater,2011; Lambert, 2011].

R1

/ OH

Ra

Figure 10: Structure chimique des Stilbenes [Manach et al., 2004].
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e Lestanins:
Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure variée, de saveur astringent ayant
en commun la propriété de tanner la peau, cette aptitude est liée a leur propriété de se
combiner aux protéines. Leur poids moléculaire est compris entre 500 et 3000 [Paris et
Hurabielle., 1981].
On peut distinguer deux groupes de tannins différents par leur structure et par leur origine
biosynthétique.
1. Tanins hydrosolubles :
Sont des molécules Oglio ou polyester, formées d’une partie osidique et d’une autre partie
d’acide phénol, le sucre est généralement le D-Glucose, et I’acide phénol est, soit :
- L’acide gallique dans le cas des gallotannins.

- L’acide ellagique dans le cas des ellagitannins.

Figurell : Structure chimique des acides galliques (A) et ellagiques (B) [Havsteen,2002].

2. Tanins condensés :

Qui se différent fondamentalement des tannins hydrosolubles par 1’absence de sucre dans leur
molécule et leur structure est voisine a celle des flavonoides (Figure 13). Il s’agit des
polyméres flavaniques constitués d’unité de flavan-3-ol liées entre elles par des liaisons

carbone-carbone [Bruneton, 1999].
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Figure 12:Structure chimique des tanins condensés [Bruneton, 1999].

+ Localisation et distribution:
Les tanins sont tres répandus dans le regne végétal, mais ils sont particulierement abondants
dans certaines familles comme les coniféres, les fagacées, les rosacées [Ghesterm et al.,
2001].
IIs peuvent exister dans divers organes : I'écorce, les feuilles, les fruits, les racines et les
graines [Khanbabae et Ree., 2001].

e Les flavonoides :
Les flavonoides (du latin flavus, jaune) C’est le groupe le plus répandu des composés
phénoliques dans le regne végétal, ont un squelette de base de quinze atomes de carbones qui
sont arrangés a une configuration C6-C3-C6 (Figure 13), constitués de 2 cycles aromatiques
A et B reliés par une chaine en C3 qui forme un hétérocycle oxygéné C [Guignard, 2001],
selon ce dernier les flavonoides se répartissent en plusieurs familles : anthocyanidines ;
flavonoles ; isoflavonoles ; flavones ; isoflavones ; flavanes ; isoflavanes ; flavanols ;
isoflavanols ;flavanones ; isoflavanones ; aurones [Belyagoubi, 2011].
Les flavonoides sont considérés comme des pigments universels des végétaux, ou sont
responsables des couleurs vives des fleurs, fruits et feuilles. Les anthocyanes pigments rouge

ou bleu, les flavones et les flavonols de couleur créme ou jaune clair [Marfak, 2003].

20



Chapitre 11 : Métabolites secondaires

Figure 13: Structure chimique générale des flavonoides [Havsteen, 2002].

e Lescoumarines :
Les coumarines sont des molécules largement répandues dans tout le regne vegétal, sont des
2H-1-benzopyran-2-ones, considérées comme étant les lactones des acides 2-hydroxy-7-
cinnamiques [Benayache, 2005]. Elles existent sous forme libre solubles dans les alcools et
dans les solvants organiques ou les solvants chlorés ou encore liées a des sucres (hétérosides)

sont plus ou moins solubles dans 1’eau [Bruneton, 1999].

Figurel4 : Structure d’une molécule de coumarine [Cowan, 1999].

e Leslignines:
Ce sont des dimeéres des unités de phénylpropane (C6-C4) [Benarous, 2009]. Les lignanes
constituent une classe importante de métabolites secondaire dans le régne végétal.
La distribution botanique est large, plusieurs centaines des composés ont été isolés dans
environ soixante-dix familles, Ils ont été découvert dans toutes les parties des plantes : les
racines, les feuilles, les fruits et les graines [Midoun, 2011].

e Lesmucilages :
Sont des produits de la polymérisation de nombreux sucres dont certains peuvent étre
modifiés (exemple ’acide uronique qui est un polysaccharide hétérogene). Les mucilages ont
la propriété de gonfler dans I’ecau. On les utilise comme : laxatifs mécaniques et aussi
adoucissants de la gorge [Ledard et Guinaudeau, 1997].

e Lessaponines :
Le mot saponine est dérivé du mot latin « sapo ». Les saponines ont regu leur nom du fait
qu’elles produisent une mousse semblable a celle du savon [Hart et al., 2008], Ils sont des
glycosides a poids moléculaire élevé, regroupant un ensemble complexe et chimiquement trés
diversifi¢ de molécules triterpeniques ou stéroides. Elles se composent d’une fraction
aglycone hydrophobe (un noyau stéroidique ou triterpénique) liée a une chaine mono ou

Polysaccharidique hydrophile [Wallace, 2004].
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1.3 Role biologique des métabolites secondaires [Wink, 2010]
Défense contre les herbivores (insectes, vertebrés).
Défense contre les moisissures et les bacteries.
Défense contre les virus.

Défense contre les autres plantes qui rivalisent pour lumiere, eau et éléments nutritifs.

AN N NN

La protection contre les rayons UV ou autre stress physique.
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Chapitre 111 : Généralité sur Le Diabéte
I11.1 Epidémiologie :

Du fait du vieillissement de la population et de I'augmentation de la fréquence de I'obésité, le
diabéte est assimilé a une épidémie [OMS, 2010]. En effet, méme s'il ne s'agit pas d'une
pathologie transmissible, 1’accroissement du nombre de cas de diabéte l'apparente a une
épidemie (littéralement « qui circule dans le peuple »). L'OMS, deés 2008, incluait le diabéte
dans le plan d'action pour la stratégie mondiale de lutte contre les maladies non
transmissibles.

L’OMS estime actuellement a environ 422 millions diabétiques dans le monde. Ce chiffre a
pratiquement doublé depuis 1980 [OMS, 2016]. L'essentiel de I'augmentation du nombre de
diabétiques se produira dans les années a venir dans les pays en développement du fait de
I’accroissement démographique, du vieillissement de la population, de 1’augmentation de
I’obésité et de la sédentarité. Dans les pays développés, la plupart des diabétiques seront agés

de 65 ans et plus.

I11.2 Prévalence en Algérie :

En Algérie, le diabéte reste cependant une réalité préoccupante puisqu’il s’agit de la deuxiéme
maladie chronique aprés 1’hypertension. Le nombre des diabétiques en Algérie est passé d’un
million de personnes en 1993, a plus de 2 500 000 en 2007, soit 10% de la population en 2010
[INSP, 2009].

Il s'avere qu'en Algérie, la fréquence du diabete varie de 1,3% dans les régions du Sud, ou les
gens sont maigres en raison des conditions de vie difficiles a 8%, 14% et 16% dans les villes
du Nord ou l'activité physique est réduite, I'obésité et le syndrome métabolisme augmentent
chez les adultes et les enfants en raison de troubles de I'alimentation. Le surpoids et I'obésité
sont positivement corrélés avec I'énergie totale, la consommation de gras et d'acides gras
saturés [Chentli et al., 2013]. Cependant, les données relatives a la fréquence du diabéte type

1 restent insuffisantes en Algérie.

I11.3 Définition du diabéte :
Le diabete est défini comme une affection métabolique, caractérisée par une hyperglycémie
(taux de sucre dans le sang trop élevé) liée a une déficience, soit de la sécrétion, soit de
I’action de I’insuline, ou des deux. L’insuline est une hormone produite par le pancréas,
indispensable a la pénétration du glucose sanguin dans les cellules. Lorsqu’elle fait défaut le

taux de sucre augmente dans le sang, ’organisme est trés sensible a ces variations, la
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chronicité de I’hyperglycémie est responsable de complications a long terme touchant de
nombreux organes notamment les yeux, les reins, les nerfs, les coeurs et les vaisseaux

[Summary, 2012].

Le diabete sucré se définit aussi par une hyperglycémie chronique, soit une glycémie a jeun
supérieure a 1,26g/1 (7mmol/l) ou une glycémie supérieure a 2g/1 (11,Immol/l) a n’importe
quel moment ou lors d’une hyperglycémie provoquée par voie orale a deux reprises. Cette
définition est fondée sur le seuil glycémique a risque de micro-angiopathie, en particulier a

risque de retinopathie [Bonnefont-Rousselot et al., 2004].

I11.4 Symptomes de diabéte :

Les symptémes cliniques sont la polydipsie, la polyurie, la perte inexpliquée de poids
corporel, la faiblesse et susceptibilité a certaines infections [Canivell et al., 2014], les patients
atteints de diabéte de type 2 peuvent présenter une acidocétose diabétique (DKA). Les enfants
atteints de diabéte de type 1 présentent généralement les symptémes de la marque de polyurie
/ polydipsie et occasionnellement avec DKA. L'apparition du diabéte de type 1 peut étre
variable chez les adultes et ne peut pas présenter les symptdmes classiques observés chez les
enfants [William et Cefalu, 2015].

I11.5 Classification de diabéte :
La classification de diabete est fondée depuis 1997 sur la physiopathologie des différentes
formes cliniques et génétiques de la maladie, et non plus sur le traitement recu [Guillausseau
et al, 2003]. En fonction de son étiologie, on distingue le diabéte de type 1, le diabete de type

2 et autres types « spécifique » ou « secondaire » [Ndomou et al, 2014].

111.5.1 Diabeéte de type 1 (DID : diabéte insulinodépendant) :
Le diabéte de type 1, anciennement connu sous le nom de diabéte insulino-dépendant (DID),
est caractérisé par une absence ou une trop faible production d’insuline par les cellules du
pancréas (figure 15). C’est une maladie qui apparait le plus souvent durant I’enfance ou
I’adolescence. Environ 65 000 enfants &gés de moins de quinze ans développent chaque
année, dans le monde, un diabete de type 1 [Usher Smith et al., 2012]. C’est une maladie
auto-immune au cours de laquelle les défenses de I’organisme, en particulier des anticorps
produit par des lymphocytes, détruisent les cellules béta du pancréas, d’ou I’incapacité de
I’individu atteint a sécréter de I’insuline [Grimaldi, 2009]. Le diabéte de type 1 représente

environ 10% des cas de diabete dans le monde. Le traitement du diabéte de type 1 repose sur
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des injections d’insuline pour compenser le défaut de production de cette hormone par les

cellules béta pancréatique

Glucose
Récepteur a
I'insuline

Figure 15: Mécanisme de dysfonctionnement de I'noméostasie du glucose dans le diabéte de
type 1 [Kharroubi et Darwish, 2015].

1) La présence de glucose va stimuler les cellules du pancréas pour libérer de I’insuline.

2) Les cellules B du pancréas ne produisent pas ou trés peu d’insuline.

3) et 4) Défaut de transduction du signal induit par I’insuline et défaut de la translocation du
transporteur de glucose (GLUT4) ce qui conduit a un défaut de la captation du glucose par les
cellules musculaires lisses, les adipocytes ou le foie.

5) Hyperglycémie résultant d’une accumulation de glucose dans le sang.

111.5.2 Le diabéte de type 2 (DNID : diabete non insulinodépendant) :
Le diabete de type 2 ou diabete non insulinodépendant (DNID) est caractérisé par un défaut
d’action de I’insuline (insulino-résistance) qui peut évoluer vers une insulinopénie, c’est-a-
dire une trop faible production d’insuline par le pancréas, dii a un épuisement des cellules

sécrétrice d’insuline.

Il en résulte une hyperglycémie chronique (figure 16). C’est la forme la plus fréquente du
diabete (90% des cas de diabéte traités) [Kharroubi et Darwish, 2015].

Les causes du diabéte du type 2 sont multiples. Il existe en effet plusieurs facteurs de risque
responsables de 1’apparition du diabete de type 2 : ’obésité, I’inactivité physique, une

26



Chapitre 111 : Genéralité sur Le Diabete

alimentation mal équilibrée mais aussi des antécédents familiaux. Environ 70% des personnes
atteintes de diabéte de type 2 sont obéses et I’obésité elle-méme peut causer ou aggraver
I’insulino-résistance [Alberti et Zimmet, 1998]. De nombreuses personnes atteintes de
diabete de type 2 en sont longtemps inconscientes car plusieurs années peuvent s’écouler

avant que les symptomes n’apparaissent ou soient reconnus.

Glucose

Récepteur a
l'insuline

Figure 16: Mécanisme de dysfonctionnement de I'nhoméostasie du glucose dans le diabete de
type 2 [Kharroubi et Darwish, 2015].

1) La présence de glucose va stimuler les cellules du pancréas pour libérer de 1’insuline.
2) Production d’insuline par les cellules B-pancréatiques.
3) et 4) L’insuline ne fonctionne pas correctement et on a une défaillance de la transduction

du signal induit par I’insuline et un défaut de la translocation du transporteur de glucose

(GLUT4) ce qui conduit & une mauvaise captation du glucose par les cellules musculaires

lisses, les adipocytes ou le foie.

5) Hyperglycémie résultant d’une accumulation de glucose dans le sang.
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111.5.3 Diabeéte spécifique :
Ensemble hétérogéne d’affections du pancréas, d’endocrinopathie, de diabéte médicamenteux
ou chimique, et d’affections génétiques, en particulier au niveau de la cellule 3 [Rodier,

2001].

111.5.4 Diabéte gestationnel :
Le diabéte gestationnel est un trouble de la tolérance glucidique, de gravité variable,
apparaissent le plus souvent entre la 24eme et la 28eme semaine de grossesse. Il est identifié
chez 4% a 7% des femmes enceintes et est associé a des complications maternelles et feetales.

Il disparait apres I’accouchement [Bysschaert, 2006].

I11.6 Critéres de diagnostic :
Le diabéte sucré est affirmé sur une valeur de glycémie a jeun supérieure a 1.269/1 (7
mmol/L) a deux reprises. Le dosage d’hémoglobine glyquée (HbG), capital pour la
surveillance de 1’équilibre d’un diabéte, ne peut se substituer a celui de la glycémie pour le

diagnostic de diabéte.
Le diabete peut aussi étre diagnostiqueé :

v Sur une valeur de glycémie supérieure a 2 g/l (11.1 mmol/L) 2 heures apreés prise orale
de 75¢g de glucose (hyperglycémie provoquée par voie orale. Rarement pratiquée
actuellement)

v’ Sur une glycémie supérieure a 2g/1 quelle que soit I’heure. S’il existe des symptomes

de diabéte.

Le diabéte gestationnel est affirmé chez une femme enceinte si au cours d’une hyperglycémie
provoquée orale réalisée avec 100 g de glucose. Administrés le matin aprés un je(ne de 8 a 14
heures. Sans restriction alimentaire préalable au moins deux valeurs des glycémies (mesurées

sur plasma veineux) sont supérieures aux chiffres suivants :

v' Temps 0 : 0.95g/I (5.3 mmol/l).

v 1 heure : 1.8g/l (10.1 mmol/l).

v 2 heures : 1.55 g/l (8.7 mmol/l).

v" 3 heures : 1.40g/I (7.8 mmol/l). [Maunand, 2002].
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I11.7 Complications de diabéte:
La gravité du diabéte provient essentiellement de ses complications a long terme, source
d'handicaps pouvant altérer la qualité de vie et générer de lourdes dépenses de santé. Les

complications les plus importantes sont :

v’ Larétinopathie, une cause importante de cécité et de malvoyance.

v’ La néphropathie, anomalie rénale qui apparait chez tous les diabétiques, peut conduire

v' A I’'urémie (insuffisance rénale) et a la mort.

v’ La neuropathie diabétique, qui touche le systeme nerveux périphérique et le systéme
autonome, la plus fréquente et la plus précoce des complications du diabéte.

v’ Les complications métaboliques qui comprennent I’acidocétose, le coma et I’acidose

lactique

v Risque d’infection ainsi que d’anomalies articulaires et dermatologiques
[Orban et Ichai, 2008 ; Wherrett et al., 2013].

I11.8 Anatomie du pancréas :
Le pancréas est un organe mesurant entre 12 et 20 cm, et pouvant peser jusqu’a 110g chez
I’homme adulte. 11 se situe profondément dans la cavité abdominale, ce qui rend son

exploration particulierement difficile.

La téte du pancréas est située sous le foie, elle est bordée par le duodénum et se voit traversée
par le canal cholédoque qui achemine la bile vers le bol alimentaire. L’isthme est la partie la
plus étroite et se situe en avant des vaisseaux de ’intestin (artére et veine mésentériques
supérieures). Le corps du pancréas s’étend obliquement vers le haut de ’abdomen, en avant
du rein gauche. Enfin, la queue est accolée a la rate et a ses vaisseaux (artére et veine
spléniques). Dans toute sa longueur, le pancréas est traversé par le canal de Wirsung, dont la
fonction est la collecte et ’acheminement vers le duodénum des sucs digestifs pancréatiques.
Le canal excréteur accessoire, ou canal de Santorini, parcourt la téte et s’abouche dans le

duodénum par la petite caroncule [David, 2016]

I11.9 Traitement du diabéte :
Le traitement du diabéte inclut 1’exercice physique, les médicaments hypoglycémiants oraux

et dans certains cas 1’administration de 1’insuline exogéne.
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111.9.1 Les antidiabétiques oraux :

Les sulfamides, les biguanides, les thiazolidinediones et les inhibiteurs de I’alphaglucosidase
sont les principales classes des antidiabétiques oraux disponibles pour le traitement des
patients atteints de diabéte de type 2. lls agissent soit en stimulant la libération d'insuline, soit
en réduisant la libération hépatique du glucose et/ou en améliorant la sensibilité a I'insuline
des tissus périphériques [Borm et al., 2012]. Leurs effets secondaires ne sont pas
préoccupants mais restent treés incommodants ; essentiellement troubles intestinaux (diarrhées,

inconfort abdominal) [Halimi et al., 2009].

111.9.2 Insulinothérapie :

Le traitement du diabéte repose sur 1’insulinothérapie visant a reproduire le mieux possible
I’insulinosécrétion physiologique grace aux injections sous-cutanées d’insuline ou a une
perfusion continue sous-cutanée par pompe portable [Grimaldi et al., 2000]. L’insuline n’est
pas le traitement idéal du diabéte non insulinodépendant car si elle permet de baisser les
glycémies en favorisant le transport et le métabolisme du glucose intramusculaire, elle facilite
la prise de poids en stimulant la lipogenese et aussi elle provogue une hypoglycémie sévére
[Halbron, 2014].

I11.10 Diabéte et plantes médicinales :

Les plantes possedent plusieurs principes actifs qui leurs permettent d’avoir une action sur
I’organisme. Dans le cas du diabete, elles ont une action hypoglycémiante, dont le mécanisme
differe ainsi que le principe actif responsable. Parmi les constituants des plantes ayant une
activité hypoglycémiante, on trouve les polysaccharides, les peptides, les alcaloides, les
glycopeptides, les triterpenoides, les acides aminés, les stéroides, les flavonoides, les phénols,
les coumarines, les ions inorganiques et les guanidines [Jarald et al., 2008].

L’activité antidiabétique des plantes peut dépendre de plusieurs mécanismes :

¢ Réduction de la résistance a I’insuline,
¢ Stimulation de la sécrétion d’insuline a partir des cellules béta ou/et inhibition du

processus de dégradation de I’insuline,
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¢ Apport de quelques éléments nécessaires comme le Calcium, le Zinc, le Magnésium,
le Manganese et le Cuivre pour les cellules béta,

Régénération ou/et réparation des cellules pancréatiques béta,

Effet protecteur de la destruction des cellules béta,

Augmentation du volume et du nombre de cellules dans les Tlots de Langerhans,
Inhibition de la réabsorption rénale du glucose,

Inhibition de B-galactosidase, de a-glucosidase et de a-amylase

® & & o oo o

Prévention du stress oxydatif, qui peut étre impliqué dans le dysfonctionnement des
cellules béta remarqué dans le diabéte,
¢ Stimulation de la glycogenese et de la glycolyse hépatique,

¢ Prévention de la conversion de I’amidon en glucose [Jarald et al., 2008].

Tableau2 : quelques plantes médicinales a effets anti diabétiques

Nom scientifique Nom commun Partie et mode d'utilisation Références

Le bulbe et son suc :
consommation quotidienne
d’oignon cru a raison de
Allium cepa L'oignon 30 a 40 g par jour

(assez difficile a supporter) mais [Valnet, 1985]
’oignon cuit et son

extrait agueux sont également
Hypoglycémiants (soupe,
infusion), ou teinture mere
(40 a 50 gouttes 3 fois/jour)

Les feuilles et I’huile obtenue par
distillation a la vapeur. Infusion :
3 a 4 feuille (ou une cuilleree a
café de feuille coupée) /tasse,
Eucalyptus globulus Eucalyptus faire bouillir

durant 1mn laissé infuser 10mn. [Goetz, 2007]
Boire 3 a 5 tasses/jour. Poudre

en cachets de 0.50g, a raison 6 a
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10/jour. sous forme alcoolature
a raison 2 a 4g/jour. Ou I’huile
sous forme de gouttes 2 a

5g/jour.

Les feuilles, les fleurs, et I’huile
essentielle

Infusion : 20 g pour 1L d'eau
Salvia officinalis Sauge bouillante, infuser 10mn, 3 tasses
par jour [Aissa B, 2000]
Tisane: 1 cuillere de thé bien
remplie dans 1/4 de litre d’eau

bouillante, infusé rapidement.

La prise de la cannelle par voie
Cannelle de Ceylan Canelle orale del, 3, ou 69 par jour réduit | [Goetz, 2007]

le taux sérique de glucose

I11.11 Diabéte expérimentale :
Les modéles animaux de diabéte représentent un outil important dans l'investigation du
diabete qui nous aide pour éviter des études inutiles et éthiqguement difficiles sur des sujets
humains, ainsi qu’obtenir un point de vue scientifique complet de cette maladie. Bien qu'il

existe plusieurs méthodes a travers lequel le diabete peut étre induit [Miroslav et al., 2015].

Le diabéte sucré expérimental chez les animaux de laboratoire peut étre induit en utilisant
manipulation chimique, chirurgicale et génétique / immunologique. Cela peut également étre
considéré comme un des méthodes de classification du diabete expérimental, qui est dans ce
cas basé sur méthode d'induction [Kim et al., 2002]. Le produit chimique le plus important et
le plus fréquemment utilisé pour l'induction du diabéte expérimental sont l'alloxane et la
streptozotocine. Pourtant, ces produits chimiques sont les plus couramment utilisés pour
Iinduction du diabete de type 1 parce gu'ils sont incapables d'induire directement une

résistance a l'insuline [Lenzen, 2008].
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¢ Alloxane:

L'alloxane (2,4,5,6-tétraoxypyrimidine, 5,6-dioxyuracile) est un dérivé de la pyrimidine est
synthétisé par oxydation de I'acide urique. C'est un hydrophile composé instable avec une
structure similaire au glucose. Ces propriétés d'alloxan sont essentielles pour le
développement du diabete [Lenzen, 1988 ; Wattiez et al., 2012].

L'alloxan est I'un des diabétogéne commun agents souvent utilisés pour évaluer le potentiel
antidiabétique des composés purs et extraits de plantes dans des études impliquant diabete
[Ighodaro, 2018]. Il est un cytotoxique analogue du glucose [Lenzen, 2008]. Il agit comme
une cytotoxine pour les cellules B de I7lot de langerhans, provoque le diabéte par I'induisant
de la nécrose cellulaire. Le ROS médié I’action cytotoxique conduisant a la destruction rapide
des cellules B ainsi diminution de la sécrétion d'insuline avec augmentation chronique du
glucose [Owolabi et al., 2011]. L'alloxane induit une hyperglycémie par génération de ROS

et inhibition de I'activité de la glucokinase [Kamran et al., 2017].

HM

M
H

Figurel7 : structure chimique de 1’alloxane [Lenzen, 2008].

¢ La streptozotocine :

La streptozotocine (STZ,2-désoxy-2-(3-méthyl-3nitrosouréido) -D-glucopyranose) est
synthétisée par Streptomycéte sachromogenes et est utilisée pour induire a la fois le diabete
sucreé insulino-dépendant [Szkudelski, 2001]. Le mécanisme par lequel la streptozotocine
provoque le diabéte sucré comprend la destruction sélective des cellules 3 pancréatiques
sécrétant I'insuline et minimise I'absorption du glucose par les tissus périphériques [Assefa et
al., 2017]. Apres lI'absorption de streptozotocine dans les cellules béta pancréatiques insulino-
sécretantes par GLUT-2 (transporteurs fortement exprime). La streptozotocine produit la mort
cellulaire par désoxyribonucléique méthylation acide (ADN). Cela entraine un diabéte

insulino-dépendant avec hyperglycémie chronique et hypoinsulinémie [Ho et al., 2011].
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Figure18 : structure chimique de la stréptozotocine [Bolzan et Bianchi, 2002].
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V.

Chapitre 1V : matériel et méthodes

Introduction :

Pour I’analyse phytochimique et 1’évaluation de D’activité biologique in vitro de 1’espece
étudiée, une extraction des principes totaux comportant les grands groupes chimiques a été
nécessaire. L’extraction a été faite dans le Laboratoire de recherche et de valorisation des
plantes médicinales et aromatique, département de biotechnologie, faculté de science de la
nature et de la vie, Université de Saad Dahleb BLIDA 1.

Objectif :

L’objectif de notre étude est I’extraction et la caractérisation phytochimique et biologique de
I’extrait aqueux du genévrier, malheureusement et pour des raisons sanitaires, nous n’avons
pas pu réaliser la partie activité biologique sur les animaux de laboratoire au niveau du CRD
Saidal.

Cette étude expérimentale se divise en 4 parties :

v La premiére partie : préparation des extraits éthanolique a partir des feuilles de la
plante.

v' La deuxieme partie : analyses phytochimiques de l'extrait aqueux de Juniperus
phoenicea L.

v' Latroisiéme partie : étude anatomique de la tige et la feuille de la plante choisée.

v' La quatrieme partie : étude in vivo de l'effet de I'extrait éthanolique préparé pour

I’activité antidiabétique.

V.1 Matériel
IV.1.1 Matériel biologique :

Le matériel biologique utilisé dans notre étude se divise en :

IV.1.1.1 Matériel végétal :
Le matériel végétal utilisé dans cette étude expérimentale est une espece végétale appartenant

a la famille des cupressacées. Les organes vegétaux choisis pour la realisation des
expérimentations de cette étude sont les feuilles puisque c’est a son niveau que se trouve la

majorité des principales substances actives.
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Figure19 : la plante de Juniperus phoenicea L (photo originale).

IV.1.1.2 Matériel animal :
C’est un modele animal constitué de 20 rats Wistar de sexe femelle qui proviennent de

I’institut de Pasteur d’Alger (centre d’¢levage de Kouba-Alger). Ces rats pesent a peu pres
entre (170-2009). Les rats sont logés dans des cages standard, & température ambiante avec

une alimentation modérée et libre acces a l'eau.

Figure 20: Rats Wistar albinos (photo originale).

1VV.1.2 Préparation du mateériel végétal :
v" Récolte
Notre étude a porté sur les feuilles de 1’espéce Juniperus phoenicea L qui a été récolté au mois
du février 2020 au niveau de la wilaya de Bejaia.
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Nous ne sommes pas ceux qui l'ont récolté, nous n‘avons donc pas beaucoup d'informations
sur la région de récolte.

v Séchage et broyage :

Les échantillons sont mis a sécher a I’air libre pendant 25 jours, a 1’abri de la lumicre, dans
un endroit bien aéré. L’intérét du séchage est d’éviter tout effet nocif di a I’exceés d’humidité
qui favorise la fermentation microbienne de feuillage et le développement des moisissures. Il
empéche aussi ’action de polyphénols-oxydases et de glycosidases qui dégraderaient les
composés phénoligues [Escribano-Bailon et Santos-Buelga, 2003].

Le matériel végétal séche est passé dans un broyeur électrique.

Figure21 : la plante apres le broyage (photo originale).
v' Tamisage:
Le broyat est tamisé a I’aide d’un tamis de 800um de diametre, la poudre obtenue est

conservée dans un flacon opaque.

Figure 22: la poudre de la plante apreés le tamisage (photo originale).
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V.2 Méthodes :

IV.2.1 Screening phytochimique :
Ce sont des techniques qui permettant de déterminer les différents groupes chimiques
contenus dans un organe végétal. Elles se basent sur des réactions chimiques qui permettent
d’identifier la présence des substances chimiques. [Hamidi, 2013]. Les méthodes de

caractérisation utilisées sont celles déecrites par [Bruneton, 2009].

Figure23 : le matériel utilisé au cours de I'analyse phytochimique (Photo originale).

1V.2.1.1 Préparation de ’infusé a 5% :
Une masse de 5 g de poudre seche de la plante Juniperus phoenicea a été pesé et mis dans

100ml d’eau distillé bouillante pendant 30 minutes. Une étape de filtration par papier filtre a

été effectuée par la suite.

1VV.2.1.2 Les tests réalisés :

a. Test des tanins :

Pour 5 ml de I’infusé, quelques gouttes de solution de chlorure de fer (Fecls) a 5% ont été

ajoutés. « La réaction donne une coloration bleu noire en présence des tanins ».

e Tanins catéchiques :
A 15 ml de ’infusé, 2 & 3 gouttes de solution de chlorure de fer (Fecls) & 5% ont été

rajoutées. « La réaction donne une coloration bleu noire en présence des tanins catéchiques ».

e Tanins galliques :
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A 5 ml d’infusé, 2 g d’acétate de sodium (C,H;NaO,) et quelques gouttes de chlorure de fer
(FeCl;) a 5% ont été ajoutés. « La réaction donne une coloration bleu foncée en présence des

tanins galliques ».

b. Test des anthocyanes :

Quelque gouttes d’acides chlorhydrique (HCI1) concentré ont été Rajoutés a 5 ml d’infusé a

5%. « La réaction donne une coloration rouge en présence d’anthocyanes ».

C. Test des mucilages :
Ajout de 1 ml de I’infusé, a 5 ml d’éthanol absolu dans un tube a essai. « Une précipitation

des flocons est observé en présence des mucilages ».

d. Test des saponosides : Indice de mousse
Les saponosides sont caractérisés par un indice de mousse, leur détection a été réalisée par
I’ajout d’un peu d’eau a 2 ml d’infusé apres une agitation pendant 20 minutes. L’évaluation
de la teneur en saponosides est :

= Pas de mousse : test négatif.

= Mousse moins de 1 cm : test faiblement positif.

= Mousse de 1 a2 cm : test positif.

= Mousse plus de 2 cm : test fortement positif.
€. Les coumarines :
2 g de la poudre végétale, ont été mis a 1’ébullition dans 20 ml d’éthanol éthylique pendant 15
minutes dans un bain Marie puis filtrés. A 5 ml de filtrat, 10 gouttes de la solution alcoolique
de KOH et quelques gouttes d’acide chlorhydrique (HCl) a 10% ont été rajoutés. « La

formation d’un trouble indique la présence de coumarines

f. Test des quinones libres :

2 g de la poudre végétale humectés par 2 ml d’acide chlorhydrique (HCL), sont mis en contact
avec 20 ml de chloroforme (CHCL;) pendant 3 heures. Le filtrat est agité avec 5ml
d’ammoniaque (NH4OH). L’apparition d’une coloration rouge indique la présence des

quinones libres.

g. Test des alcaloides :
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Le test des alcaloides est effectué sur 5g de la poudre végétale humectés avec I’ammoniaque
1/2, ’ensemble est macérés dans 50ml d’un mélange éther /chloroforme pendant 24h. Apres
filtration, le filtrat récupéré est épuisé¢ par 1’acide chlorhydrique (HCL). En présence

d’alcaloides, le réactif de dragendroff donne un précipité rouge.

h. Les flavonoides :
A 5 ml d’infusé, on ajoute quelques gouttes d’acide chlorhydrique (HCL) concentré et
quelques milligrammes de tournures de magnésium (Mg). La présence des flavonoides est

confirmée par I’apparition d’une couleur rouge ou orange [Karumi et al., 2004].

I. Les sucres réducteurs :
On ajoute 1 ml de liqueur de Fehling & 5 ml d'infusé. Un test positif est indiqué par

I’apparition d’un précipité rouge brique.

J. Les terpénoides :
A 5 ml d'infusé, on ajoute 2 ml de chloroforme (CHCLs;) et 3 ml de I’acide sulfurique (H,SO4)
concentrée. La présence des terpénoides est révélée par I’apparition de deux phases et une

couleur marron en interphase [Edeoga et al, 2005].
IV.2.2 Méthode d’extraction :

1VV.2.2.1 La macération :
La macération est une méthode d’extraction solide-liquide. Elle consiste & tremper une

substance (matiére végétale) dans un solvant froid ou chaud, pour extraire les molécules
solides ou liquides présentes dans une substance naturelle par sa dissolution dans ce solvant, a

température ambiante sous agitation ou pas. [Bellebcir, 2008].

Notre extraction a été realisée en trempant 30 g de la poudre de la plante dans 100ml du
solvant éthanol 96% et on met le mélange dans un bain ultrason pendant 30 minutes apres on
1’a laissé macérer pendant 72 heures sous agitation magnétique a froid. Apres la filtration par
papier filtre, le filtrat a été conservé a 4°C et les résidus ont été remacérés dans la moitié de
volume de méme solvant (50 ml d’éthanol 96%) utilisé dans la premiere macération et cela
pendant 48 heures. Apres filtration des deux filtras ont été mélangés puis conservé dans la

réfrégerateur a 4°C.
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Figure24 : filtration de I’extrait Figure 25: macération de 1’extrait

1V.2.2.2 Centrifugation :
Apreés la filtration on a passé par la centrifugation qui est une étape de séparation mécanique,

le mélange est soumis a une force centrifuge afin d’isoler les différentes composés grace a

leur différence de densité et I’obtention d’un extrait pur.

Figure 26: centrifigeuse (photo originale)

1VV.2.2.3 Evaporation:
L’extrait éthanolique a été ensuite soumis a une évaporation par un rotavapeur pour

finalement récupérer 1’extrait presque sec, le reste de solvant a été laissés s’évaporé dans

I’étuve a 27°C pour avoir I’extrait sec dépourvu de toutes traces de solvant.
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Figure 27 : I’extrait au cours d’évaporation (photo originale).

1V.2.3 Détermination du rendement (R) :
Le rendement désigne la masse de I’extrait déterminée aprés évaporation du solvant, il est

exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a I’extraction.
[Okou et al., 2018 ; Falleh et al., 2002].

Il est calculé selon la formule suivante :

[ R% = (P1-P0) / P) X 100 }

Avec :
P : Poids initial de 1’échantillon (g)
PO : Poids du bécher vide (g)

P1 : poids du bécher aprés évaporation totale (g).

Macération 1 : 30g de la poudre de la plante dans 100 ml de solvant (éthanol) pendant 24h.

4

N
Filtration par papier Wattmen n°1 et conservation du filtrat a 4°c
. J
Ve - 7 - Ve N
Maceration 2 : les résidus trempes dans 50 ml de solvant
(Le méme de la macération 1) pendant 48h )

9.
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Filtration & travers de papier Wattmen n°1 et combinaison des deux filtras

y

h 4

Centrifugation ——> Evaporation par __> Extrait sec
-~ rotavapeur —

Figure27 : les étapes d'extraction (protocole d'extraction)

IV.2.4 Principe de I’activité antidiabétique: [Diatewa et al., 2004]
Notre analyse biologique est basée sur la recherche de l'activité antidiabétique de 1’extrait
éthanolique de Juniperus phoenicea, administrées par voie intra-péritonéale aux rats Wistar.

1VV.2.4.1 Protocol expérimental :
diviser les rats en 04 lots de 5 rats dans chacun, le protocole a été résumeé dans le tableau

suivant

Tableau 3: Désignation des lots et les doses administrant.

Lot Désignation Les doses administrées
1 Témoin (sain) Aucune dose
2 Diabétique non traité (DNT) Aucune dose
3 Diabétique traité par I'extrait 100mg/Kg/j

éthanolique
(DTE 1)
4 Diabétique traité par I'extrait 150mg/Kg/j

45



Chapitre 1V : matériel et méthodes

éthanolique
(DTE I1)

mettre a jeun les rats 18 heures avant I’injection des extraits.
mesurer la glycémie basale au début de 1’expérimentation.

Suivre L’évolution du poids corporel périodiquement tout au long de I’expérimentation.

IV.2.4.2 Induction de diabéte :
Dans notre expérience 1I’induction du diabete chez les rats est par I’injection de 1’ Alloxane par

voie intra péritonéale (150 mg/Kg de poids) [Diatewa et al., 2004], sachant que 1’ Alloxane
monohydrate est indicteur de diabéte qui provoque une nécrose selective sur les cellules béta
du pancréas donnant ainsi une déficience insulinique chronique [Dhanabal et al., 2007].

Ce traitement est poursuivis pour tous les groupes durant vingt (20) jours.
Durant la période de I'expérience; les poids corporels et la glycémie des rats sont mesurés
chaque cing jours, on mesure le poids par une balance simple et on mesure la glycémie des

rats par un glucometre.

1V.2.4.3 Preparation des doses a injecter :
Les doses d’extrait éthanolique des feuilles de Juniperus phoenicea sont solubilisées dans du

DMSO 5%.

Malheureusement nous n’avons pas pu réaliser cette activité pour des raisons sanitaire
(Covid-19).

IV.2.5 L’étude anatomique :
L'anatomie végétale est une branche de la botanique et de I'anatomie. Elle étudie la structure

interne des végétaux [Dickison, 2000].

I1VV.2.5.1 Principe :
Elle Consiste a connaitre en détail la position des tissus, le nombre des couches cellulaires, la

forme des cellules et leurs organisations dans chaque tissu. Ou bien c¢’est de pouvoir d’étudie

la structure histologique d’une plante (structure tissulaire).

Cette étude est basée sur une technique des coupes anatomiques a mains levées et de la double

coloration des tissus, il nécessite de colorer les tissus vivants a paroi pectocellulosique en
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rouge ou en rose par le rouge Congo, et les tissus morts a paroi lignifié en vert avec le vert de
méthyle.

IV.2.5.2 Mode opératoire :
On a suivi la méthode décrite par [Bebghersallah et Elhadi, 2009] avec quelques

modifications.
1. Réalisation des coupes transversale :

Des coupes minces a I’aide d’un bistouri ont été réalisées sur des fragments de la plante a
savoir la tige et les feuilles. Avant de passer a la double coloration, les coupes mettent dans
des tamis sont transférées dans un récipient contenant l'eau distillée pour éviter la

dessiccation.
2. Double coloration Vert de Méthyle/ Rouge de Congo :

e L'eau de Javel :
Les coupes fines réalisés sont mises sur un tamis dans un récipient rempli de 1’eau de javel
pendant 10 minutes afin de vider le contenu cellulaire puis rincées par I’eau distillée et les

laissées dans 1’eau pendant 10 minutes (afin d’éliminer I’excés de 1’eau de javel).
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e Acide acétique 0.01% :
Les coupes sont passées dans l'acide acétique et laissé pendant 2 minute (neutralisation de
l'effet basique de l'eau de javel) puis rincées par 1’eau distillée et les laissées dans ’eau

pendant 5 minutes (afin d’éliminer 1’excés de I’acide acétique).

e Vert de méthyle :
Les coupes sont placées dans le vert de méthyle pendant 20 minutes (coloration des parois
lignifiées en vert, les parois subérifiées en brun et les parois cutinisées en jaunes) puis rincees
par I’eau distillée et les laissées dans 1’eau pendant 5 minutes (afin d’éliminer ’excés du vert

de méthyle).

e Rouge de Congo :
Les coupes rincées apres la premiere coloration, sont passes dans le rouge Congo pendant 10
minutes (coloration des parois pecto-cellulosique en rose) puis rincées par I’eau distillée. En

fin, les coupes colorées sont récupérées dans de I’eau distillée.
3. Sélection des coupes :

Les meilleures coupes (fines) ont été sélectionnées pour les préparées a I'observation

microscopique.
4. Observations microscopique :

On a choisi les coupes les plus fines, on a pris chacune délicatement a I’aide d’une pince, les
maitres sur une lame, et on a deposé au-dessus une goutte d’eau ensuit on les a couverts avec

une lamelle pour enfin les observer au microscope optique avec des différents grossissements.
5. Conservation des coupes :

On met les coupes restantes dans un mélange d’eau et de glycérol pour les conserver.
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V. Chapitre V : Résultats et discussions
V.1 Rendement de I'extraction :
A la suite de I’extraction nous avons obtenu les résultats suivants :
e Le poids initial de I’échantillon = 30g
e Le Poids du bécher vide = 33.24¢g

e Le poids du bécher aprés évaporation totale = 40.25¢g

On aaussi :
R% = (P1-P0) / P) X 100
Donc:
R%= ((40.25g — 33.249) / 30) x 100
=23.66%

Figure 28: I’extrait aprés 1’évaporation totale.

Le calcul de rendement par rapport au poids total de la poudre de Juniperus phoenicea montre
la proportion moyenne de 23.66%.

Comparativement a la littérature, notre résultat sur le rendement de 1’extrait éthanolique de
Juniperus phoenicea est inférieur a celui trouvé par 1’étude de [Ennajar et al., 2009] qui a été
de I’ordre de 26.2%.

A partir des résultats trouver par [Ennajar et al., 2009] et nos résultats, nous avons constaté
que les teneurs en extraits secs varient en fonction des paramétres de ’extraction solide-
liquide des polyphénols, le solvant d’extraction et des autres facteurs. Comme [Lee et al.,
2003 ; Dai et Mumper, 2010] ont trouvé que les rendements des extraits des plantes peuvent

étre influencés par plusieurs parameétres et dépendent entre autre de la composition chimique
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et les caractéristiques physiques de la matiére végétale ainsi que la méthode et les conditions

dans lesquelles I’extraction a été effectuce.

V.2 Tests phytochimiques :

Les tests phytochimiques sont des analyses qualitatives qui nous permet a mettre en évidence
les différentes classes de métabolites secondaires que contiennent la plante. Ces réactions sont
basées sur des phénomenes de précipitation ou de colorations par des réactifs spéecifiques de
chaque famille de composés.

Les résultats expérimentaux représentés dans le tableau n° 04 montrent la présence ou
I'absence de certains groupes chimiques. Ces tests sont en relation avec l'intensité du
précipité, de turbidité ou de coloration, qui sont proportionnelle a la quantité de la substance

recherchée.

Tableaud : Résultats du criblage phytochimique des feuilles de la plante Juniperus

phoenicea L
Résultat par rapport au Présence /Absence dans
Le composé chimique témoin ' )
(photos) I'extrait
Tanins +++
Tanins galliques +
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Sucres réducteurs

Mucilage +++
Flavonoides +++
Anthocyane ++

. (+) : Présents ; (++) : abondants ; (+++) : trés abondants ; (-) : absents.

Les résultats du criblage phytochimique de Juniperus phoenicea mentionnés dans le tableau
indiquent que les feuilles de notre plante sont riches en flavonoides, tanins, anthocyanes et

mucilage. D'autre part, on note l'absence des sucres réducteurs.
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L’étude phytochimique réalisé sur les feuilles de Juniperus phoenicea de la région de Bouira
de [Kaddour et Irrari, 2018] ont montré la présence de mucilage, des tanins totaux, tanins
galliques et des sucres réducteurs en grandes quantités, Ceci ressemble a nos résultats sauf
dans le cas des sucres réducteurs.

Ainsi que nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par les travaux de [Medini et al.,
2013] qui ont signalé la présence des tanins et des flavonoides dans les feuilles de Juniperus
phoenicea.

Il est difficile de comparer nos résultats avec ceux de la bibliographie. A cause de la

différence de la région de récolte et de plusieurs raisons.

V.3 L’étude anatomique :
V.3.1 L’observation microscopique de la tige de Junipérus phoenicea :

Figure 29: coupe transversale de la tige de Junipérus phoenicea,

(G : 10X) 1 : parenchyme corticale ; 2 : parenchyme médullaire ; 3 : le bois ;
4 : liber ; 5 : sclérenchyme ; 6 : poche ; 7 : poil tecteur ; 8 : épiderme.

L’observation microscopique des coupes transversales de la tige mets en évidence les
caractéristiques d’une structure secondaire. La partie externe des coupes est limitée par
I’épiderme, suivi du parenchyme cortical et plus a I’intérieur du cylindre central. La surface
de I’épiderme monostrate, recouverte par la cuticule, présente de nombreux poils tecteurs et
sécréteurs.

La partie externe du parenchyme cortical est occupée par du collenchyme ; vers I’intérieur se

trouve le parenchyme cortical. Le cylindre central occupe la majeure partie des coupes.
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nous avons :

- Epiderme : 1l est formé d'une seule assise avec I'apparition de poils pluricellulaires articulés
et ramifiés, elle a un role de protection et d’échanges grace au stomates.

- Parenchyme cortical : 1l est composé de plusieurs cellules disposées de maniére anarchique
mais plus fines que celles du sclérenchyme.

- liber ou phloeme secondaire : est produit par le cambium vers I’extérieur. C’est la zone ou

circule la séve élaborée
- Cambium : Formé d'une assise difficilement observable.

- le bois : est un matériau naturel d’origine végétale. Il est constitué par un tissu végétal
formant la plus grande partie du tronc des plantes ligneuses. Il assure le role de conduction de
la séve brute des racines jusqu’aux feuilles et le role de soutien mécanique de 1’arbre ou de

I’arbuste.
- La moelle ou le parenchyme médullaire : Il occupe le centre de la coupe.

V.3.2 L’observation microscopique de la feuille de Junipérus phoenicea :

Figure 30: coupe transversale de la feuille de Junipérus phoenicea, (G : X40)

1 : parenchyme ; 2 : cellules sécrétrices ; 3 : poche ; 4 : épiderme.

L’observation microscopique de coupe transversale de la feuille, elle présente une face
supérieure avec un épiderme supérieur recouvert d’une cuticule et des poils tecteurs, de poils
sécréteurs et de stomates. La face inférieure présente un épiderme inférieur qui différe de
I’épiderme supérieur par une paroi et la présence de nombreux stomates, la surface de

I’épiderme inférieur est aussi recouverte de poils tecteurs.
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Le mésophile est hétérogene et comprend le parenchyme palissadique et le parenchyme
lacuneux dans lequel se trouvent les nervures. Celles-ci sont constituées de faisceaux libéro-
ligneux collatéraux fermés, avec le phloeme du c6té inférieur et le xyleme du c6té supérieur,

tous deux entourés de sclérenchyme.

- Epiderme : La feuille est limitée sur chaque face par un épiderme ou émergent des poils

pluricellaires unisériés, ces poils protegent I'épiderme.

- L'appareil conducteur : Est situé dans la nervure principale, il est en forme de faisceaux

libéro-ligneux (xyléeme-phloeme).

- Le collenchyme : De couleur verdatre constitué par des cellules plus ou moins allongées

situé¢ sous 1’épiderme.

- Parenchyme palissadique : Ce sont des cellules allongées, disposés les unes sur les autres

en forme de palissade.
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Conclusion générale et perspectives :

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales posséde des propriétes
biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers domaines a

savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et 1’agriculture.

Le criblage phytochimique des feuilles de Juniperus phoenicea a révélé la présence de
différentes familles de métabolites secondaires. Il s’agit essentiellement des flavonoides, des
tannins, de mucilage, et des anthocyanes. Ces constituants sont connus de leurs diverses
propriétés biologiques pouvant ainsi contribuer a ’utilisation de Juniperus phoenicea comme

reméede en médecine traditionnelle.

L’étude anatomique de Juniperus phoenicea nous a permis de mieux connaitre les différentes
caractéristiques d'identification de I’espéce telle que la structure anatomique de la tige et de la

feuille.

Ainsi de connaitre les déférents tissus : tissu de soutien, tissu conducteur, tissu de revétement

et les tissus parenchymateux.

Nous pouvons conclure que I’examen anatomique des feuilles nécessite des coupes tres fine

pour une bonne observation microscopique.

Néanmoins nous avons pu réaliser 1’extraction et les tests phytochimiques au niveau du
laboratoire de Recherche des Plantes Médicinales de I'université de Blida alors que les parties
relatives a I’étude de 1’activité biologique (stage a I’entreprise Saidal), n’ont pas été réalisées

pour des raisons sanitaires (Covid-19).
A partir de ces résultats, il serait souhaitable de :

- Testant d’autres méthodes d’extractions et leurs influences sur le rendement.

- Connaitre la composition chimique par d’autres méthodes adéquates.

- Extrayant différents extraits d’autres parties de la plante et les étudier.

- L’étude qualitative plus approfondie pour déterminer la composition chimique.

- L’observation microscopique d’autres organes de la plante
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C.

Annexe




Matériel non biologique :

Petit _matériel : béchers - tubes & essai - pipettes - éprouvettes graduées -

bain marie - spatule - ballon de concentration - papier wattman n°l - creusets
- agitateurs simples - coton - cuillere a café - Erlenmeyer - entonnoir -
thermometre - bistouri - récipients - tamis - lames et lamelles — pince

Equipements : Etuve - balance de précision - agitateur magnétique -
autoclave - broyeur - réfrigérateur - rotavapeur - microscope optique —
micropipette

Réactif : I’cau de javel - I’eau distillée - vert de méthyle - rouge de Congo -
acide acétique 0.01% - chlorure de fer (FeCl3) - acétate de sodium
(C2H3Na0O2) — acide chlorhydriqgue (HCI) — hydroxyde de potassium (KOH)
— chloroforme (CHCIl;) — ammoniaque (NH,OH) — magnésium (Mg) — acide
sulfurique (H,SO,4) — éthanol 96% - liqueur de Fehling.



