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Abstract

The ethnobotanical study that we undertook was carried out at the Biotechnology Research Centre
(CRBt) Constantine, Algeria . in order to identify the antioxidant and antidiabetic properties (In
vivo) of the fixed oil of the grains of Lepidium sativum, which has multiple medicinal properties. In
vivo, our experiment was carried out on 32 BALBC mice, divided into 4 batches The first batch was
injected with streptozotocin (D+),treated with a 100 mg/kg dose of 1 sativum, , the second batch
wastreated with a 100 mg/kg dose of I sativum and injected with streptozotocin (D-), the third batch
was treated with the seeds extract, and the last batch was conducted as a control batch (sain) . the
analysis shows significant changes in blood glucose and oxidative stress parameters.

keywords : Lepidium sativum, BALBC mice, antioxidant activity, Antidiabetic



Résumé

L’étude ethnobotanique que nous avons entrepris a été réalisée au centre de recherche en Biotechno-
logie (CRBt) Constantine, Algérie en vue d’identifier les propriétés antioxydantes et antidiabétiques
(In vivo) de I'huile fixe des grains de Lepidium sativum, qui recéle de multiples propriétés médicinales.
In vivo, notre expérimentation a été réalisée sur 32 souris BALBC, divisées en 4 lots : 2 lots traités
par une dose de 100mg/kg de L.sativum pendant 21jours dont un lot injecté par la streptozotocine
(D-) et un lot est traité par 'extrait des graines et en fin un lots témoin (sein). L’analyse montre des
changements notables la glycémie, aussi pour les parametres de stress oxydatif. . .

mots clé Lepidium sativum, souris BALBC, activité antioxydante, Antidiabétique
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Introduction

Le diabete est une maladie chronique et ancienne connue dans le monde entier, dont les effets
dévastateurs se multiplient de jour en jour et sont gravement épidémiques; c’est un vrai probleme
de santé publique (wild et al.2004). Selon I'IDF : 537 million d’adulte (20 a 79 ans) sont atteints
de diabete (1 sur 10), ce chiffre devait atteindre 643 million en 2030 et 783 million en 2045 le
diabéte est responsable de 6,7 million de déces en 2021. A Pheure actuelle, plusieurs questions ont
été soulevées au sujet de 'innocuité des substances chimiques de synthese utilisées en médecine ou
dans I'industrie médicale (Boudjouref et al. 2014) Le diabéte type 1 dans son traitement basé sur
le médicament injectable (I'insuline), Bien que ce traitement est essentiel pour un diabéte, il n’est
pas exempt d’effets secondaires. Les trois effets secondaires les plus courants rencontrés lors de la
prise d’insuline sont : I’hypoglycémie; une hypersensibilité dans la zone d’injection et 1’éruption
cutanée dans la région de I'injection (inconnu,2017). Les effets secondaires du médicament sont un
probléme majeur en gestion thérapeutique. Au cours des derniéres décennies, les plantes médicinales
a gagné une importance dans le traitement et le controle de cette maladie. Actuellement, il existe
plus de 400 plantes traditionnelles utilisées pour le traitement du diabeéte sucré (Hanae ,2018). Les
plantes constituent une excellente source d’ingrédients actifs pouvant étre utilisés dans le traitement
(Hanae, 2018). L’Algérie est considérée parmi les pays connus pour sa biodiversité florale. Pour ce
faire, nous nous intéressons a étudier les propriétés antidiabétiques et antioxydantes d’une plante
utilisée en médecine traditionnelle en Algérie pour sécher le diabéte. L’étude inclut : une synthese
bibliographique qui fournit les informations sur le diabéte et la plante Lepidium sativum a partir
des documents scientifiques et une partie expérimentales comprenant : La méthode d’extraction
utilisée dans ces travaux de recherche, ainsi que I'étude de 'activité antidiabétique et antioxydante
de Lepidium sativum.
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Premiere partie

Synthese bibliographique
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Chapitre 1

Généralité sur le diabéte

1.1 Diabeéete sucré

1.1.1 Définitions du diabéte sucré

Selon ’OMS, le diabete est défini comme une maladie chronique et grave, qui se déclencher lorsque
le pancréas ne produit pas suffisamment 'insuline ou bien 'organisme n’est pas capable d’utiliser
I’insuline qu’il produit efficacement.

1.2 Classification du diabeéte sucré

Il existe plusieurs classifications du diabete. Les trois principaux types de diabete sont selon

I'OMS :

1.2.1 Diabete de type 1

Dit aussi diabete insulinodépendante, indicateur de carence en insuline conséquence d’une des-
truction des cellules pancréatiques par le systeme immunitaire; il peut survenir a tout age mais
fréquemment chez les enfants. La cause de diabéete type 1 n’est pas connue, et en ’état des connais-
sances actuelles il est impossible de prévenir (Hanae, 2018).

1.2.2 Diabete de type 2

Dit aussi diabéte non insulinodépendante, il est caractérisé par une dysfonction de I'insuline .I1
représente la majorité des cas de diabete qui affecte habituellement les adultes agés de plus de 40
ans. (Chaouki ,2012)

1.2.3 Diabete gestationnel

Est une type de diabéte qui peut se développer pendant la grossesse; les femmes at- teintes de
diabete gestationnel ont un risque accru de complication pendant la grossesse et ’accouchement
(Hanae, 2018)
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1.3 Les symptomes du diabete sucre

Que ce soit le diabete type 1 ou type 2; les symptomes les plus remarqués sont :
— Une augmentation du besoin d’uriner .

— Une augmentation de la soif .

— Une fatigue importante .

— Une faiblesse.

— Une perte de poids .

— Une vision trouble .

— Accroissement de la faim. (Chaouki, 2012)

1.4 Causes du diabete et diagnostic

1.4.1 Causes du diabeéete

Les causes du diabete type 1 ne sont pas connues mais on pense que I’association d’une prédisposi-
tion génétique et d’autres facteurs (pas encore identifiés) incitent le systéme immunitaire & attaquer
les cellules du pancréas.

le diabete type 2 est causé par 'association d’'un manque et d’une résistance a 'insuline (maladie
métabolique), on peut dire qu'il est lié au mode de vie ; une alimentation déséquilibrée ; la sédentarité ;
I'obésité (Chaouki, 2012)

1.4.2 Diagnostic du diabete

Le diagnostic du diabete est établi a partir du taux de glycémie, dans ce cas on mesure la glycémie
a jeun d’au moins 7,0 mmol/L ou une glycémie d’au moins 11,1mmol /L 2 heures apres la prise du
glucose peut servir a établi un diagnostic de diabete. Et peut recourir un taux d’hémoglobine glyquée
(HbA1C) d’au moins 6,5%, peut servir a diagnostic du diabéte. La glycémie mesurée au hasard durant
la journée d’au moins 11,1 mmol/L peut servir & établi un diagnostic (Zubin et al. 2018).

1.5 Les complications du diabete sucré

Comme toutes les maladies, le diabete peut développer I'apparition d’autre maladie Les compli-
cations chroniques du diabete, comprennent deux composantes : la micro-angiopathie et la macro-
angiopathie.

1.5.1 Complications microangiopathiques

— Rétiopathie Diabétique
— Nephropayhise
— Neuropathie diabétique

15



1.5.2 Complications macrogiopathiques

— Les maladies coronaires
— Les accidents vasculaires cérébraux AVC

— Lésions hépatiques.

1.5.3 Autres Complications
— Maladies du pied

— Probléme infectieux (les diabétiques souvent des infections bactériennes et fongiques, surtout
de la peau et de la bouche)

— Lésions hépatiques (Erika F et al. 2020)

1.6 Traitement du diabéte sucré

Le but de maintenir 1’équilibre glycémique, et de stabiliser I’évolution de la maladie. Le traitement
est généralement basé sur régime alimentaire équilibré et une activité physique réguliere et des
médicaments comme médicaments oraux ou injectables (surtout 'insuline) (inconnu,2022)

16



Chapitre 2

Généralité sur les plantes médicinales et
les metabolites secondaires

2.1 Introduction

La phytothérapie a toujours été utilisée dans le secteur de la médecine traditionnelle. Les plantes
médicinales sont utilisées dans ce domaine vu sa composition riche en composés chimiques actifs
appelés métabolites secondaires tels que les polyphénols, Flavonoides et huiles essentielle. I’Algérie
est un pays tres riche dans sa biodiversité florale ou les plantes algériennes jouent un role important
dans le soutien de la tradition qui est largement pratiqué dans le pays. A 'heure actuelle, plusieurs
questions ont été soulevées a propos de la sécurité des produits chimiques synthétiques utilisés en
médecine ou dans l'industrie alimentaire cela a conduit a rechercher des substances ayant des activi-
tés antioxydantes, antimicrobiennes, antidiabétiques anti-inflammatoires, antirhumatismales. . . ect.
Dans ce projet, Nous envisageons d’isoler les principes actifs et d’étudier leurs activités thérapeutiques
a par- tir de l'extrait de Lepidium sativum, susceptibles de contient des substances biologiquement
actives (Boudjouref et al. 2014).

2.2 Etude botanique

2.2.1 Généralités

Le genre Lepidium sativum Linn Appartient a la famille des Brassicacées (famille des choux) est
communément appelé "cresson alénois" ou "cresson de jardin". En Algérie, ils sont connus localement
sous le nom de "Hab el Rashaad" ou "hurf" | sont repartie un peu partout dans le monde et ses
origines sont plutot peu claire, nous le trouvons dans des régions assez variées; Afrique du Nord ou
de I'Est, au Moyen-Orient, en Asie occidentale (Jansen P; 2007) . ce sont des plantes annuelle et
bisannuelle bien connue comme légume , la plante dégage une odeur caractéristique . Feuilles pen-
nées, glabres, fleurs tres petites a petales blanc (Paul schauenberg , 2005) Cette famille compte 175
especes (Verkerk R et al. 2009) et environ 300- 420 genres largement distribuées & travers le monde
Y compris : Arabis, (arabette) ;Capparis; Isatis, (pastel)(Spichiger et al. 2009).
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Pour notre part nous nous somme intéressés deprés a l'activité antidiabétique et antioxydant de
Lepidium Sativum .

FIGURE 2.1 — lepidium sativum 1 :rameau en fleurs et fruits; 2 :feuille de la base 3 :fleur 4 :graines
Source : PROSE

2.3 Répartition géographique

L’origine exacte de lepidium sativum est inconnue, des études indique qu’il s’agit de 'Ethiopie et
de ses pays avoisinants ou de I’Asie occidentales . On le cultive aujourd’hui dans le monde entier y
compris la plupart des pays africains mais surtout a petite échelle dans les jardins familiaux On le
trouve aussi dans la nature échappé des cultures. sa domestication a probablement eu lieu en Asie
occidentale , il était déja cultivé en Grec, en Italie et peut étre en Egypte dans I’Antiquité . (Gregory
et al. 2007)

2.4 Classification

2.4.1 La famille Brassicaceae (cruciféres)

les Brassicaceae sont des cosmopolites quelques-unes se sont adaptées a des environnement parti-
culieres comme les montagnes ou les déserts , cette famille est tres homogene, reconnaissable par ces
fleurs a pétales disposés en croix , tres évoluée et facile a définir .
les crucifiére sont fortement lignifiés et ont une superficie foliaire réduite (Guingard et Dupont,2004)
principaux genres de la famille Brassicacées sont :
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FIGURE 2.2 — Localisation de Lepidium sativum dans le monde Source : ( Marhold, 2011).

— Lepidium, (les passerages).

— Arabis, (arabette).

— Capparis.

— Isatis, (pastel).

— Draba, (drave).

— Cleome.

— Crataeva.

— Thlaspi, (tabouret) (Spishiger.R et al. 2009) .
Quelques genres exotiques :

— Anastatica (A. hierochuntica, rose de jéricho);

— Xerodraba (Andes, argentine) ;

— Heliophila (Afrique du sud) (Martin,2013)

2.4.2 Le genre Lepidium

I'un des genres les plus représentés de la famille des Brassicacées qui compte environ 175 especes
largement réparties a travers le monde, sur tous les continents , Peu d’informations sont connues sur
la période d’apparition de ce genre .
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2.4.3 L’espéece Lepidium sativum

Lepidium sativum est le nom latin du cresson alénois, une plante médicinale célébré (Dupont.J,2004)

Taxonomie
Regne Plantae (plante)
Sous-regne | Tracheobionta (plantevasculaires)
Dévision Magnoliophyta
Ordre Capparales
(Friedel, 1904). | Famille Brassicaceae
Classe Magnoliopsida
Sous-classe | Dillenidae
Genre Lepidium
Espece Lepidiumsativum
Morphologie

C’est un petit arbre sempervirent, glabre, semi parasitaire avec des petites branches jusqu’au 18m
de hauteur, avec une encore rugueuse, grise ou presque noire ou rougeatre. Les feuilles sont ovales
a ovale lancéolées, opposées, minces, de 1,5-8,0 -1,5-3cm de longueur. Les fleurs sont adurantes vio-
let brun ou paille dans les cymes paniculaires terminales et axillaires, fruit sphérique de 1,2 cm de
diametre, pourpre-noir avec cotes rigides sur I'endocarpe, graines petites, lisses, longues d’environ
2-3mm, ovales, triangulaires a une extrémité, de 1- 1,5mm de largeur, plissées des deux coOtés, s’en-
tendant en haut et en bas sur les deux tiers, extension légerement ailée présente de chaque coté de la
graine. Une fois imbibé d’eau; le pelage gonfle et recouvert d’une muqueuse claire et incolore (Divanji
M et al. 2012)

Composants essentiels

Le profil nutritionnel a montré que les feuilles, les graines, et 'huile de graines de L. sativum
possedent des qualités nutritionnelles contenu qui peut aider a combattre nombreuses maladies ; vu
la présence d’alcaloides, de glycosides, de stérols, de caroténe, d’huile volatile et d’huile fixe. . . et
autres (Sakshi P et al. 2022). Pour cela Des études phytochimiques sont faites :

— Dans les graines de L. sativum,( Maier et al. 1998) ont recensé sept alcaloides imidazoliques : les
Lepidines B, C, D, E et F (dimeéres) et deux nouveaux alcaloides monomeres semilepidinosides

A et B.

— (Schultz et Gmelin ,1952), a partir d’extrait de méthanolique dégraissé issus des graines de L.
sativum ont isolé ’acide sinapique et la sinapine.

— (Nayak et al. 2009) par chromatographie en couche mince haute performance (HPLC) et a
partir de l'extrait méthanolique des graines de L. sativum ont identifié et quantifié I'acide
sinapique et rapporté qu'il existe environ 0,47% dans les graines de L. sativum.
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Des composés phénoliques dans les graines de L. sativum sur la base de leurs masses spectrales
caractéristiques. Les autres composés ont été identifiés, la quercétine, quercétine hexoside,
kaempferol et kaempferol-glucuronide ont été identifié par (ZiaUl-Haq et al. 2012).

Les glucosinolates des graines de L. sativum ont été étudiées par (Radwan et al. 2007). Ils
ont signalé la présence de glucotropaeoline et de 2- phényléthyl glucosinolate également appelé
gluconasturiine.

L’extraction d’huile fixe des graines de L. sativum avec de I’éther de pétrole. Cette huile a été
de couleur brune jaunatre et contenant des acides gras saturés et non saturés, tels que 'acide
palmitique (1,27%), stéarique (6.01%), arachidique (1,54%), béhénique (1,73%), lignocérique
(0,2%), oléique (61,25%) et linolénique (28%). (Mali et al., 2007).

(Aouadhi, 2010) , a identifié que les feuilles ont la saveur légeérement piquante, intense et
chaude; car elles renferment un composé soufré qui leur conferent ce goiit caractéristique de
cette famille. Il est tres riche en vit C, E, A, B1, B2, des sels minéraux, des glucosides.

La structure chimique des composés bioactifs présents dans les extraits de L.sativum (Figure
2.3)
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FIGURE 2.3 — structure chimique des composés bioactifs présente dans L sativum

Utilisations et propriétés

La partie utilisée est essentiellement les graines qui ont un intérét thérapeutique .
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Propriétés chimiques

Les données de la chimie ont montré que les graines produisent environ 25% d’une huile semi-
siccative brune jaunatre au parfum particulier et désagréable. Cette huile est riche en acides linoléique,
oléique et uriques, ainsi qu’en alcaloides d’imidazole. Le tégument de la graine contient une grande
quantité de mucilage, qui présente des substances allélopathique, le lépidimoide. L’espece comprend
aussi des tannins; des flavonoides, des acides phénoliques, des saponines, et plusieurs autres sub-
stances biologiquement actives (Berehe et Boru, 2014).

Propriétés pharmacologiques

Lepidium sativum est une plante médicinale tres connue, Elle agit efficacement con- tres beau-
coup de maladies digestifs grace a son action stimulante, laxative et diurétique. En outre, elle lutte
contre la constipation. Cette plante est employée dans le traitement des maladies respiratoires, fai-
blesse pulmonaire, bronchite chronique. Lepidium sativum est utile en cas d’asthme ou de toux.
Les graines ont des propriétés nutritionnelles importantes et des effets anticancéreux, antioxydants,
hypocholestérolémiants, hypo-triglycéridémiant (& travers ses saponines) et hypoglycémiants qui le
rend recommandé dans l'alimentation des diabétiques (Drouet, 2002) .

2.5 Métabolites Secondaires

2.5.1 Définition

On peut dire que les métabolites secondaires sont différents composés organiques synthétisées par
les plantes, Ils sont responsables des activités biologiques des remedes a base de plantes (Kone ,2018).

2.5.2 Classification

En fonction de leur origine biosynthétique, les métabolites secondaires peuvent étre divise en trois
grands groupes :

— Les poly phénols
— Les terpénoides

— Les alcaloides (kone,2018)

Les polyphénols

Les poly phénols sont une famille de molécules distribuées a grande échelle dans le regne végétale,
caractérisés par au moins un cycle aromatique substitués par un ou plusieurs groupes hydroxyles. Ils
peuvent étre classés selon le nombre et 'arrangement de leur atome de carbone et sont fréquemment
remplacés par des sucres et des acides organiques, ils sont classés en deux groupes :

— Les flavonoides

— Les non-flavonoides
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Les flavonoides Le terme flavonoide (de favus, «« jaunes» en latin) (Bouakaz, 2006). Ils sont hy-

drosolubles et généralement présents dans les plantes sous forme de glycosile; les struc tures des

flavonoides consistent deux cycles benzéniques séparés par une unité de propane (kone,2018). Ils

peuvent étre divisés en différentes sous-classes en fonction du carbone du cycle C auquel le cycle B
est attaché, et du degré d’instauration et d’oxydation du cycle C des chalcones, des flavones, des

flavonols, des flavanones, des anthocyanines et des isoflavones . (Nicola ,2014)

Anthocyanes : Ce sont des pigments naturels de feuilles, de fruits et de pétales, ils participent
a la protection des plantes contre la lumiere excessive.

Flavonols : Ils sont éparpillés dans le régne végétal, sauf pour les champignons et les algues,
Les flavonols comme la myricetine, la quercétine, I'isorhamnetine et le keempferia prennent le
plus souvent la forme d’O-glycosides (kone ,2018).

Flavan-3-ols : Ils sont hydrosolubles et sont connues pour leurs propriétés antioxydants et
anticancéreuses.

Flavones : sont des sous-groupes de flavonoides, caractérise par la présence de la fonction
carbonyle en C4 et propriétés anti tumorales.

Isoflavonoides :Les iso flavonoides sont des composés spécifiques de la famille des Fabacées ,
sont des isomeres des flavonoides.

Flavonoides mineurs : : Les flavonoides mineurs consistent habituellement en chalcones,
aurones, dihydrochalcones, flavanones et dihydroflavonol (Kone ,2018).

Non-flavonoides Ils s’agit d’une grande catégorie de composés ot un groupe hydroxyle ( groupe

—OH) est associé a un cycle aromatique . les principales familles de ces composés phénoliques sont :

Phénols simples : La majorité des phénols simples sont des monomeres de poly phénols et
d’acides qui forment certains tissus végétaux.

Phénols éthers : Les éthers phénoliques sont reconnus par leurs structures phényliques atta-
chées a au moins un éther alkyle.

Phénylpropanoides :Le phénylpropéne est un composant important de nombreuses huiles
essentielles et comprend 'eugénol, le principal principe actif de I’huile de girofle.

Tanins : communs aux plantes vasculaires, sont des oligomeres hydrosolubles, riches en groupes
phénoliques. On peut divise les tanins en deux groupes : qui sont les tanins condensés, et tanins
hydrolysables. (Kone ,2018)

Quinones :Les quinones sont des composés phénoliques qui forment habituellement des pig-
ments tres colorés couvrant toute la gamme visible.

Stilbénes : ce sont des phytoalexines, produites par les végétaux en réponse a une at- taque
fongique, bactérienne ou virale. (Kone ,2018)

Alcaloides

Les alcaloides forment un groupe varié de composés de faible masse moléculaire. contenant de

I’azote dérivé principalement d’acides aminés et présent dans environ 20% des espéces de plantes, ce

sont des bases contenant de I'azote qui forment des sels avec des acides. En raison de leurs activités
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biologiques puissantes, Les alcaloides jouent un role défensif dans la plante contre les herbivores et
les agents pathogenes (Kone ,2018)

Les terpénoides

Sont 'une des classes les plus diverses de métabolites secondaires, Ils sont des aromes , des parfums,
des antibiotiques, des hormones végétales et animales, des lipides membranaires, des attracteurs

d’insectes, des anti alimentaires et des médiateurs des processus essentiels de transport d’électrons.
(Kone ,2018)
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Deuxieme partie

Partie expérimentale
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Chapitre 3

Materiel et methodes

3.1 Matériel et méthodes

3.1.1 Matériel biologique

Les graines de Lepidium sativum (Cresson alénois), de la famille Brassicaceae, ont été utilisé dans
notre étude. Les graines ont été achetées chez un herboriste de la wilaya de Sétif dans la ville de
El-Eulma.

3.1.2 Animaux

32 souris de type BALBC de sexe male dgées de 17 semaines et pesent entre 22g et 31g ont été
utilisées pour déterminer 'activité antioxydante et antidiabétique des graines de Lepidium sativum.
Les souris ont été ensuite regroupées selon leur poids dans quatre cages, chaque cage contient 8 souris
(figurel)..

Les cages sont munies d’eau et d’aliment (Aliment de bétail de Kherchani Deraji, wilaya de
Guelma). Chaque cage a été étiquetée comme suit :nom du traitement, intervalle des poids et la
date du début du traitement. Les souris sont mises sous des conditions de lumiére et de température
contrdlées (12 heures d’éclairage / Température de 25 °C). La répartition des groupes est représentée
dans le tableau suivant 3.1.

Groupe 01 | Témoin D+
Groupe 02 | Témoin D- : normal
Groupe 03 | Etude (LS+D+)
Groupe 04 | Etude LS

TABLE 3.1 — Répartition des groupes.

Traitement des échantillons

Broyage : Cette étape a été réalisée pour permettre 'obtention d’une poudre végétale fine et
homogene. La matiere seche a été broyée a l’aide d’un broyeur électrique présenté sur la figure
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FIGURE 3.1 — : cages des souris

suivante.

T : |

FIGURE 3.2 — l'echantillon aprés broy-

FIGURE 3.3 — broyeur
age

3.1.3 Extraction

Afin d’extraire les principes actifs des graines, une extraction par soxhlet a été réalisée, dans notre
cas on a utilisé le méthanol comme solvant. Cette technique consiste a placer dans un extracteur
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le méthanol et la poudre de la graine sous des températures basses. Grace a des lavages successifs,
un extrait méthanolique a été récupéré et transporté au évaporateur rotatif pour le séchage. L’ex-
traction par l'appareil de Soxhlet (Figure 4); I'extraction par soxhletest fréquemment utilisée pour
I’extraction des lipides, ou des diverses autres catégories de Mol2cules. La matiére extraite a été pesé
(70g) et a été mise dans une cartouche du Soxhlet (figure 5).

FIGURE 3.5 — cartouche d’extraction en

FIGURE 3.4 — appareil de soxhlet
cellulose

Le méthanol a été introduit dans le ballon puis chauffé pour démarrer 'extraction. L’extraction a
été arrété lorsque le liquide entourant la cartouche est devenu claire environ 3 a 4 heures de temps
dans notre cas , cette couleur indiquait que le solvant n’extrait plus rien de la poudre(figure 6). Le
temps du traitement différe selon le solvant. Le contenu du ballon (solvant plus matiere solubilisée)
a été ensuite traité a 'aide de I’évaporateur rotatif pour but d’éliminer le reste du solvant (figure 7).
Le résidu a été ensuite traité par le cyclohexane ( 500ml) pour le lavage en utilisant une ampoule
graduée. L’extrait hexanique (figure 8) a été ensuite traité a l'aide de I'évaporateur rotatif pour
éliminer le cyclohexane qui restait. Ce dernier a été récupéré dans un bécher puis placée sous hotte
pendant 48H au minimum (figure 9).
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FIGURE 3.7 — rotavapor R-215

FIGURE 3.6 — montage d’extraction par
solvant

FIGURE 3.9 — lextrait hexa-

FIGURE 3.8 — décontage d’ex- .
nique

trait hexanique
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Calcul du rendement en huile extraite

Le rendement en H. Fixé est le rapport entre le poids de 'huile extraite et le poids de la matiere

végétale utilisée. Le rendement est exprimé en pourcentage (RH = (Ph/Pv)/100
RH : rendement de I’huile en %
Ph : poids de I'huile extraite en gramme =6g

Pv : poids du matériel végétal sec en gramme. =70g

RH = (6g/70g),/100

=8 57%

FIGURE 3.10 — : huile fixe extraite

3.1.4 Pesée des souris :

Les souris ont été pesés (figurell) avant d’étre gaver afin de déterminer la dose a administrer pour

chaque groupe

Groupe 01 :D+ | Groupe 02 :D+/LS | Groupe 03 :D-/LS | Groupe 04 :D-
28 26 g 24g 27g 3lg

29,81¢g 24,5g 26,30g 29g

29¢g 25g 26,30g 30g

28,70g 25g 2790 g 29¢g

28,80¢g 22¢g 26g 29g

28,48 23g 27g 25g

28,80g 25g 25 g 25g

28g 24g 27 g 25 ,5g

Moyenne | 28,73 g 24,06 g 26 ,56 g 2793 g
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FIGURE 3.11 — : pesage des souris

3.1.5 Traitement des souris :
Préparation des solutions pour le gavage :

Deux solutions ont été préparé selon la moyenne du poids des souris des groupes 2 et 3 : a 'aide
d’une balance 19,2g et 21,3g de 'extrait ont été pesées pour le deuxiéme et le troisieme groupe de
souris respectivement (Figure3.12 ); ensuite ils ont été solubilisé dans 20ul de tween 80 et agité
manuellement jusqu’a homogénéisation du mélange ; puis un volume de 1980ul d’eau distillée a été
ajouté. L’échantillon a été déposé dans la cuve d’un bain ultrasonique pendant quelques minutes
(figure 3.13 et 3.14 ).
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7.

FIGURE 3.13 — tween 80 FIGURE 3.14 — bain ultrasonique

Le gavage des souris

Le groupe 2 et 3 ont été gavé avec l'extyrait de L. sativum a un volume de 200 ul et une dose de
100mg /kg en utilisant une sonde gastrique une fois toutes les 24h pendant 10 jours & partir du 31
mai 2022 (figure 3.15).

Apres 10 jours de traitement les souris ont été mises a jeun pendant 24H pour mesurer la glycémie.
La prise du sang pour a été faite a partir de la queue des souris (figure 3.16) juste avant le traitement
par la streptozotocine, une goutte de sang a été récupérée et déposé sur une bandelette de dextro

quot ;Viva chek quot; ( figure 3.17).es résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous (tableau
3.3)
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FIGURE 3.16 — methode de prise de sang FIGURE 3.17 — mésure de la glycimie
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Groupe 1 | Groupe 2

92 mg 51 mg

83 mg 60 mg

59 mg 65 mg

65 mg 42 mg

49 mg 51 mg

83 mg 58 mg
110 mg 45 mg
86 mg 51 mg

Apres la mesure de la glycémie les souris ont repris I'alimentation, une solution du glucose 5%
a été donnée aux animaux pour éviter une hypoglycémie fatale a la suite d’une libération massive
d’insuline pancréatique causer par la destruction des cellules beta.

Induction du diabéte

Le diabeéte a été introduit chez les souris des groupes 1 et 2 par injection intrapéritonéale de la
streptozotocine (qui induit une destruction des cellules béta) a une dose de 110 mg/kg (Figure 3.18).
La streptozotocine été dissoute dans un tampon citrate 0,1M qui a été préparé selon le protocole
suivant : (solution A) :48mg de citrate ont été dissous dans 2ml d'H20 (MM=258,09 g /mol) et 39mg
d’acide citrique (MM=192 g /mol) dans 2ml d’H20 également (solution B). Le pH de la solution A
a été ajusté par la solution B jusqu’a 4.5.

Apres l'injection, On reprend le gavage pour le deuxieme et troisieme groupe pendant 10 autres
jours. La mesure du poids a été effectué sur des souris a jeun de facon réguliereavant le traitement
par l'extrait. Avant 'induction du diabete et avant le sacrifice au 21émé jour , la glycémie a été
mesurée avant streptozotocine et avant le sacrifice des souris.

Sacrifice des souris : Les souris ont été exposé au chloroforme, pour provoquer la mort avant
la dissection.

Récupération du sang : Au moment du sacrifice (J21); le sang a été prélevé par ponction
cardiaque et mis dans des tubes a eppendorf de 1.5ml étiquetés. Ensuite le sang a été centrifugé a
15000 tour/min pendant 15mn puis le sérum est récupéré et utilisé pour les dosages biochimique de
la glycémie , le cholestérol et le dosage des marqueurs du stress oxydant.

Récupération de organes : Le foie et le pancréas ont été récupérés; rincés par I'eau physio-
logique salin 0,9%, une partie a été conservé au congélateur a -20°c, les autres Partie sont été fixés
dans du formol 10%, pour des études ultérieures.(Figure 3.21 et figure 3.22)
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FIGURE 3.19 — Les étapes de dissection
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FIGURE 3.20 — Le sang récuperé et centrifugé

FIGURE 3.22 — les organes fixés au for-
mol

FIGURE 3.21 — rincage du fois par 'eau

physiologique
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3.2 Marqgeurs de stress oxydant

La mise en évidence d’un état de stress oxydant implique 1’étude de différents marqueurs qui se
répartissent en quatre axes (Haleng et al., 2007) :

1. Détermination des anti-oxydants enzymatiques et non enzymatiques.

2. Identification des oligoéléments.

3. Mesure de la dégradation oxydative des lipides, de ’ADN et des protéines.
4

. Détermination des sources de stress oxydatif (inflammation hyperglycémique, hyperhomocys-
tééinémie).

3.3 Dosage des marqueurs enzymatique

3.3.1 Dosage de la xantine oxydase

Le dosage de la xanthine oxydase a été realiser selon le protocole de Bergmeyer et ses collabora-
teurs (1974) avec quelque modifcations , une Augmentation de la production d’acide urique a 290
nm formé apres oxydation de la xanthine en présence d’une source enzymatique( plasma); en bref
on a ajouter 600ul de la xanthine(0.15 mM) , sont ajoutés a 466 ul de tampon KHPO4 (0,05 mM,
pH 7.5) et 23 pl de sérum dans une cuve , la production d’acide urique a été suivie en mesurant la
variation d’absorbance pendant TO et T1 =1mn , par rapport a un blanc qui contient tous les reactifs
sauf I'echantillon remplacé par de 'eau distillé , L’activité enzymatique de la xanthine oxydase est
calculée selon 1’équation suivante :

U/ml enzyme = (d A290 nm/min échantillon- dA290 nm/min Blanc) (1089) / (12.2) (23)
1089 = le volume Total.

12.2 = coefficient d’extinction Milli-molaire de I'acide urique a 290 nm.

23 = le volume de 1’échantillon.

3.4 Dosage des marqueurs non enzymatique

3.4.1 Dosage du glutathion réduit

Le principe de ce test implique la libération de molécules de DTNB (degradéés) (acide 5,5 —
dithiobis — (2-nitrobenzoique ) par le GSH a ph alcalin (8-9) libération ainsi du soufre avec absorbance
acide nitrobenzoique substité (TNB) & 412nm; (Ellman, 1959, Khither, 2019). Le dosage du GSH
réduit au niveau du plasma est déterminé selon le protocole modifié de (Beutler et al. , 1993).
Brievement, 251 de plasma ou d’homogénat hépatique sont dilués dans 5 ml de tampon phosphaté
(0,1M, pH8). Ensuite , 3 ml de la solution de prélevement diluée sont mélangés avec 20 1 de DTNB
(0,01 M).Le mélange est mis en incubation a température ambiante pendant 5 minutes. On mesure
ensuite I’absorbance a 412 nm par rapport a un blanc préparé dans les mémes conditions avec le TCA
(acide trichloracétique)10 %. La concentration de GSH est calculée a 1'aide du facteur d’extinction

37



molaire 14150 M-1 cm-1 Et les valeurs sont exprimées en nmol/ml dans le plasma ou en nmol/mg
de protéine dans 'homogénéat .

3.4.2 Dosage du malondialdéhyde (MDA)

Le test de malondialdéhyde (MDA) sert a estimer la peroxydation lipidique plasmatique et 1'ho-
mogénat par spectrophotométrie a 532 nm. La MDA est 'un des produits ultimes de la dégradation
des acides gras polyinsaturés par les radicaux libérés lors du stress oxydant. Dans un milieu acide
et chaud (pH de 2 a 3, 100 °C), une molécule de MDA se condense avec deux molécules de TBA
pour former un complexe de couleur rose. Pour le dosage du MDA 62,5 pl plasma sont ajoutés a
un mélange de 62,5 pl d’acide trichloracétique (20 %) et 125 pl ml d’acide thiobarbiturique (TBA
a 0,67 %). Le mélange est chauffé a 100 °C pendant 15 minutes Apres avoir refroidi, on ajoute 500
nl de n-butanol, puis on le centrifuge a 3000 t/min pendant 15 minutes (Draper et Hardley, 1990;
Khither, 2019) , L’absorbance est mesurée a 532 nm. La quantité du MDA est calculée en utilisant le
coefficient d’extinction molaire 1.56 x 105 M-1 cm-1 et les valeurs sont exprimées en nmole de MDA
formé par millilitres du plasma ou pargrammes du tissu.
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Chapitre 4

Résultats et Discussion

4.1 Reésultats et discussion

4.1.1 Rendement d’extraits éthanolique

L’extrait obtenu apres extraction par le méthanol d’aspect collant et pateux, de couleur marron
foncé a été pesé pour déterminer son rendement. Le rendement est calculé par rapport au poids de
la matiere seche de plante étudiée par extraction est représenté dans le tableau suivant :

Poids sec utilisée (g) | Poids sec obtenus (g) | Pourcentage d’extrait (%)
Extration 1 70 0,5g A 7,13%
Extraction 2 70 3,22¢g 4,5%
Extraction 3 70 3;11g 4:4%

TABLE 4.1 — Rendement de ’extrait ethanolique de L.sativum

les calcules montre que ’écart type égale a 0,015 ca mesure la dispersion des données donc les

données sont tres resserrées.

4.1.2 Etude de l’effet hypoglycémiant de L. sativum
Effet sur la glycémie

Cet effet a été estimé par le mesure de la glycémie en de différentes périodes de I'expérimentation.

Les résultats sont présentés sur les tableaux suivants :

Groupe 1 | Groupe 2
Moyenne | 0.78 g 0.52 g

TABLE 4.2 — Glycémie avant 'administration de la streptozotocine ( tous les groupes ne sont pas
diabétiques)
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Groupe 1

Groupe 2

Groupe 3

Groupe 4

Moyenne

1.53 g

1.40 g

0.89 g

1.03 g

TABLE 4.3 — Glycémie a 48h apres l'injection de la streptozotocine

Groupe 1

Groupe 2

Groupe 3

Groupe 4

Moyenne

4.46 g

0.86 g

0.33 g

0.88 g

TABLE 4.4 — Glycémie 10 jours 'administration de la streptozotocine

Les résultats montrent que l'extrait de L.sativum exerce un effet hypoglycémiant important sur
non seulement les souris diabétique (Groupe 2) mais aussi sur les souris normales traitées avec cet
extrait (Groupe 3) et ce en comparaison avec le groupe diabétique non traité (groupe 1) et le groupe
Normale non traité (groupe 4). L’évolution de la glycémie dans le temps est en relation avec 'effet
de la streptozotocine chez les souris traitées avec ce composés (groupes let 2). L'effet de L.sativum
a été bien observé grace a l'utilisation d’un troisiéme groupe témoin (groupe 3) dont les valeurs de
la glycémie dans le temps permettent de mieux apprécier 'effet de cette graine ces les individus
sains. Ce résultat requiere un grand intérét. Une étude complémentaire et lancée pour comprendre
le mécanisme d’action des constituants majeurs de I'huile de L.sativum sur la glycémie.

Effet sur quelques marqueurs du stress oxydatif

Glutathion réduit (GSH)
Les résultats de cette partie du travail sont présentés sur la figure suivante :

GSH pumol/L
25 22,9
20
15 14,34
9,64
10
0
G1 G2 G3 .
FIGURE 4.1 — :Taux de Glutathion réduit chez les différents groupes de souris (diabétiques, diabé-
tiques non traités avec LS, non diabétiques traités avec Ls) . Les valeurs sont exprimées en moyenne
+ SEM . *P 0,01 différence tres significative, **P 0,02différence tres significative ,***P 0,01 diffé-

rence tres significative

Les résultats présentés par cette figure montrent clairement que L; sativum a un effet antioxy-
dant puissant via son action sur le niveau du GSH. Ce marqueur est connu comme un antioxydant
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endogene et permet de lutter contre le stress oxydant. L’augmentation de son niveau dans les G3
et G2 permet de confirmer cet effet en comparaison avec le G1. Dans le G1, le niveau bas du GSH
pourrait étre attribuer a l'action de la Streptozotocine qui agit selon un mécanisme oxydant sur
I’ADN des cellules béta. Cet effet semble corrigé dans le G2 dans lequel le niveau du GSH augmente
considérablement, et cet effet de L sativium est confirmé dans le G3.

Niveau du malondialdéhyde (MDA)
De la méme maniere, le dosage du niveau du MDA a été réalisé pour estimer 'effet de I'huile de
L. sativum sur la peroxydation des lipides endogenes. Ce marqueur est I'un des plus importants
pour estimer le stress oxydant dans un organisme puisqu’il nous renseigne sur ’état d’oxydation
des lipides, un des constituants majeurs des membranes biologiques et autres. Les résultats de cette
partie sont présentés sur la figure suivante :

MDA (mol/L)

0,88
0,9 ! 0,84

Gl G2 G3

FIGURE 4.2 — :Taux de malondialdéhyde chez les différents groupes de souris (diabétiques, diabé-
tiques non traités avec LS, non diabétiques traités avec Ls) . Les valeurs sont exprimées en moyenne
+ SEM *P 0,26 différence significative, **P 0,20 différence significative , ***P 0,27 différence si-
gnificative.

Les niveaux du MDA chez les différents montrent une augmentation dans les G2et 3 indiquant un
effet potentiel mais qui reste a confirmer de 1. sativum sur 'oxydation des lipides.
Xanthine oxydase (XO)

L’effet du L. sativum a été déterminé également sur un marqueur important du stress oxydant, la
xanthine oxydase ; Cette enzyme est impliquée le métabolisme des purine et son action génere entre-
autre un radical libre hautement réactif, le O-2.. L’estimation de l'effet de L. sativum sur la XO
permet de vérifier 'effet sur I'un des générateurs des radicaux libres dans l'organisme ; les résultats
de cette partie de I’étude sont présentés sur la figure suivante :

Les résultats montrent encore une fois un effet positif du L. sativum sur les le stress oxydant généré
par la streptozotocine (G2 en comparaison avec le G1). L’effet inhibiteur cet extrait est confirmé par
les résultats du G3 ot on remarque le maintien d’un niveai bas de 'activité de la XO en comparaison
avec le G1.
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XO (10°U/mL)

1,6
1,4
1,2
1
0,8
0,6
0,4
0,2
0

G1 G2 G3

FIGURE 4.3 — : Taux de la xanthine oxydase chez les différents groupes de souris (diabétiques,
diabétiques non traités avec LS, non diabétiques traités avec Ls). Les valeurs sont exprimées en
moyenne + SEM. *P 0,07 différence significative, **P 0,03 différence trés significative ,***P 0,05
différence significative.

L’ensemble dés résultats sont en faveur d'un effet anti-diabétique et antioxydant de L. sativum
chez les animaux étudiés.
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Conclusion

A la fin de cette petite étude dans laquelle nous avons tenté d’évaluer l'effet anti-diabétique et
anti-oxydant de I'huile de L. sativum, deux conclusions sont a souligner :

L huile de cette gaine ont un effet hypoglycémiant intéressant. Cet effet est a la fois observé chez
les animaux diabétiques et les animaux normaux, traités avec cette huile;

L’huile de L. sativum a un effet anti-oxydant important. Elle agit en augmentant le niveau du
GSH et en réduisant I'activité de la XO. Cependant, cet extrait semble augmenter le MDA.

Ces résultats sont partiels, d’autres études sont en cours pour une meilleure compréhension des
effet anti-diabétique et anti-oxydant de L. sativum.
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