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Introcuction



Introduction

L’ Algérie bénéfice d’une situation géographique particuliére et un climat trés favorable
pour le développement d’une flore trés diversifiée. Depuis quelques années, les plantes forment
un champ de recherche dans les domaines de la phytochimie, la pharmacognosie, et de
I'agriculture. Dans le domaine de la phytochimie, les plantes médicinales ont été caractérisées par
leurs composés bioactifs, qui ont été séparés et soumis a l'analyse détaillée de la structure. La
recherche dans la pharmacognosie des plantes médicinales a également impliquée des essais de
bio-activité, la détermination des modes d'action et des sites cibles pour les composés phyto-

médicales actifs.

L’étude de la chimie des plantes est le sujet d’actualité car le régne végeétal représente une
source importante de molécules bioactives. Ces molécules ont des différents intéréts dans
I’industrie, en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie. Parmi ces composés on
retrouve, les flavonoides, les alcaloides, les acides phénoliques, les tanins, les lignanes, les
terpenoides et les stilbenes.

La sélection des plantes médicinales est basée sur plusieurs critéres, parmi les : le choix
des plantes aromatiques, leur utilisation fréquente par nos populations dans la médecine
traditionnelle, 1’utilisation des huiles essentielles dans les industries alimentaires, 1’exploitation
de leurs produits dans I’industrie pharmaceutique, leur efficacité dans le traitement de plusieurs
pathologies comme le diabéte, les troubles de I’estomac et aussi dans les recherches
scientifiques.

Pour notre part, nous avons choisi comme plantes d’étude les espéces Hyoscyamus albus
(Solanaceae) et Umbilicus rupestris (Crassulaceae) sur la base de plusieurs données.

Sur le plan chimiotaxonomique, 1’espece Hyoscyamus albus appartient & la famille des
Solanacées qui est reconnue par sa richesse en métabolites secondaires et particuliérement en
alcaloides tropaniques et Umbilicus rupestris qui appartient a la famille des Crassulaceae et qui

reconnue par sa richesse en flavonoides.

Sur le plan des utilisations traditionnelles, la plante H.albus est utilisée comme un
parasympatholytique et comme un sédatif nerveux tandis que U.rupestris est utilisée contre les

irritations et les inflammations de la peau.

L'objectif de notre travail vise a déterminer les composés bioactifs des plantes étudiées et
d’évaluer leurs propriétés biologiques in vivo et in vitro. Pour cela, notre étude englobe deux

parties ;



- La premiére partie est d’ordre théorique divisée en deux chapitres ; nous aborderons
dans le premier des données générales sur les plantes Hyoscyamus albus et Umbiicus rupestris,
le deuxiéme chapitre est réservé aux métabolites secondaires, leurs classifications et leurs
propriétés pharmacologiques.

-La deuxiéme partie est une étude expérimentale qui repose sur deux volets, le premier
concerne une étude phytochimique basée principalement sur I'extraction et la détermination
qualitative et quantitative des composés actifs dans les extraits méthanoliques de H.albus et
U.rupestris ; la purification par chromatographie sur colonne, HPLC préparative et CCM et

identification par RMN a proton des extraits méthanoliques des deux plantes.

Le second volet sera consacré a une evaluation des activités pharmacobiologiques :
antioxydante, antimicrobienne, antiulcéreuse, anti-inflammatoire, cytotoxique, analgésique et

antidiabétique.
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I.1. La plante Hyoscyamus albus
I.1.1.Historique de la jusquiame

Hyoscyamus ou la jusquiame qui appartient a la famille des Solanacées, est I'une des
plantes des anciens. Initialement utilisée a la fois comme un poison et stupéfiant, elle a été
largement adoptée par les sorciéres et les devins comme un élément de leurs onguents
d’hallucination et de vol [Lee, 2006].

Historiquement, l'utilisation d'extraits de plantes contenant des alcaloides comme des
potions, des médicaments et des poisons peut-étre retracée presque depuis le début de la
civilisation [Lee, 2006].

La toxicité des jusquiames etait déja signalée par le médecin et le botaniste Dioscoride
[Quetin-Leclercq, 2002].Au Moyen-age, les sorciéres s'enduisaient la peau d'onguents a base
des Jusquiames pour provoquer des hallucinations ou dans des séances de lévitation [Quetin-
Leclercq, 2002].

La jusquiame blanche (Hyoscyamus albus) a également été utilisée par les
empoisonneurs célebres comme Madame Voisin en France. Finalement, dans le dix-neuviéme
siécle, Ladenburg a isolé le principe actif de H.albus par et il 1’a appelé 1’Hyoscine. Il s'est
averé étre un alcaloide tropane trés similaire a I'atropine, ces deux alcaloides s'est avéré tres
important dans I'étude du parasympathique, composant du systéme nerveux autonome
[Quetin-Leclercq, 2002].

1.1.2. Présentation de la famille des solanacées

La famille des solanacées, qui appartient au deuxieme groupe végétal des tubiflores
qui comporte 6 familles de 2000 especes environ, présentent quelques caractéres communs :
ce sont essentiellement des herbes, bien représentées dans les zones tempérées et froides,
I'ovaire présente un caractere peu évolué, apparition de la zygomorphie , I'androcée est réduit
souvent a quatre étamines, le feuillage est plutot alterne. La famille des solanacées est
regroupée autour du genre solanum [Zhi-yun et al., 1994 ;Goullé et al., 2004].

Linné nommait les plantes de cette famille les «blémes », les «tristes» car les feuilles

ont plutét un aspect tombant avec des couleurs assez ternes [Goullé et al., 2004].

I.1.3.Presentation du genre Hyoscyamus

Hyoscyamus , «Les Jusquiames», genre de plantes a fleurs monopétales, qui a des
rapports avec les nicotines et les molenes et qui comprend des herbes a feuilles alternes,
entieres ou decoupeées, et a fleurs un peu irrégulieres, axillaires et terminales. Le caractére

essentiel de ce genre et d’avoir un calice quinqueside , une corolle infundibuliforme, a limbe
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oblique, obtus et a cing lobes ; cing étamine inclinées, une capsule operculée, et biliculaire
[Mahmood et al., 2001].
Toutes les jusquiames sont toxiques. Deux sont trés utilisées en pharmacie

Hyoscyamus niger et Hyoscyamus muticus [Jouzier, 2000].

1.1.4. L’espéce Hyoscyamus albus

Le nom générique de 1’espece Hyoscyamus albus L. est derivé du grec Hyos (le

cochon) et Kiamos (haricot) et le nom de 1’éspéce du (albus) blanc [Lee, 2006].

Hyoscyamus albus est une plante annuelle ou bisannuelle, qui mesure de 30 a 90 cm
de hauteur, a port dressé, a des feuilles plus petites que la jusquiame noire (5 a 10 cm de
long), elles sont larges, ovales, collantes et de couleur vert clair. Au printemps, la floraison,
donne des fleurs de 1 a 3 cm de long, bilabiées, irrégulierement lobées, de couleur vert pale
[Mahmood et al., 2001] (Fig.1).

La jusquiame blanche a une odeur vireuse, nauséabonde et presque aussi forte que
celle de la jusquiame noire, la saveur de ses feuilles est herbacée, trés peu acre. L’odeur
nauséabonde  caractéristique du genre Hyoscyamus est due aux COmMPOSES
tetrahydroputrescines qui rappellent celui de la chair en décomposition et qui probablement
attirent les insectes pollinisateurs [Lee, 2006].

Les noms communs de H.albus sont : en arabe : sakaran, en Chaoui: Guinguith, en francais :

Jusquiame, en anglais : White Henbane.
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Figure 1. Hyoscyamus albus avec ses différentes parties [Valdes et al., 1987].
1.1.5. Synonymes de I’espéce H.albus [Quézel et Santa, 1963]
» Hyoscyamus canariensis KerGawl.
 Hyoscyamus clusii G.Don
 Hyoscyamus luridus Salisb.
» Hyoscyamus major Mill.
 Hyoscyamus minor Mill.
 Hyoscyamus saguntinus Pau

« Hyoscyamus varians

1.1.6. Systématique [Treas et Evans, 1983]
Regne : Végétal

Sous régne : Eucaryotes
Embranchement : phanérogamae
Sous embranchement : Angiospermae
Classe : Dicotylédones

Série : sympétales

Ordre : tubiflores

Famille : solanaceae

Genre : Hyoscyamus

Espece : Hyoscyamus albus
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1.1.7. Habitats et distribution

Le genre Hyoscyamus comporte une vingtaine d’especes annuelles, bisannuelles ou
vivaces, vivant sur les talus, les falaises, les friches et les plages de galets, les décombres, et
les murs, surtout représentées dans le bassin méditerranéen, I’Afrique du Nord et 1I’Asie
occidentale [ Jouzier, 2000 ; Goullé et al., 2004].

1.1.8.Utilisation de la plante dans la médecine traditionnelle

L’emploi de la jusquiame blanche n’est pas aussi répandu que celui de la noire, ou
plutot elle est moins souvent recommandée. Car étant trés fréquemment confondu avec I’autre
dans le commerce, elle est a cause de cela également employée. Ce qui est sans beaucoup
d’inconvénients, parce que ses propriétés différent peu. Toutefois, il serait préférable de ne se
servir que de la noire, parceque c’est 1’espece que la majorité des expériences ont été
faites pour déterminer les doses thérapeutiques [Jouzier, 2000].

A dose thérapeutique, la jusquiame est employée comme parasympatholytique et
sédatif nerveux [Jouzier, 2000]. Les feuilles sont utilisées comme anodin, narcotique,
sédative dans les affections nerveuses. Il est souvent utilisé comme un substitut de H. muticus
[Daunay et al., 2007].

Les jusquiames noires (Hyoscyamus niger) et jaunes (Hyoscyamus muticus) ont été
considérées comme des espéces tres dangereuses alors que la jusquiame blanche (Hyoscyamus
albus) a été préférée a des fins médicinales, en fonction de ses effets narcotiques, anti-
inflammatoires et désinfectantes dues a la présence d’hyoscyamine et de scopolamine
[Daunay et al., 2007].

Le genre Hyoscyamus, est surtout 1’espéce niger est bien documentée dans le systeme
traditionnel de la médecine chinoise pour son utilisation dans les crampes d'estomac, la toux
lourde, les névralgies et la psychose [Kirtikar et Basu, 1984].

Dans la médecine tibétaine, les graines sont utilisées comme vermifuge, fébrifuge et
anti-tumorale. Ils sont également avérés utiles dans le traitement de I'estomac ou les douleurs
intestinales, mal de dents, inflammation de la région pulmonaire et les tumeurs [Sajeli et al.,
2006].

1.1.9. Etudes phytochimiques antérieures de principes actifs isolés de Hyoscyamus

Selon El-Shazly et al.,(1997), le contenue en alcaloides de quatre especes étudiées «
Hyoscyamus albus, H. bovenus, H.mutcus et H. desertorum »varie entre 0.22% et 1.9% du

poids sec avec des valeurs plus élevées dans les fleurs et les fruits. Les deux alcaloides les
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plus abondants sont I’hyoscyamine et la scopolamine qui sont des alcaloides de type tropane
les plus actifs connus dans la nature.

Selon les méme auteurs, une trentaine d’alcaloides a été détectée dans la partie
aérienne et sous terraine de I’espéce Hyoscyamus albus Egyptienne dont la 1,4-
butanediamine, apoatropine et phénylacetylscopine ont été reporté pour la premiere fois.

La composition d’alcaloides dans les racines de ces espéces est plus complexe que
celle dans la partie aérienne, cela peut étre expliqué par le fait que les alcaloides de tropane
sont synthétisés au niveau des racines [EI-Shazly et al., 1997]

L’espéce Hyoscyamus niger, qui est trés souvent confondu avec Hyoscyamus albus, et
aussi une source trés importante en alcaloides de tropane anticholinergique, outre elle contient
les alcaloides non-tropane tel que la calystegine qui a une activité inhibitrice des glycosidases
[Sajeli et al.., 2006](Fig.2), des teneurs importantes en coumarines, flavonoides, stérols,
tanins terpénes ont été également signalées par Khan et Gilani , (2008) dans les extraits bruts

de la méme espece.

Figure 2. Structures chimiques des trois alcaloides anticholinergiques [Palazon et al.,
2008].
Selon [Sajeli et al., 2006 ; Begum et al., 2009], la présence de certains constituants

non-alcaloides comme withanolides , dérivés de la tyramine , lignanamides et les lignanes a
été également signalée.

D’aprés Harrison et Bartels (2006), les tanins et les polyphénols sont parmi les
composeés tres actifs chez les plantes du genre Hyoscyamus et la famille des solanacées en

géneral.
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1.1.10.Donnés pharmacologiques et toxicologiques d’Hyoscyamus albus

Le genre Hyoscyamus fait partie des solanacées officinales, on les appelle aussi
souvent les solanacées mydriatiques. Ce groupe est caractérisé par la présence d’alcaloides
ayant tous le méme noyau chimique dérivé du tropane, et des propriétés parasympatholytiques
provoquant en particulier une mydriase d’ou leur nom, leur toxicité est connue depuis
longtemps. Les drogues des plantes du genre Hyoscyamus, Belladone et Datura sont destinées
a la préparation de forme galénique. Pour la production et 1’extraction d’atropine et de

scopolamine [Cartier et Roux, 2007].

1.1.11. Propriétés thérapeutiques et emplois des plantes a atropine et hyoscyamine

L’hyoscyamine est plus active que I’atropine, mais ces deux alcaloides posseédent les
mémes propriétés pharmacologiques.

Sur le systeme nerveux central, ils provoquent, a forte dose, une excitation, pouvant se
traduire par un véritable délire atropinique. Cette action est peu marquée a dose usuelle, mais
certains individus sont particulierement sensibles aux effets centraux de 1’atropine, en
particulier les jeunes enfants et les personnes agées.

Sur le systeme nerveux autonome, ils ont aux doses thérapeutiques une action
parasympatholytique, ce sont des antagonistes de I’acétylcholine ou anticholinergiques.

L’atropine inhibe les récepteurs muscariniques localisés dans les organes
périphériques innervés par les fibres post-ganglionnaires du parasympathique ce qui
provoque: une mydriase, c'est-a-dire la dilatation de la pupille, avec paralyse de
I’accommodation et une augmentation de la pression intraoculaire, une broncho dilatation ;
une vasoconstriction ; une accélération de rythme cardiaque ; un ralentissement du
péristalisme ; un tarissement de toutes les sécrétions (salivaires, gastriques, sudorales,
lacrymal, bronchiques) ; une augmentation de la préssion intra-vésicale ; une action
antispasmodique .

Les plantes a scopolamine et a dose thérapeutique peuvent agir comme un sédative du
systeme nerveux central et antiparkinsonien, la scopolamine est aussi une substance
parasympatholytique. Son utilisation peut entrainer des effets comparables a ceux de
I’atropine mais avec un risque de somnolence.

Les diverses phases de I’intoxication par la jusquiame sont les mémes que celles que la
belladone, avec cette différence qu’il y a une salivation abondante au lieu d’une sécheresse de

la bouche [Cartier et Roux, 2007].
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| .2.La plante Umbilicus rupestris
1.2.1.Présentation de la famille Crassulacée
La famille des Crassulaceae comprend 33 genres et environ 1500 especes, de
répartition géographique mondiale, & I'exception de I'Australie et des Tles du Pacifique.
Comme le nom l'indique (Crassus = épais) ce sont des plantes plus ou moins

succulentes, vivaces ou annuelles, a feuilles alternes, opposées ou verticillées [Allorge, 1996].

1.2.2.Classification botanique d’U.rupestris

Selon Quezel (1963), la classification botanique de cette espece est la suivante
Régne Plantae

Sous-regne Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Rosales

Famille Crassulaceae
Genre Umbilicus

Espéce Umbilicus rupestris

1.2.3.Propriétés thérapeutiques d’U.rupestris

Umbilicus rupestris (Salisb.) Dandy, est une plante vivace appartient a la

famille des Crassulacées.

Elle se présente au niveau des roches, falaises, des vieux murs, sur les cotes
et en montagnes, en Afrique; seulement au Nord (Fig.3)[Gonz alez-Tejero et al.,
2008]. Les feuilles de cette plante sont utilisees en médecine traditionnelle contre les
inflammations de la peau [Pieroni et al., 2004], blessures [Gonzleza et al., 2010],
comme cataplasme, contre les brdlures, antiseptique, parasiticide, cicatrisante
[Bonet et Valle's., 2007]. L’infusé (feuille) de cette plante est utilisé comme un
antiseptique ophthalmique [Bonet et al., 1999].


http://fr.wikipedia.org/wiki/Plantae
http://fr.wikipedia.org/wiki/Tracheobionta
http://fr.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
http://fr.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
http://fr.wikipedia.org/wiki/Rosales
http://fr.wikipedia.org/wiki/Crassulaceae
http://fr.wikipedia.org/wiki/Umbilicus
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Figure 3. La plante Umbilicus rupestris L. [Smith and Figueiredo, 2011].
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Les métabolites secondaires sont des substances chimiques produites par les plantes; ont des
fonctions dans la croissance, la photosynthése, la reproduction et d'autres processus primaires ne

sont pas encore connus.
11.1. Composés phénoliques

Haslam et al., (1996) ont proposé la premiére définition compléte du terme
"polyphénol”, en l'attribuant exclusivement & des composés phénoliques solubles dans I'eau
ayant des masses moléculaires de 500 a 3000-4000 Da et possédant 12 a 16 groupes hydroxyles

phéenoliques et 5 a 7 cycles aromatiques par 1000 Da.

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des plantes, largement
distribués, possédant plusieurs groupements phénoliques, avec ou non d’autres fonctions et
comportant au moins 9000 structures différentes connues [Bahorun, 1997], allant de molécules
phénoliques simples de bas poids moléculaire tels que, les acides phénoliques a des composés

hautement polymérisés comme les tanins [Akowuah et al., 2004].
11.1.1.Classification des polyphénols

Les polyphénols ont été classés par leur source d’origine, les fonctions biologiques et la

structure chimique (Fig.4) [Boros et al., 2009].

ihe Lignanes
Stilbenes w Autres

C_es polyphenoleD

Acide cafeique w *
aspegenin
Les fIavononeD\
Crtavanots

Acides phénoliques

cide firulique

Figure 4. Classification des polyphénols avec exemples pour chaque classe [Boros et al.,
2010].
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11.1.1.1.Tanins

Les tanins sont un groupe hétérogéne de composés phénoliques de haut poids
moléculaire et ont la capacité de former des complexes réversibles et irréversibles avec des
protéines (principalement), des polysaccharides (cellulose, hémicellulose, pectine, etc.), des
alcaloides, des acides nucléiques et des minéraux [Schofield et al., 2001].

11.1.1.1.1.Classification des tanins

En général, les tanins sont subdivisés en deux groupes distincts en fonction du type de
I’acide phénolique et du type de liaisons qui déterminent la taille et la réactivité chimique de la
molécule [Khababaee and Ree, 2001].

A. Tanins hydrolysables

Ce sont des hétéropolymeéres possédant un noyau central constitué d’un polyol. Il s’agit
souvent d’un D-glucose sur lequel les groupements hydroxyles sont, en partie ou en totalité,
estérifiés avec 1’acide gallique (cas des gallotanins) ou un dimere de ’acide gallique qui est
I’acide hexahydroxydiphénique (cas des ellagitanins).

B. Tanins condenses

Les tanins condensés sont chimiquement définis comme étant des oligoméres ou des
polymeres d’unités flavonoides. Les monomeéres précurseurs de ces molécules sont les flavan-
3-ols (catéchine) et/ou les flavan-3,4-diols (leucoanthocyanidines), liés entre eux par des
liaisons carbone-carbone trés résistantes a 1’hydrolyse. Les tanins condensés sont appelés
proanthocyanidines parce que leur oxydation en milieu alcool-acide entraine la formation de
pigments anthocyanidiques tels que les cyanidines (a partir de procyanidines) et les
delphinidines (Fig.5) [Khababaee and Ree, 2001].
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Tanins

Tanins condensés Tanins complexés

Tanins hydrolysables

Gallotanins Ellagitanins

Groupe A Groupe B

Figure 5.Classification des tanins [Khababaee and Ree, 2001].

11.1.1.1.2.Fonctions des tanins

Les tanins sont un groupe de composés secondaires de plantes qui sont connus et

employés par I'nomme pendant des siécles [Harborne, 1999; Schofield et al., 2001].

Ils possédent des activités anti diurétiques, anti diarrhéiques, antiinflammatoires,
antioxidantes et hémostatiques [Dolara et al., 2005], antibactériennes, antivirales , anti-
inflammatoires et antimutagenes et sont utilisés encore contre les blessures et les brulures.
Encore, ils ont un effet vasoconstricteur et hémostatique et sont utilisés dans le traitement des

hémorroides [Bruneton, 1999].
11.1.1.2.Flavonoides

Les flavonoides sont un groupe des polyphénols et sont caractérisés par une structure de
diphenyl propane. Ce sont des métabolites secondaires distribués dans toutes les parties des

plantes [Garcia-Closas et al., 1999].
11.1.1.2.1.Structure des flavonoides

Leur structure de base est celle d’un diphénylpropane a 15 atome de carbone (C6-C3-
C6) constitue de deux noyaux aromatiques, que désignent les lettres A et B, reliés par un
hétérocycle oxygeéne, que désigne la lettre C (Fig.6) [Pawlak et al., 2010].
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Figure 6. Structure de base des flavonoides [Pawlak et al., 2010].

Dans les flavonoides, I’hydroxylation peut s’effectuer dans les positions 3, 5, 7, 3°, 4°,
5’et/ou 6’. Ces groupes hydroxyles peuvent étre méthylés, acétylés, ou sulfatés [Bruneton,
1999].

Les flavonoides existent soit a 1’état libre c'est-a-dire ne sont pas liés au sucre comme le
cas de génine et dans ce cas sont appelés des aglycones ou bien ils peuvent étre glycosylés
surtout dans la position 3 et 7.Les sucres qui peuvent étre lié sont le glucose, I’arabinose et le
rhamnose (Fig.7) [Dacosta,2003].

OH OH
X OH OH

HO le} \/ / HO / o

OH ‘ ‘
HO-7~4—7~0H AN
(o / / OH
—_ O~ /\OH

OH o OH O

(a) (b)

Figure 7. Structure de (a) flavonoide glycoside et (b) flavonoide aglycone [Kumar et
Pandey, 2013].

11.1.1.2.2.Classification des flavonoides

Les flavonoides possedent la structure de flavane qui a 3 cycles dont un hétérocycle a
une configuration variée permet une classification en sous groupes [Harborne et Williams,
2000].
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A. Les flavones
Le noyau flavone dérivé du noyau flavane de base, il est constitué de deux noyaux
aromatiques A et B et d’un hétérocycle oxygéné qui est le cycle C ou la position 4 est relié d’un
oxygene qui est lié & un carbone, parmi ces flavones : la lutéoline, 1’apigénine et la chrysine
(Fig.8) [Bruneton, 1999].

&

6 N &

[« [ <l °
oy

Figure 8. Structure de flavones [Bruneton, 1999].
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B. Les flavonols
Les flavonols sont les plus répandues dans les plantes que les flavones, ils se
caractérisent par la présence d’un groupement OH dans la position C-3, les flavonols les plus

connus : la quercétine, le kaempférol et la myrcétine (Fig.9).

__f__!D

2H
i

Figure 9.Structure de base des flavonols [Bruneton, 1999].
C. Les flavanones
Les flavanones peuvent étre soit sous forme libre ou glycosylé, les carbones en position
5 et 7 peuvent étre hydroxylés ou méthoxylés encore il n’y a pas de double liaison entre 2 et 3.
Le cycle B peut subir des substitutions dans les positions 3°, 4°, 5 et 6°, parmi les flavanones

les plus connus : La naringénine et 1’hesperétine (Fig.10) [Havsteen, 2002].
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___/___D

o

Figure 10. Structure de base des flavanones [Bruneton, 1999].

D. Les flavanols

Ils se caractérisent par 1’absence de 1’atome d’oxygene dans la position 4 et c’est la
différence entre les flavanones et les flavanols. Les flavanols les plus connus : le catéchine et

I’épicatéchine (Fig.11) [Cowan, 1999].

g, A

= aH

Figure 11.Structure de base des flavanols [Bruneton, 1999].
E. Les chalcones
C’est une catégorie spéciale des flavonoides qui est reconnue par 1’absence du cycle
central qui est le cycle C, les deux cycles A et B sont reliés par une chaine tricarbonée
cétonique a, P insaturée. La numérotation des cycles A et B est inversée par rapport aux autres

flavonoides (Fig .12). Les plus connus sont : le phlorétine et la butéine [Havsteen, 2002].
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Figure 12. Structure de base des chalcones [Bruneton, 1999].
F. Les anthocyanidines
Ils possedent une double liaison entre la position 3 et 4 et ils sont dépourvue d’un
groupement OH dans la position 4, les anthocyanidines les plus répondus sont : la cyanidine

(Fig .13) [Bruneton, 1999].

|:|+

H

Figure 13. Structure de base des anthocyanidines [Bruneton, 1999].

11.2.1.2.3.Activités des flavonoides

Les flavonoides possédent plusieurs activités telles que : I’activité anti-inflammatoire,
antimicrobienne, ostrogénique, antiallergique, antioxydant, cytotoxique et anti tumorale. lls
jouent un role important dans la protection des systemes biologiques contre les effets néfastes
des processus oxydants sur des macromolécules telles que les protéines, les lipides et les acides
nucléiques [Atmani et al., 2009 ; Ghasemzadeh et Ghasemzadeh, 2011].

Il a été constaté que les flavonoides réduisent le taux des lipides et de glucose chez les étres

humains et encore améliorent I'immunité humaine [Atoui et al., 2005].

A. Effets antioxydants
La pluparts des activités biologiques des plantes dues a leur propriétés antioxydantes car
les flavonoides ont la capacité de réagir avec la pluparts des radicaux libres. La quercétine, le

kaempferol , la morine, la myricétine , la rutine , la quercétine et la silybine
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agissent comme antioxydants agissant en tant extracteurs des radicaux libres [Ratty, 1988].

L'activité de balayage des radicaux libres des flavonoides a été rapportée dans l'ordre:
myricétine > quercétine > rhamnetine > morine > diosmetine > narigénine > apigenine >
catéchine > 5.7- dihydroxy-3', 4', 5'-trimethoxyflavone > robinine > kaempferol > flavone
[Ratty, 1988].

L’effet antioxydant des flavonoides est du a I'inhibition des radicaux libres et la neutralisation des
enzymes responsables de la production des radicaux libres comme la xanthine oxydase et encore la
chélation des ions métalliques qui sont la cause de la production des ROS comme les ions du fer (Fe2+)
et du cuivre (Cu+), mais ils sont aussi responsables de la production du radical hydroxyle par la
réduction du peroxyde d’ hydrogéne [Cotelle, 2001].

L’antioxydant est comme un agent anticancéreux dépend de sa compétence en inhibant

et en inactivant les radicaux libres [Mishra et al., 2013].

Les flavonoides ont la capacité de réduire les radicaux libres comme I’hydroxyle, le
peroxyle et I’alkoxyle par le transfert d’une atome d’hydrogene du flavonoide (FI-OH) et ce
dernier donne un autre hydrogéne a un autre radical ce qui rend ce flavonoide a un quinone
stable (Fig .14) [Mishra et al., 2013] .
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Figure 14. (a) : L’effet scavenger des ROS par les flavonoides (FI-OH) et (b) : Les sites

de liaison des métaux, le Me™ : indique les ions métalliques [Kumar and Pandey, 2013].
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L’activité antiradicalaire des flavonoides dépend a leur structure, par exemple : les
flavonoides qui ont une double liaison entre le carbone C2 et le C3 et un groupement carbonyle
en C4 sont les flavonoides qui ont un effet antioxydant le plus puissant comme la quercétine
qui a été découverte qu’elle a un effet antioxydant deux fois plus élevé par rapport a la
catéchine (Fig.15) [Kumar et al., 2013].
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HD-\HT;;.MH IGHIl\ff’: ., ;?"M A0 f
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Figure 15. Différence entre la structure de quercétine et la catéchine
[Harborne et Williams, 2000].

Les groupements hydroxyles en position C4’- C5’dans le cycle B et les nombres des
groupements hydroxyles augmentent 1’activité antioxydante des flavonoides possédant un
hétérocycle saturé [Woodman et al. ,2005]. Des études faites ont montré que la morine avec
deux groupements hydroxyles et le kaempférol avec un seul groupement hydroxyle sont moins

actifs que la quercetine (Fig. 16).
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Figure 16. Positionnement des groupements OH dans la quercétine, le kaemférol et la morine
[Rice-Evans, 1996].

D. Effets antimicrobiens

Des flavonoides et des acides phenoliques ont été étudies pour leurs effets
antibactériens, antifongiques et antiviraux. La plupart des flavonoides ont une activité contre

les contraintes bactériennes gram positives.
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La plupart des flavonones qui ne sont pas liés aux sucres ont montré des activités
antimicrobiennes ainsi que les flavonols et les flavonolignans ont une activité inhibitrice vis a
Vis aux micro-organismes.

L’effet antimicrobien des flavonoides se fait par plusieurs mécanismes comme:
I’inhibition de la synthése d'acide nucléique, I’inhibition des fonctions de la membrane
cytoplasmique, séquestration de substrat nécessaire a la croissance microbienne, et aussi
I’inhibition du métabolisme énergétique microbien [Pandey et al., 2010].

Les extraits des plantes qui sont riches en flavonoides sont rapportés qu’ils possédent
une activité antibactérienne puissante. Les différents flavonoides incluant 1’apigenine , la
galangine ,flavone et favonol glycosides ,isoflavones ,flavanones et les chalcones.

Les flavonoides antibactériens pourraient avoir plusieurs cibles cellulaires au lieu qu'un
seul site d'action spécifique. Ainsi, leur mode d'action antimicrobien peut étre lié a leur
capacité d'inactiver les andésines microbiennes, les enzymes, les transporteurs membranaires.
Les flavonoides liphophiles peuvent également perturber les membranes microbiennes
[Mishra et al., 2009].

La catéchine, la forme la plus réduite de l'unité C3 dans les flavonoides et elle est
intensivement recherchée grace a son activité antimicrobienne .Des études ont montré son
activité antibactérienne in vitro contre Vibrio cholerae , Streptococcus mutans , Shigella et
d'autres bactéries [Borris, 1996].

La catéchine a été montrée qu’elle inactive la toxine de choléra dans la Vibrio cholera
[Nakahara, 1993 ; Borris, 1996].

La myricétine et le robinétine sont connus pour empécher la synthése d'ADN de

proteus vulgaris.

Mori et al., (1987) ont suggéré que le cycle B des flavonoides peut intercaler ou
former un lien d’hydrogéne entre les bases d’ADN et menent plus loin a l'inhibition de la
réplication de I'ADN et la synthese d'’ARN dans les bactéries. Une autre étude a démontré
I’activité inhibitrice de quercétine, l'apigénine, et de 3.6.7.3.4.- pentahydroxyflavone contre
I’ADN gyrase d’Escherichia coli [Ohemeng et al., 1993 ].

La narigénine et le sophoraflavanone G ont une activité antibactérienne forte contre le
staphylocoque résistant a la methicilline (MRSA) et les streptocoques. Une altération de la
fluidité de membrane dans les régions hydrophiles et hydrophobes peut étre attribuée a cet effet
qui suggere que ces flavonoides pourraient réduire la fluidité des couches externes et internes

de membranes [Tsuchiya et linuma, 2000].
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E. Effets anti-inflammatoires
lls a été rapporté que la plupart des flavonoides possedent une activité anti-
inflammatoire par exemple la hespéridine, une flavonoide qui possede des effets anti-
inflammatoires et analgésiques significatifs et récemment ’apigénine, la lutéoline et la
quercétine ont été rapportés qui ont une activité anti-inflammatoire [Shahidi et al., 1998].
Les flavonoides inhibent la voie de cyclooxygénase et la voie de la lipooxygénase et 1’acide
arachidonique responsables de processus inflammatoire.
Quelques flavonoides comme la chrysine, la lutéoline, ’apigénine ont la capacité

d’inhiber I’activité de la cyclooxygénase (Fig.17) [Tunon et al., 2009].
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Figure 17. L’effet anti-inflammatoire des flavonoides [Tunon et al., 2009].

D. Activité de hépatoprotective

Beaucoups de flavonoides sont avérés posséder une activité hepatoprotective. Dans une
étude faite sur la silymarine, I’apigénine, la quercétine et la narigénine en tant qu'agents
thérapeutiques putatifs contre 1’hépatoxicité induite par le microcrystine-LR, la silymarine
s'est avérée la plus efficace [Carlo et al., 1993]. La rutine et la venorutine ont montré leur effet
hépatoprotectif dans un cas de cirrhose expérimental [Lorenz et al., 1973]. Les résultats de
plusieurs investigations cliniques ont montré I'efficacité des flavonoides dans le traitement de
dysfonctionnement hépatobiliaire, les nausées et les douleurs abdominales. La silymarine
normalise la synthese des phospholipides sans montrer un effet néfaste sur les cellules intactes
ou la formation des acides gras au niveau du foie [Ruiyc ,1991].

La silymarine est un flavonoide contient trois composants structuraux silibinine,

silydianine, et silychristine, extractée a partir des graines et du fruit du Silybum marianum
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(Composee). Il a été rapporté qu’elle stimule D’activité enzymatique de I'ARN polymérase
[Sonnenbichler et Zetl, 1986].

Elle augmente aussi la prolifération des hépatocytes en réponse a la fumonisine B1
(FB1), une mycotoxine produite par Fusarium verticillioides induisant la mort de cellules sans
modulation de la prolifération de cellules du foie normal.

Les propriétés pharmacologiques du silymarine impliquent la régulation de la
perméabilité et I'intégrité du membrane de cellules, inhibition de leukotriénes, balayage de
ROS, suppression de I’activité de NF- kB, dépression des protéines kinases, et la production
de collagéne [He et al., 2004].

E. Effets protecteurs vasculaires

La quercétine et la rutine ont été employées en tant que constituants efficaces de
plusieurs pharmaceutiques utilisées pour le traitement de la fragilité capillaire. 1l a été trouvé
que ces flavonoides empéchent la perméabilité capillaire dans 1’ordre suivant : 1’hespéridine >
la rutine > la quercétine > la narigénine > le kaempférol [Felicia et al., 1996 ; Catherine et
al.,1996]. Il a été suggeré que les flavonoides, qui contiennent les groupes d'hydroxyle libres
dans les positions 3, 3 ' et 4 ' exercent des effets physiologiques bénéfiques sur les capillaires.

IIs ont rapporté que la quercétine, la fisétine et la dihydroquercétine empéchent l'agrégation
des plaguettes humaines [Versantvoort et al., 1993].

F. Effets antiulcéreux

Plusieurs études récentes ont indiqué que beaucoup de flavonoides possédent une activité
antiulcerogénique.

Il a été trouvé que la quercétine, le kaempférol, la morine, la myricétine et la rutine
empéchent le facteur d’agrégation plaquettaire (PAF) d'une maniére dose dépendante,
suggerant cela le réle protecteur de ces substances [Parmar et Parmar, 1998].

G. Effets antiallergiques

Les flavonoides ont un effet antiallergique par I’inhibition de la production de
I’histamine secrété par les mastocytes et les basophiles en inhibant I’ATPase dépendante au

Ca++ et I’AMP cyclique phosphodiesterase [Yamamura et al., 1998].
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H. Effets anticancéreux
De nombreuses études ont montré le potentiel anticancéreux des flavonoides par
plusieurs mécanismes ou ils interférent la progression du cancer dans le développement et la
progression du cancer par la modulation de la prolifération, de la différentiation, de I'apoptose,

de I'angiogenése et du métastases cellulaires [Nichenametla et al., 2006].

La consommation élevée des phytoestrogénes, incluant les isoflavones et d'autres
flavonoides, a un role dans la protection contre le risque du cancer de prostate [Siess et al.,
1996].

I. Effets antivirales

Il a été montré que la plupart des flavonoides interviennent dans I’inhibition de
différents enzymes associées dans le cycle de vie des virus.
Gerdin et Srensso, (1983) ont montré que le flavan-3-ol est plus effectif plus que les

flavones et les flavonones dans 1’inhibition de HIV-1, HIV-2.

Le baicaline, est un flavonoide isolé de Scutellaria baicalensis (Lamieacée) inhibe la
réplication de HIV-1.

Le baicaline et autres flavonoides inhibent la transcriptase inverse de HIV-1 [Cushnie
et Lamb, 2005].

IIs ont prouvé que la catéchine inhibe I’ADN polymérase de HIV-1. Les flavonoides
comme le gardenine démythylé A et le robinetine sont reconnus par I’inhibition de la
proteinase de HIV-1[Cushnie et Lamb, 2005].

Ils ont rapporté que les flavonoides comme la chrysine, I’acacétine et 1’apigénine
inhibent I’activation de HIV-1 par un mécanisme qui est probablement du a 1’inhibition de
transcription virale [Critchfield et al., 1996].

Le Kaempférol et la lutéoline montrent un effet synergétique contre I’herpés simplex
virus (HSV).

Il a été rapporté que la quercétine inhibe les infections par les virus pseudorabies
[Cushnie et Lamb, 2005].
11.1.1.3. Lignanes et les lignines

Les lignanes et les lignines sont des composés de type phénylpropanoides sont
synthétisés a partir des monolignols qui sont des dérivés de 1’acide cinnamique [Stalikas,
2007].

Les lignanes sont des composés de haut poids moléculaire capable de construire la paroi

végétale avec la cellulose et I’hémicellulose [Haslam, 1996].
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11.1.1.4. Coumarines
Les coumarines sont des composes dérives des acides hydroxycinnamiques, sont des
hétérocycles oxygénés, leur structure de base est benzo-2-pyrone [lwueke et al., 2008]. Les

principaux types des coumarines sont dans le tableau 1.

Tableau 1 : Principaux types de coumarines [Macheix et al, 2005].

Structure R6 R7 RS Acides phénoliques
H OH H Umbelliférol
R6-__ /T/\\ OH OH H Aescultol
N
| |
Ny
R Ny OCH3 OH H Scopolétol
R8 OCH3 OH OH Fraxétol
H OH OH Daphnétol

11.1.1.5. Stilbénes

Les stilbénes constituent une grande famille de composés phénoliques incluant des
monomeres (comme le resvératrol) et des oligoméres (diméres ,trimere,etc). Le composeé le
plus connus des stilbenes est le resvératrol qui est un agent anticancéreux [Fleuriet et al.,
2005].
11.2.Terpenoides

11.2.1.Structure

Les terpenoides sont des composés constituants 1’un du plus grand groupe de produits
naturels expliquant plus de 40 000 différents composés, avec plusieurs

nouveaux composes étant découverts chaque année [Sacchettini et Poulter, 1997].

Les terpénes sont des hydrocarbures avec une structure soit cylique ou bien a chaine
ouverte, leur formule est (C5HX) n, le X est variable selon le degré d’insaturation de la
molécule ; la valeur de X est de 1 a 8, mais chez les polyterpenes cette valeur peut atteindre

jusqu’au 100.

La molécule de base des terpenoides est I’isopréne C5SH8 (Fig.18) [Loomis et Croteau,
1980].
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Figure 18.La molécule d'isopréne [Loomis et Croteau, 1980].

La plupart des terpenoides sont d’origine végétale ; cependant, elles sont également
synthétisées par d'autres  organismes, tels  que les bactériesetles  levures en  tant
qu'éléments du métabolisme primaire ou secondaire [Rabi et Bishayee, 2009].

11.2.2.Classification

Selon le nombre de répétition de 1’unité d’isopréne, ils ont divisés les terpenoides en
hémiterpenes (C5), monoterpenes (C10), sesquiterpénes (C15), diterpenes (C20), sesterpenes
(C25), triterpénes (C30), tetraterpénes (C40) et polyterpénes [Bruneton et al., 1999].

11.2.3.Propriétés biologiques et pharmacologiques des terpenoides

Les diverses fonctions des terpenoides leurs conférent un intérét accru pour une
utilisation commerciale. Les terpenoides sont avérés utiles dans la prévention et la thérapie de
plusieurs maladies, y compris D’effet anticancéreux, l’effet antimicrobien, antifongique,
antiparasitaire, antivirale, antiallergique,  antispasmodique, anti  hyperglycémique,  anti-
inflammatoire, et immunomodulatrice  .Encore, les terpénoides peuvent étre  employés
comme des substances protectrices surtout comme ils ont des propriétés insecticides [Rabi et
Bishayee, 2009 ; Shah et Seth, 2010].

La diversité structurale des triterpenes confére des propriétés pharmacobiologiques
variées parmi leurs effets : I’effet antinoceptif, cytoprotectif, antifongique et anti cedémateux
[Shah et Seth, 2010].

11.3.Saponines

Les saponines sont des composés secondaires trouvés beaucoup dans les plantes.

Elles forment la mousse stable dans les solutés, comme le fait le savon. Elles sont

23



Chapitre 11 Métabolites secondaires

structurellement des molécules diverses qui sont divisées en deux groupes :

glycosides de triterpéne et de stéroide [Vincken et al., 2007].
11.3.1. Activités biologiques des saponines

Les saponines généralement abaissent la tension superficielle et possédent des
propriétés d’émulsification. Elles tendent a changer la perméabilité de la membrane cellulaire

et exercent donc une toxicité générale surtout sur un tissu organisé.

Leurs activités hémolytiques et antilipemiques peuvent étre considérées comme des
caractéristiques importantes . Les saponines ont des propriétés comme les détergents et sont
mortelles aux champignons en raison de leur capacité a faire des complexes avec des stérols

des membranes, ayant pour résultat la perte de 1’intégrité membranaire [Osbourn, 1996].
11.4.Alcaloides

Les alcaloides sont une famille contenant de [’azote, elle est trouvée dans
approximativement 20% d’espéces de plantes vasculaires, le plus souvent dans le dicotherbacé

relativement quelques uns dans les gymnospermes [Hegnauer, 1988].

Généralement, la plupart d’entre eux, y compris les alcaloides de pyrrolozidine (PAs)
sont toxiques a un certain degré et semblent servir principalement dans la défense contre

I’infection microbienne et 1’attaque herbivoral.

Maintenant la plupart des alcaloides sont censés pour fonctionner comme des éléments
défensifs contre les prédateurs, particuliérement les mammiferes en

raison de leur capacité générale de toxicité [Hartmann, 1991].

De point de vue structurale ; les alcaloides sont classés en : alcaloides tropaniques,
alcaloides pyrrolizidiniques, alcaloides quinolizidiniques, alcaloides indolizidiniques,
alcaloides pipéridiniques, les alcaloides isoquinoléiques ...... nous présenterons les alcaloides
tropaniques qui sont trés abondants chez notre espéce étudiée Hyoscyamus albus.

11.4.1. Alcaloides tropaniques

Les alcaloides de tropane sont une classe d'alcaloides et de métabolites secondaires qui
contiennent un cycle tropane dans leur structure chimique, le 8-aza-bicyclo (3.2.1) octane
(Fig .19). La classe se compose de plus de 200 composeés. Les alcaloides de tropane

se produisent naturellement dans les plantes de la famille des Erythroxylacée (y compris
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coca) et les Solanacees (y compris la mandragore, la jusquiame, belladone, datura, pomme de
terre, tomate) [Griffin et Lin, 2000; Humam et al., 2005].

Les alcaloides de tropane les plus importants sont I'atropine, 1’hyoscyamine et la
scopolamine. L’atropine est un mélange racémique de 1'un R-L-énantiomére de I'hyoscyamine.
La L-hyoscyamine est la forme active. Ces alcaloides de tropane sont connus pour empécher la
liaison de l'acétylcholine a son récepteur et par conséquent avoir des effets sur le rythme
cardiaque, la respiration et les fonctions du systeme nerveux central (intoxication
anticholinergique). La scopolamine, agissant comme un antagoniste & la fois central et
périphérique des récepteurs muscariniques, est considérée comme le principal composant
responsable des effets toxiques de ces plantes. Les alcaloides de tropane se trouvent dans toutes
les parties des plantes, avec des concentrations les plus élevées dans les racines et les graines
[Adamse et Egmond, 2010].

Molecular formula CgHsN

IUPAC-name (1R.5S)-8-methyl-8-
azabicyclo[3.2.1]octane

Other names: tropane
8-Azabicyclo(3.2.1)octane, 8-methyl-; 529-17-9

Molar mass 125211 g/mol

SMILES CN1[C@@H]2CCC[C@H]1CC2
CAS-number 529-17-9

PubChem 637986

Figure 19. Structure chimique de tropane [Adamse et Egmond, 2010].

11.4.2. Intérét des alcaloides en thérapeutique

Les alcaloides constituent I'un des principaux groupes de constituants de plantes utilisés
en thérapeutique. Si dans les plantes, les alcaloides en tant que composés du métabolisme
secondaire jouent un réle écologique de défense contre des herbivores, ils trouvent cependant
plusieurs applications pharmaceutiques chez I’homme [McCalley, 2002 ; Stockigt et al.,
2002].
— Anti tumoraux : vincaleucoblastine, vincristine, taxol, camptothe
— Antalgiques : morphine, codéine
— Spasmolytiques : tubocurarine et papavérine,

— Vasodilatateurs : vincamine et ajmalicine,
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— Emeétiques : émétine,

— Antitussifs : codeine,

— Anti arythmiques : quinidine et ajmaline,
— Antipaludiques : quinine

— Ils sont également des agents de traitement de la maladie d’ Alzheimer : galanthamine.

Les alcaloides provoquent, chez I’homme diverses réponses physiologiques. A forte
dose, les alcaloides sont tres toxiques, par contre a faible dose, ils peuvent avoir une valeur
thérapeutique [Stockigt et al., 2002].

Beaucoup d’alcaloides possédent des propriétés antibiotiques, ce qui suggére qu’ils
constituent un moyen de défense contre les infections microbiennes, comme d’autres produits

secondaires, il existe certains nombres d’arguments en faveur d’un role défensif.

Les alcaloides ont été utilisés comme médicaments, relaxants musculaires,

tranquillisants et psychotropes [Stockigt et al., 2002].
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CHAPITRE 1 MATERIEL ET METHODES

I.1. Etude phytochimique
I.1.1.Matériel végétal

Les feuilles des deux plantes Hyoscyamus albus et Umbilicus rupestris ont été
récoltées pendant le mois de mars 2012 a partir de Bouzina wilaya de Batna pour la
premicre, et de Tibhirine de la méme wilaya pour la deuxiéme. L’identification botanique
des deux espéces a été faite par Dr OUDJHIH B., Laboratoire de Botanique, Département
d’Agronomie, Universit¢ Hadj Lakhdar- Batna.

Les plantes fraichement récoltées, ont ¢été lavées puis séchées a [’ombre
pendant 40 jours dans un endroit sec et aéré pour [’utilisation ultérieur pour les

différentes extractions des principes actifs.

Les feuilles des deux plantes ont été soumises a un broyage puis a une extraction

des substances bioactives.

1.1.2. Préparation des extraits

1.1.2.1. Extraction par les solvants organiques a polarité croissante

L’extraction est effectuée selon la méthode de Diallo et al.,, (2004) avec
quelques modifications. Le matériel végétal est soumis a un épuisement, en
utilisant trois solvants a polarité croissante : éther de pétrole, chloroforme et
méthanol.

1 Kg de la poudre des feuilles de chaque plante a été traité avec 5 L d’éther
de pétrole pendant 3 jours, apres filtration, le résidu séché et soumis a deux autres
extractions avec la méme quantité du méme solvant, aprés le résidu a été traité avec
5 L de chloroforme a trois reprises et enfin 3 fois avec 5L de méthanol. Les filtrats
sont ensuite évaporés a sec en utilisant 1’évaporateur rotatif (HAHNVAPOR) a une
température de 30°C (Fig.20).L’extraction a ¢été répétée  trois fois avec chaque

solvant dans le but d’augmenter le rendement.

27



CHAPITRE 1 MATERIEL ET METHODES

1 Kg des feuiles d’H.albus ou,
1 Kg des feuilles U.rupestris

-Macération (3 jours) avec SL d’éther

de pétrole (3 fois) CH3-(CH2) n-CH3

- Agitation
- Filtration
Marc résiduel Filtrat
Macération (3 jours) avec 5L de Concentration a
Chloroforme (CHCI3) (3 fois)
-Agitation T°=30°C
-Filtration
Extrait EEp
v v
Marc residuel Filtrat
Macération (3 jours) avec 5L de Concentration a
Méthanol (CH3OH) (3fois) T°=30°C
- Agitation L
-Filtration Extrait Chl
A 4
l v
Marc résiduel Filtrat

Concentration a
T°=30°C

Extrait MeOH

Figure 20. Schéma d’extraction par les solvants organiques des feuilles

d’H.albus et les feuilles d’U. rupestris [Diallo et al., 2004].
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1.1.2.2. Calcule du rendement

Le rendement d’extraction est le rapport de la quantité de I’extrait aprés évaporation
sur la quantité de poudre végétale utilisée [Loubaki et al., 1999]. La relation de Pratima et
Mathad (2011) est appliquée pour calculer le rendement :
Rendement d’extraction (%) = poids d’extrait obtenu x100 / poids prise du matériel

végétal

1.1.3. Analyse des extraits d’H. albus et U. rupestris

1.1.3.1.Analyse qualitative des extraits d’H. albus et U. rupestris
1.1.3.1.1.Tests préliminaires

A. Flavonoides

La mise en évidence des flavonoides se fait selon " réaction de Shinoda"
[Lock et al., 2006]. A 1ml de chaque extrait, nous avons rajouté quelques gouttes
d’HCI concentré (2N) et 0,5 g de magnésium métallique. Aprés 3 min de réaction
la présence de la coloration rouge, orangée, rosée ou rouge violacée indique la

présence des flavonoides.
B. Polyphénols

La caractérisation des polyphénols est faite selon la réaction au chlorure ferrique
(FeCls). Pour 2 ml de chaque extrait, une goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique
2% a été rajoutée. L’apparition d’une coloration bleu-noiratre ou verte plus ou moins foncée

fut le signe de la présence de polyphénols [N’Guessan et al., 2009].

C. Tanins

Pour 1ml de chaque extrait, nous avons rajouté le FeClz a 1 %. La couleur
vire au bleu noir, ce qui indique la présence de tanins galliques et la couleur brune
verdatre indique la présence de tanins catéchiques [Dohou et al., 2003].
D. Terpenoides

Pour 0,5 g de chaque extrait ; nous avons rajouté 2 ml de chloroforme et 3 ml d’
acide sulfurique (H2S04) concentré. La présence de la couleur brune rougeatre a l'interface

indique la présence des terpénoides [Ayoola et al., 2008].
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E. Alcaloides

Test de Mayer

1 ml de chague extrait est testé avec 5 gouttes de réactif de Mayer
(Potassium Mercuric lIodide), la formation d’un précipité jaune indique la présence
des alcaloides [Tiwari et Kakkar, 1990].

Test de Dragendorf

3 ml de chaque extrait ont ét¢é mélangés avec 5Sml d’acide chlorhydrique
(Hcl) a 1%, apres incubation dans un bain marie chaud, quelques gouttes de réactif
de Dragendoff ont ¢été rajoutées, la présence d’un précipité blanc indique la
présence des alcaloides [Evans, 2002].
F. Saponines (Test de Froth)

Chaque extrait est dilué avec I’eau distillée, ces extraits sont agités dans un
tube cylindrique, la formation d’une mousse de 1 cm d’hauteur indique la présence

des saponines [Brain et Turner, 1975].

1.1.3.2.Analyse quantitative des extraits d’ H.albus et U.rupestris

1.1.3.2.1. Dosage des polyphénols totaux

1 ml de I’extrait (0,2 mg /ml) est dilué¢ dans 5 ml de I’eau distillée et 1 ml de Na2CO3
a 20%. Aprés mélange, I’ensemble a été incubé a la température ambiante .Par la suite, 1 ml

de réactif de Folin Ciocateu a été rajouté, puis incubé a 30 min dans une étuve a 40°C.

L’absorbance a ét¢ lue a 760 nm contre un blanc. Le taux de polyphénols est
exprimé en pg équivalents d'acide gallique par mg d’extrait (ug GAE/mg d’extrait)
via une courbe d’étalonnage d’acide gallique (0-200 pg/ml) [Singelton et al.,
1999].

1.1.3.2.2. Dosage des flavonoides

Pour 1ml de I’extrait (0.2 mg/ml), nous avons rajout¢ 1 ml de trichlorure
d’aluminium (ALCI13) (préparé dans 1’éthanol a 2%)). Le mélange est incubé pendant 1
heure a la température ambiante et puis I'absorbance a été mesurée a 420 nm. Le taux des

flavonoides dans I’extrait est exprimé en pg équivalent de quercétine par mg d’extrait
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(ug QE/mg d’extrait) Vvia une courbe d’étalonnage de quercétine (0-50 ug/ml) [Ordonez et
al., 2006].

1.1.3.2.3. Dosage des tanins condensés

Le dosage des tanins condensés est effectué selon la méthode de Heimler et al.

(2006). Pour 400ul (0.2 mg/ml) de chaque échantillon ou standard, nous avons rajouté 3ml

d’une solution de vanilline (4% dans le méthanol), et 1,5 ml d’HCI concentré. Le mélange est
incubé durant 15 min et I’absorbance est lue a 500nm.

Les concentrations des tanins condensés sont déduites a partir des gammes

d’étalonnage établies avec des concentrations précises de la catéchine (0-300ug/ml), et les

résultats sont exprimés en pg d’équivalent de catéchine par milligramme d’extrait (ug

ECT/mg).

I.1.4. Séparation des produits d’ H.albus et U.rupestris

1.1.4.1. Préparation des phases

5 g de chaque extrait méthanolique de chaque plante sont solubilisés avec
15 ml d’eau distillée, une méme quantit¢ de butanol a été rajoutée pour une bonne
solubilisation.

Une séparation est faite par une ampoule a décanter et deux phases ont été
obtenues (au dessous, la phase aqueuse et au dessus la phase butanolique) et pour
une bonne séparation, une autre quantit¢ de I’eau distillée et encore celle du butanol
sont rajoutées.

Apres séparation des deux phases, ces phases ont été évaporées a I’aide de
I’évaporateur rotatif et enfin ont été pesées. Apres, ces phases ont été solubilisées
dans le méthanol et une chromatographie sur couche mince (CCM) et faite pour

toutes les deux phases (butanolique et aqueuse).

1.1.4.2. Séparation sur le gel de séphadex

3 g de la phase butanolique de chaque plante est soumise a une purification
sur colonne de gel de séphadex ™ LH-20 (GE Healthcare), ce dernier est préparé
en solubilisant 100 g de poudre de Séphadex dans le méthanol free pendant 2 h et
apres on le verse dans la colonne.

Cette phase est chromatographiée sur la colonne avec une élution avec le

méthanol sachant que le débit est réglé avec une pompe (2ml /min).
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Enfin, les fractions obtenues sont collectétes a [1’aide d’un collecteur
automatique apres une analyse avec CCM a été effectuée pour faire réunir les
composés semblables [Campos et al., 2013].
1.1.4.3. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les fractions issues de colonne de séphadex ont été analysées sur des plaques de
CCM afin de rassembler les fractions semblables.

Nous avons utilisé la CCM comme méthode de séparation des produits sachant que
les plaques sont des plaques de verre de silicagel de type 60 F254 (Merk , USA). Ces
plaques sont mises dans deux systémes de migration qui sont : chloforme-méthanol-eau
(80 :18 :02) et Butanol-ACOH-eau (60 :15 :25).

Aprés migration, la révélation est faite par UV (254 nm et 366 nm) et aussi par
pulvérisation avec le réactif Vanilline sulfurique [Diallo et al., 2004].
1.1.4.4. Purification des produits avec HPLC préparative

Les fractions finales issues apres analyse sur CCM ont été évaporées et
purifiées avec HPLC préparative type LC-20 AT (Liquid chromatography
SHIMADZU made in Irland) (avec une pompe de type Zides) équipé d’un
détecteur type RID-10 AA (Refractive index detector avec un débit de 2ml/min), et
une colonne (prep column, Part No:Wat 0844176 waters ,u Bonadapck ™ C18
10um 125 °C, Serial N° :02043822813005) .

La phase mobile utilisée pour nos fractions est méthanol /eau (50 :50) et un
débit 2 ml/min.

Chaque fraction est solubilisée dans le méthanol et chaque injection est de
I’ordre de 100 pl de 10 mg [Ho et al., 2010].
1.1.4.5. Identification par la RMN a proton

La technique de résonnance magnétique nucléaire (RMN) est un outil puissant pour
la détermination de nouvelles structures et de trés nombreux exemples appartenant a des
classes variées (Fig.23).

Cette technique donne des informations sur I’environnement chimique immédiat de
chaque proton ou de chaque carbon d’une molécule, elle permet aussi de préciser les
liaisons existantes entre ces atomes a I’intérieur d’une molécule.

Le spectre RMN du proton informe sur les différents types d’hydrogéne présents

dans la molécule analysée, ainsi que les différents types d’hydrogéne présents dans
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I'environnement électronique, le nombre d'hydrogénes "voisins" d’un hydrogéne donné et le
déplacement chimique caractéristique de chaque proton.

Les produits des deux plantes étudiées obtenus apres HPLC ont été bien évaporés
avec I’évaporateur rotatif puis séché avec le nitrogéne ; apreés nous avons solubilisé chaque
produit dans 0.5 ml de méthanol Deuterium oxide (deuteration degree min.99.9% for NMR
spectroscopy,Switzerland) et sont analysés avec la RMN a 350 MHz [Campos et al.,2013].
I.2. Etude des activités pharmacobiologiques in vitro
I.2.1.Etude de Pactivité Cytotoxique
1.2.1.1.Culture Cellulaire

Trois lignées cellulaires ont été utilisées dans cette expérience, il s’agit de : cellules
cancéreuses du sein (MCF7), cellules cancéreuses cervical (HeLa) et les cellules cancéreuses
du prostate (PC-3), ces lignées ont été mises en culture dans le milieu DMEM (Dulbecco’s
modifications of Eugal’s medium avec L-glutamine et 4.5g/L de glucose) (Loza ,Belgium)
supplémenté avec le sérum bovin feetale ,100 unités/ml de pénicilline G et 0.1 mg/ml de

streptomycine sulfate a CO2 de 47% et 38°C pendant une semaine [Jin et al.,2010].
1.2.1.2.Test MTT

L’activité anticancéreuse des extraits des deux plantes étudiées HAMeOH et
URMeOH est évaluée par D’assai  MTT  [3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide; Sisco, Italy] selon la méthode décrite par [Mossmann,

1983; Skehan ,1990] avec quelques modifications.

Aprés une semaine de culture, ces cellules ont été lavées avec le PBS (phosphate
buffer saline) et traitées a ’aide de « Trypsine EDTA » et elles ont été soumises & une
incubation pendant 4 min & CO2 47% et 38 °C.

Apres incubation, nous avons introduit le milieu de culture avec les cellules dans des
tubes coniques et nous avons centrifugé a 1040 rpm pendant 5 min pour séparer les cellules
du milieu. Les cellules sedimentées sont récupérées, puis 5ml de DMEM sont rajoutés.

Apres P’agitation 100 ul de chaque lignée avec 100 ul de Trypan sont pris afin de
compter le nombre des cellules a I’aide de microscope en utilisant I’hémocytometre.

468000 cellules MCF7 /5ml milieu de culture ,466000 cellules PC-3 / 5ml milieu de
milieu de culture, et 524000 cellules HeLa /5ml de milieu de culture ont été trouvées.

Dans une microplaque de 96 puits, nous avons déepose dans chaque puits 100 pl de la
suspension de MCF7 (contenant 2000 cellules), 100 ul (contenant 2000 cellules) de la
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suspension de PC -3 dans chaque puits et 100 ul (1000 cellules) de la suspension de HelLa
dans chaque puits et cette microplaque a été incubée 72 heures a CO2 47% et 38 °C.

Nos extraits sont solubilisés dans le DMSO (1 pg/ml, 10 pg/ml, 100 pg/ml et 200
pg/ml) et méme le mercapto qui est le standard a été préparé aprés solubilisation dans le
DMEM avec les concentrations suivantes (10, 20, 30,40 et 50 pg /ml) puis incubé dans
I’étuve pendant 72 heures. Le DMEM et le DMSO sont utilisés comme des contrdles.

Apres 72 heures d’incubation, nous avons rajouté 25 pul de MTT dans chaque puits et
aprés 3 heures d’incubation nous avons rajouté encore 100 ul de Lysis buffer de MTT puis
une lecture a été faite dans un spectrophotometre lecteur de microplaque type (Mutiskan Ex)
a 620 nm [Skehan ,1990].

La viabilité et la mortalité cellulaire ont été calculées selon la relation suivante:

% Viabilité cellulaire = (Abs test /Abs contréle) x 100
% Mortalité = 100 - % Viabilité cellulaire [Mossmann, 1983].

1.2.2.Etude de activité antimicrobienne

L’effet antimicrobien est évalué selon la méthode de diffusion en milieu solide et
encore par la méthode de microdilution dans un milieu liquide pour déterminer les
concentrations minimales inhibitrices (CMIs) [Essawi et Srour, 2000 ; Celiktas et al.,
2007].

Nos extraits ont été testés sur des souches bactériennes de références S. aureus ATCC
25923, E.coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 et autres souches cliniques obtenus
a partir de différents services du CHU de Batna : S.aureus, E. coli, P. aeruginosa, P. mirabilis

et encore sur une levure qui est Candida albicans.

1.2.2.1.Méthode de diffusion en milieu gélosé
Chaque extrait est préparé dans le Dimethyl sulfoxyde (DMSO) avec les
concentrations (1g/ml, 0,5 g/ml et 0,25 g/ml).

Chague souche bactérienne est ensemencée dans la gélose nutritive, aprés 24 heures
d’incubation a 37°C, quelques colonies ont été choisies et ont été transférées dans des tubes
stériles contenant I’eau distillée stérile ou la densité est 0.5 Mc Farland.

Apres, cette suspension est soumise a un ensemencement sur un milieu de culture

Muller Hinton pour les souches bactériennes et sur le milieu Saboureaud pour la levure.
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Des disques stériles de 6 mm de diamétre sont imbibés d’extrait et ont été déposés sur la
surface du milieu en utilisant un témoin imprégné dans le DMSO, puis ces boites ont été
mises en incubation 24 heures a 37 °C [Ngameni et al., 2009]. Le méme protocole est utilisé
pour la levure sauf que le milieu de culture est le Sabouraud et I’incubation est 48 heures a

37°C.

L’activité antimicrobienne des extraits a été calculée en mesurant la zone d’inhibition

autour des disques.

1.2.2.2.Méthode de microdilution en milieu liquide

Cette méthode est utilisée pour déterminer la concentration minimale inhibitrice
(CMI) pour les extraits qui ont une zone d’inhibition >12 mm. Sur une microplaque de 96
puits contenant un bouillon Muller- Hinton, avec un inoculum bactérien final de 5 UFC/ml.

Les extraits ont été dilués dans le DMSO a 10% constituant une série de dilution
allant de (250 pg /ml) jusqu’au (1.95 pg/ml) et ces extraits ont été testés sur les souches, et
enfin sont incubés pendant 18 heures a 37°C.

La CMI correspond a la premiere dilution ou la croissance est négative (pas de culture

visible) (Fig.21) [Dramane, 2010].
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Figure 21. La microplaque utilisée dans le cas de la microdilution.
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1.2.3.Etude de I’activité antioxydante
1.2.3.1.Méthode de blanchissement de la -caroténe

Un mélange de 60 mg de B-caroténe a été dissout dans 20 ml de chloroforme et
mélangé avec 1,0 g de I'acide linoléique et 20 ml de Tween ® 60.

Le chloroforme a été éliminé par évaporation rotative a 40° C. Apres évaporation, le
mélange était immédiatement ajouté a 25 ml d'eau saturée en oxygéne pour former une
émulsion. 25 ml de cette émulsion a été transférée dans des tubes contenant 1,0 ml de chaque
extrait (EEp, EChl et EMe) de chaque plante et le mélange a ensuite été agité doucement.

1 ml du mélange a été introduit a la pipette et mélangé avec 5 ml de I'éthanol a 95% a
0 ° C. Les absorbances ont été lues a 1’aide d’un spectrophotométre a 450 nm toutes les 20
min pendant une durée de 180 min. La procédure ci-dessus a été faite en utilisant le a-
tocophérol tant que standard (contrdle positif). Un contrble négatif sans extrait a été préparé
[Moure et al., 2000].

L’activité antioxydante relative de chaque extrait (AAR) est calculée selon I’équation
suivante :

AAR% = [Absieomin (échantillon)/Absiso min (a- tocophérol)] x 100

1.2.3.2.Méthode de réduction du radical libre DPPH

L’activité antioxydante contre un radical libre 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
est basée sur la méthode de Hanato et al., (1988).

1 ml de chaque extrait (EEp,EChl et EMe) (5-1000 pg. ml) de chaque plante sont
ajoutés a 0.25 ml d’une solution méthanolique de DPPH de 0.20 mM .Aprées une incubation
de 30 min a la température ambiante ,1’absorbance est lue contre un blanc a 517 nm sachant
que la quercétine est utilisée comme standard .

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH est calculé comme suit :

Pourcentage d’inhibition % = [(A blanc —A test)/A blanc] X100
Ou;

A blanc : I’absorbance du controle.

A test : ’absorbance du test.

L'IC 50 a été calculée comme étant la quantité d'antioxydants dans [I'échantillon

nécessaire pour réduire la concentration initiale de DPPH pour 50%.
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1.3. Etude des activités pharmacobiologiques in vivo

Des rats albinos de type Wistar des deux sexes pesant entre (140-170 g), obtenus de
I'institut Pasteur, ont été logés séparément dans des cages de plastique a la température de
(23 £ 2) ° C, une humidité relative de 50-55%, avec un cycle 12 heures de lumiére / 12
d’obscurité respectivement avant et pendant 1'expérience. Les animaux ont été autorisés a un
acces d’aliment et de I'eau ad libitum dans toutes les expériences.
1.3.1.Test de toxicité
1.3.1.1.Test de toxicité aigue

La toxicité orale aigué des deux extraits (HAMeOH et URMeOH) a été évaluée chez
des rats Wistar selon le protocole de I’organisation de la coopération économique
du développement 420 [OECD, 2001] qui limite la dose a 2000 mg /Kg p.c [Lip nick et al.,
1995] . Des rats femelles (140 -160 g) ont été utilisées et ont recu par voie orale les
traitements suivants :

Groupe | : lot témoin a recu l'eau distillée (10 ml / kg p.c.)

Groupes II, 111, 1V, V et VI: ont recu une dose unique de (100, 200,500 ,1000 et
2000 mg/ kg p.c. de HAMeOH) respectivement (10 ml / kg p.c.).

Groupes VII, VIII, IX, X et XI: ont recu une dose unique de (100, 200,500 ,1000 et
2000 kg p.c. ’URMeOH) respectivement (10 ml / kg p.c.).

Le nombre d’animaux décédés a été calculé, des observations ont été effectuées et
enregistrées a 30 min, 1, 2 et 4 heures, puis une fois par jour pendant les 14 prochains jours
apres I’administration des traitements.

Des changements de la peau, la morbidité, l'agressivité, la sensibilité a la douleur
ainsi que des mouvements respiratoires ont été surveillés durant cette période. La LD50 a été
calculée en utilisant la méthode arithmique de Karbar [Turner ,1965].

1.3.1.2.Test de toxicité subaigie

La toxicité subaigle est effectuée selon la méthode de Chang et al., (2012) avec
quelques modifications. Chaque extrait HAMeOH et URMeOH avec des doses de 100, 200
mg / Kg p.c ont été administrées par voie orale a 5 groupes de 6 rats (140-160g) (3 males + 3

femelles).

Groupe | : sert comme témoin, a regu par gavage de I'eau distillée (10 ml / kg p.c) pendant

28 jours.
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Groupes Il et 111 : ont recu HAMeOH avec des doses de 100, et 200 mg / kg p.c / jour (10ml
/Kg p.c.), respectivement pendant 28 jours.

Groupes IV et V: ont recu URMeOH avec les doses de 100, et 200 mg / kg p.c / jour,
(10ml/Kg p.c.) respectivement pendant 28 jours.

La prise du poids corporel, la mortalité, et toutes les manifestations indésirables ont
été suivies durant les 28 jours. Apres 28 jours, tous les animaux ont été jelnés pendant la
nuit et anesthésiés avec la kétamine. Le sang est prélevé du sinus oculaire dans des tubes
héparinés et des tubes EDTA pour la détermination des paramétres biochimiques et
hématologiques respectivement. Enfin les animaux anesthésiés ont été sacrifiés et les
organes internes ont été collectés et pesés pour déterminer le poids relatif des organes (foie,
reins, pancréas et le cceur). Des biopsies ont été réalisées sur le foie et les reins puis

conservées dans une solution de formaldéhyde a 10% pour les examens histologiques.

Analyses biochimiques

Le sang recueilli dans des tubes héparinés est centrifugé a 3000 rpm pendant 10 min.
Le plasma a été analysé pour différents paramétres biochimiques tels que 1’aspartate amino
transférase (ASAT), Alanine aminotransférase (ALAT), la phosphatase alcaline (ALP),
cholestérol, triglycérides (TG), urée, glycémie, créatinine, bilirubine totale (BT) en utilisant
un automate type (Metrolab 2300).
Analyses hématologiques

Les parametres hématologiques comme I’hémoglobine (HGB), globules rouges (GR),
globules balancs (GB), Hematocrite (HCT), plaquettes (PLT), volume globulaire moyen
(VGM), concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH), les neutrophiles,
les basophiles, les lymphocytes, les éosinophiles et les monocytes ont été mesurés en

utilisant 1’automate d’hématologie type (Daitron Abacus junior 5).

Etude histopathologique

Une étude histopathologique des organes (foie et reins) a été effectuée selon le
procédé décrit par Lamb, (1981).

Les biopsies prolongées dans le formaldéhyde a 10% pendant deux semaines puis
lavées avec de I’eau de robinet pendant 24h , puis immergées dans 5 bains de I’éthanol a
concentration croissante 70% ,80%, 90%, 100% ,100% ( une heure dans les bains de 70% et

80% et 45 min dans les bains de 90 % et 100%) pour une déshydratation compléte des
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tissus .Aprés ,ces tissus sont passés dans deux bains de xyléne pendant 15 min pour
I’éclaircissement du tissu .

Une inclusion de ces tissus dans la paraffine fondue a 58°C , nous a permis d’obtenir
des blocs de paraffine durs, a I’intérieur desquels la piéce prélevée est incluse. Ces blocs ont
fait I’objet des coupes de 3 a 5 um au microtome manuel, et enfin ces coupes sont recueillies

sur des lames de verre et ont été colorées avec 1’hématoxyline-€osine.

1.3.2.Etude de P’activité analgésique
1.3.2.1.Activité analgésique centrale

L’essai a été effectué selon la méthode décrite par Eddy et Leimback (1953). Des
rats males sont répartis en cing groupes, chacun contient six rats, ces derniers ont recu par
voie orale les traitements suivants,

Groupe | : a recu une solution saline de NaCl a 0.9 % et sert comme un contréle,

Groupes Il et 111 : ont recu HAMeOH (100 et 200 mg/Kg p.c),

Groupes 1V et V : ont recu URMeOH (100 et 200 mg/Kg p.c),

Groupe VI : la morphine sulfate (10 mg/Kg p.c.) comme standard de référence.

Ces traitements donnés avec un volume de 10 ml/Kg p.c. Par la suite les animaux ont
été placés sur une plaque chauffante maintenue a une température de (55+0.5°C) avec une
période de repos de 15 secondes afin de ne pas endommager la patte.

Le temps de la réaction a été enregistré lorsque les animaux lechent leurs pattes
antérieures ou sautent .Ce temps est enregistré aprés 15 min, 30 min , 45 min et 90 min de
I'application des traitements.

1.3.2.2. Activité analgésique périphérique - constriction abdominale

L’activité analgésique périphérique induite par l'acide acétique a €té réalisée selon la
méthode de Seighmund et al., (1957).

Une solution d’acide acétique a 0.6 % (1 ml /100 g p.c) a été injectée par la voie
intrapéritonéale .

Sachant que 30 min avant I’induction de la douleur, six groupes de 6 rats males ont
recu les traitements suivants par voie orale:

Groupe | : aregu I’eau distillée et sert comme contréle,

Groupes Il et 111 : ont requ HAMeOH (100 and 200 mg / kg, p.c) respectivement,

Groupes 1V et V : ont recu URMeOH (100 and 200 mg / kg, p.c),

Groupe VI : aregu 1’acide acétylsalicylique (15 mg /Kg p.c.) comme produit de référence.
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Ces traitements ont été donnés avec un volume de 10 ml/Kg p.c. Le nombre de
torsions et étirements pour chaque animal ont été comptés pendant 15 min en commencant 5
minutes apres I’injection d'acide acétique et le pourcentage de protection est calculé selon la
formule suivante [Seighmund et al., 1957]:

Pourcentage de protection = (1 - V¢ / Vt) x 100 ou :

Vt = nombre moyen de torsions des animaux traites.

V¢ = nombre moyen de torsions chez le controle.

1.3.2.3. Test a la formaline

La méthode utilisée dans cette étude est similaire & celle décrite dans la précédente
étude (constriction abdominale) .

La douleur a été induite chez des rats males par l'injection de 20 pL de la solution
formaline a 5% préparée dans I’eau physiologique a 0.9 % au dessous de la patte arricre
droite. Six groupes de six rats ont été préparés chacun a recu par voie orale les traitements
suivants :

Groupe | : I’eau distillée va servir de controle,

Groupes 1l et I11: ont recu HAMeOH (100 et 200 mg / kg, p.c),

Groupes 1V et V : ont recu URMeOH (100 et 200 mg / kg, p.c),

Groupe VI : a regu I’indométhacine (10 mg /Kg p.c) et sert comme un standard de
référence.

Ces traitements ont été donnés par voie orale avec un volume de (10 ml /Kg p.c.)
trente minutes avant l'injection de la solution formaline. Aprés ; ces rats ont été placés
individuellement chacun dans une cage transparente. Le temps enregistré durant le
lechement de la patte qui est un indicateur de la douleur, a été enregistré séparément entre 0-
5min (premiere phase ou appelée la douleur neurogene) et entre 20-30 min (deuxiéme phase
ou la douleur inflammatoire) [Hunskaar and Hole, 1987].

Pourcentage de protection = (1 - Tc/ Tt) x 100 ou :

Tt=temps moyen de lechement chez le groupe contrdle.

Tc = temps moyen de lechement chez le groupe traité.

1.3.3. Etude de ’activité antipyrétique

L'activité antipyrétique des extraits a été évaluée a l'aide de levure de biere induisant
la fievre chez les rats [De Pasquale et al. ,1995]. La fiévre a été induite chez des rats males

par I’injection sous-cutanée d’une suspension aqueuse de 20 % de la levure de biére 20 ml /
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kg p.c. Six groupes d’animaux, chacun contient six rats males, I’ensemble a regu par la voie
orale les traitements suivants:
Groupe I : I’eau distillée et sert de contrdle,
Groupe Il et 111 : ont requ HAMeOH (100 and 200 mg / kg p.c) respectivement,
Groupe IV et V: ont recu URMeOH (100 and 200 mg / kg p.c) respectivement,
Groupe VI : arecu le paracétamol (150 mg / kg p.c.) comme produit de référence.

Ces traitements ont été donnés avec un volume de (10 ml /Kg p.c.) 17 heures apres
I’induction de la fiévre. La température rectale a été prise a partir de 1, 2, 3,4 et 6 heures

aprés I’administration des traitements.

1.3.4.Evaluation de ’activité antinflammatoire
1.3.4.1.L°cedéme de la patte induit par la Carragénane

L'expérience a été effectuée selon le protocole de Winter et al., (1962). Six groupes
de 6 rats males, ont recu les traitements suivants :

Groupe | : de I’eau distillée comme un controle,

Groupes Il et I11: ont recu HAMeOH (100 mg et 200 mg/ kg p.c) respectivement,

Groupes IV et V: ont regu URMeOH (100 et 200 mg / kg p.c) respectivement,

Groupe VI : de I’'indométacine (10 mg/Kg p.c.) comme un produit de référence.

Ces traitements ont été donnés avec un volume de (10 ml/Kg). Le volume de la patte
de chaque rat a été mesuré en utilisant le vernier caliper avant les traitements (\V0). Une
heure aprés le traitement, 0,1 ml de carragénane (5% préparé dans le NaCl a 0,9%) a été
injecté par voie sous-cutané dans la patte postérieure droite. Puis le volume de la patte a été
mesuré a 0,5, 1, 2, 3,4, 5, et 6 heures apres I'administration de la carragénane (Vt). L'cedéme
a eté exprimé comme une augmentation du volume de la patte (AV), et le pourcentage
d'inhibition ~ (1%) pour chaque traitement a été obtenu comme  suit:
AV=V1t-V0
ou I (%) = (AVc - AVtr) / AVc X 100
AV tr = l'augmentation du volume de la patte derriére droite chez le groupe traité.

AVc¢ = I’augmentation du volume de la patte droite derriére chez le groupe contréle [Winter
etal., 1962].
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1.3.4.2.L’inflammation induite par les médiateurs d’inflammation

L’inflammation induite selon la méthode de Singh et al., (1996). Les animaux ont
été répartis comme dans l'expérience précédente, six groupes de rats males, chacun a recu
par gavage les traitements suivants :

Groupe | : a regu I’eau distillée et sert de contrdle,

Groupes Il et I11: ont recu HAMeOH (100 et 200 mg / kg p.c) respectivement,
Groupes 1V et V: ont recu URMeOH (100 et 200 mg / kg p.c) respectivement,
Groupe VI : a regu I’indométacine (10 mg/Kg p.c.) comme un produit de référence.

Ces traitements ont été donnes avec un volume de 10 ml/Kg p.c. L'cedéme a été induit
par injection sous-cutanée de 0,1 ml d’une solution de la sérotonine (10 mg/mL) dans les
pattes arriéres des rats 1 heure aprés I'administration orale des traitements.

Le volume des pattes a été mesuré apres 1 heure de I'injection de la sérotonine. Et le
méme protocole est effectué¢ sur d’autres rats mais aprés avoir remplacé la sérotonine par
I’histamine (10 mg/ml).

Le pourcentage d’inhibition est calculé comme suit [Singh et al., 1996]:
I (%) = [(AVol c - AVol tr) / AVolc] x 100.

AV tr = l'augmentation du volume de la patte derriére droite chez le groupe traité.

AV ¢ =1’augmentation du volume de la patte derri¢re droite chez le groupe controle.

1.3.4.3. L’;edéme de la patte induit par la solution formaline

Cette expérience a été réalisée en utilisant la méthodologie décrite dans
I’inflammation induite par les médiateurs d’inflammation par Dimo et al.,(2006). Six
groupes de rats males, chacun a regu par voie orale les traitements suivants :

Groupe I: de 1’eau distillée comme un controle,

Groupes Il et I11: ont recu HAMeOH (100 et 200 mg / kg p.c) respectivement,
Groupes IV et V: ont regu URMeOH (100 et 200 mg / kg p.c) respectivement,
Groupe VI : a regu I’indométacine (10 mg/Kg p.c.) comme un produit de référence.

Ces traitements ont été donnés avec un volume de 10 ml/Kg p.c. 30 minutes plus
tard, 0,1 ml de solution formaline (2% préparé dans le NaCl a 0,9%) a été injecté dans la
patte arriére droite des rats. Le volume de la patte a été déterminé par la méthode de vernier
caliper avant I'administration des traitements et apres 1, 2, et 4 heures de l'injection de la

solution formaline. Les mémes animaux ont été utilisés pour I'essai chronique. lls ont éeté
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traités avec les extraits et le standard quotidiennement aprés la mesure du volume de la patte
pendant 10 jours consécutifs sachant que la deuxiéme injection de la solution formaline a éte
donnée le troisieme jour. Le pourcentage d’inhibition est calculé avec la méme formule de
I’expérience de I’inflammation induite par les médiateurs d’inflammation.

1.3.4.4. La péritonite induite par la carragénane

Cette activité est évaluée selon Bastos et al., (2007) . Les animaux ont été répartis
comme dans I'expérience précédente, six groupes de 6 rats males ont recu les traitements
suivants :

Groupe I: de I’eau distillée et sert de contrdle,

Groupes Il et I11: ont recu HAMeOH (100 et 200 mg / kg p.c) respectivement,

Groupes 1V et V: ont recu URMeOH (100 et 200 mg / kg p.c) respectivement,

Groupe VI : de I’indométacine (10 mg/Kg p.c.) comme un produit de référence .Ces
traitements ont été donnés avec un volume de 10 ml /Kg p.c. Une solution de carragénane
(0,25 ml, 0,75% dans une solution saline) a été injectée par voie intrapéritonéale 1 h plus
tard.

Aprés 4 h, les animaux ont été sacrifiés par dislocation cervicale. Une solution de
phosphate buffer de (PH=7.5) a été utilisée lors de la collecte du fluide péritonéal dans des
tubes EDTA. La numération des leucocytes en particulier les neutrophiles a été déterminée

en utilisant I’automate d’hématologie (type Diatron Abacus Junior 5).

Le pourcentage de I'inhibition des leucocytes a été calculé comme suit:
1% = (1-T /C) x 100, ou
T : représente le nombre des leucocytes dans les groupes traités.
C : représente le nombre des leucocytes dans le groupe contréle.
Le changement des neutrophiles ont été calculés par I'équation suivante:
Changement des neutrophiles = nombre des neutrophiles dans le groupe traité / nombre des
neutrophiles de groupe contrdle x 100 [Bastos et al., 2007].

1.3.4.5.Effets de stabilisation de la membrane plasmique

Selon la méthode décrite par Shinde et al., (1989) 5 ml du sang humain ont été
recueillis et transférés dans le tube EDTA. Le tube a été centrifugé a 2000 rpm pendant 5
min, et lavé trois fois avec un volume égal de solution saline normale. Le volume du sang est
mesuré et reconstituée comme une suspension de 40% avec une solution tampon isotonique

(pH = 7,4). La composition de la solution tampon (g /1) était [NaCl (4,4 g),
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NAH: PO4 (1,6 g) et NaHPO4 (7,60)].

a . Hémolyse induite par la chaleur

Quatre séries de tubes ont été prépares,

Série | : contient quatre tubes de 5 ml contenant 200 pg/ml d’URMeOH préparés dans
une solution buffer isotonique.

Série Il : contient quatre tubes de Sml contenant 400 pg/ml d’URMeOH préparés dans
une solution buffer isotonique.

Série 11 : contient quatre tubes de 5ml contenant 200 pg/ml de HAMeOH préparés dans
une solution buffer isotonique.

Série IV : contient quatre tubes de 5ml contenant 400 pg/ml de HAMeOH préparés dans
une solution buffer isotonique.

Série VI : contient quatre tubes de 5ml contenant 200 ug/ml de I’indométacine dans une
solution buffer isotonique.

Série VII : contient quatre tubes de 5ml contenant une solution buffer isotonique.

Une suspension d’érythrocyte de 0.1 ml a été rajoutée a tous les tubes de chaque série.
Une paire de chaque série a été incubé dans 1’eau chaude a 54°C pendant 20 min. L’ autre
paire a été refroidis a -10°C pendant 20 min puis les tubes ont été centrifugés a 1000 rpm
pendant 5 min et les absorbances ont été mesurées par le spectrophotomeétre (& =540 nm).

Le pourcentage d’inhibition d’hémolyse a été calculé comme suit:

Inhibition d’hémolyse (%) = [1 - (At2- Atl / Ac- Atl)] x100
Atl = absorbance de test non chauffé.

At2 = absorbance de test chauffé.

Ac = absorbance de contrdle chauffé [Shinde et al., 1989].

B . Hémolyse induite par I'hypotonie

Quatre séries de tubes ont été prépareés,

Série | : contient quatre tubes de 5 ml contenant 200 ug /ml de URMeOH (solubilisé
dans une solution isotonique buffer pour les deux premiers tubes et dans 1’eau distillée pour
les deux autres tubes).

Série Il: contient quatre tubes de 5 ml contenant 400 pg/ml de URMeOH
(solubilisés dans une solution isotonique buffer pour les deux premiers tubes et dans 1’eau

distillée pour les deux autres).
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Série 11l : contient quatre tubes de 5 ml contenant 200 pg/ml de HAMeOH
(solubilisé dans une solution isotonique buffer pour les deux premiers tubes et dans 1’eau
distillée pour les deux autres).

Série IV : contient quatre tubes de 5 ml contenant 400 pg/ml de HAMeOH
(solubilisé dans une solution isotonique buffer pour les deux premiers tubes et dans 1’eau
distillée pour les deux autres).

Série V : contient quatre tubes de 5 ml contenant 200 pg/ml de I’indométacine
(solubilisé dans une solution isotonique buffer pour les deux premiers tubes et dans 1’eau
distillée pour les deux autres).

Série VI : contient quatre tubes de 5 ml (deux contenant une solution isotonique
buffer et deux autres contenant 1’eau distillée) comme un contrdle négatif.

Apres ,0.1 ml de la suspension érythrocytaire a été rajouté a 1’ensemble des tubes.
Ces derniers sont soumis a une incubation pendant 1 heure & la température ambiante suivi
par une centrifugation a 3000 rpm pendant Smin et I’absorbance de surnageant a été
mesurée en utilisant le spectrophotométre a 540 nm. Le pourcentage d’inhibition de
I’hémolyse a été calculé :

Inhibition de I’hémolyse (%) = [1 - (Ath - Ati / Ach-Ati)] x100

Ati = absorbance de test dans la solution isotonique.

Ath = absorbance de test dans la solution hypotonique.

Ach = absorbance de contrdle dans la solution hypotonique [Shinde et al., 1989].
1.3.5.Etude de P’activité antidiabétique

1.3.5.1.Etude de la tolérance au glucose

Des rats males jeunés ont été divisés en six groupes de 6 rats et ont recu les
traitements suivants par voie orale :

Groupe | : I’eau distillée et sert comme un témoin.

Groupe Il : I’eau distillée et sert comme un contrdle.

Groupe Il et IV : I’extrait HAMeOH (100 et 200 mg/Kg p.c.) respectivement.

Groupe V et VI: I’extrait URMeOH (100 et 200 mg/Kg p.c.) respectivement.

Ces traitements ont été donnés avec un volume de 10 ml/Kg p.c.

Apres 30 min d’administration des extraits, les rats ont été administrés par voie orale
une solution de glucose (2g/Kg p.c.) (20 ml/Kg p.c.) sauf le groupe témoin.

Une goutte du sang est obtenue a partir de la veine de la queue juste avant

I’administration de glucose et aprés 30 min, 90 min et 120 min aprés 1’administration de
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glucose. Le taux de glucose est mesuré a I’aide des bandelettes de glycémie en utilisant un

Glucometre de type ACCU —CHEK Active [Shende et al., 2009].
1.3.5.2.Etude de diabéte induit par la streptozotocine

Des rats males sont divisé€s en six groupes, de 8 rats, jeunés 24h avant I’expérience,
puis le diabete a été induit par une seule injection intrapéritonéale de la solution de
streptozotocine (55 mg/Kg p.c) dans 0.1 mol/L de citrate buffer (PH=4.5) avec un volume de
(Aml/Kg p.c.) [Islam et al., 2009].

Apres 72 h, nous avons mesuré la glycémie chez tous les rats, seulement les rats dont
la glycémie >190 mg/L ont été choisis et qui sont considérés comme des diabétiques.

Ces animaux diabétiques ont été divisés et ont recu les traitements suivants par la
voie orale durant 30 jours successifs comme suit :

Groupe I: I’eau distillée et sert comme un contréle,

Groupe Il: témoin, a regu le citrate buffer a 0.1 M a PH=4.5,

Groupe Il : a recu I’extrait HAMeOH (100 mg/Kg),

Groupe IV : arecu I’extrait HAMeOH (200 mg/Kg),

Groupe V : a regu I’extrait URMeOH (100 mg/Kg),

Groupe VI : aregu I’extrait URMeOH (200 mg/Kg),

Groupe VII : a recu la metformine (500 mg/Kg p.c) comme standard de référence par
voie orale,

Groupe VI : a regu I’insuline (100UI /ml) (5 ml/Kg p.c) par voie intraveineuse via la
queue comme standard de référence.

Nous avons mesuré le poids corporel des animaux chaque semaine.

Dosage des paramétres biochimiques

Aprés 30 jours de traitement, les rats ont été jeunés et le sang est collecté a partir du
sinus oculaire apres une anesthésie avec le chloroforme dans des tubes héparinés afin de
doser le glucose, 1’urée, la créatinine, PAL, lactate déshydrogénase (LDH), cholestérol, TG
et I’insuline, tandis que pour le dosage de HGB et le ’hémoglobine glyqué (HbA1C) nous
avons prélevé sur des tubes EDTA.

Les urines sont collectées dans des cages métaboliques afin de chercher la présence
de glucose et des corps cétoniques en utilisant des bandelettes spécifiques.

Dosage de Glycogéne
Afin de doser le taux de glycogéne, le foie est découpé en petites piéces, puis 5 g de

foie sont bouillis dans 50 ml d’eau distillée durant 2 min puis broyées. A ce broyat, nous
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avons rajouté 25 ml d’eau distillée et le mélange a été bouilli pendant 5 min. Aprés une
premiére filtration, 3ml d’Hcl sont rajoutés au filtrat puis une deuxieme filtration.
L’¢éthanol a 95% (4 fois volume de filtrat) a été rajouté au filtrat puis une troisieme

filtration, le filtrat est mélangé avec 2 ml d’eau distillée.

Apres, nous avons rajouté une goutte de lugole a 3 ml d’eau distillée, puis nous avons

rajouté ce melange au filtrat et la lecture est faite par spectrophométrie & 470 nm.

Le taux de glycogéne est calculé a partir de la droite d’étalonnage établi avec des

concentrations precises de glycogene pure (0-4500 pg/ml) [Dedier, 1994].
1.3.6. Etude de ’activité antiulcéreuse

Pour I’é¢tude de cette activité, nous avons utilisé la méthode de Garg et al.,
(1993).Des rats males ont été répartis en six groupes de six rats. Ces derniers ont été jeunés
48 h avant l'expérience mais avec un acces libre a ’eau deux heures avant 1'expérience et
ont recu par voie orale les traitements suivants :

Groupe I: I’eau distillée avec (5 ml/kg p.c) et sert comme un témoin,

Groupe II: I’eau distillée avec (5 ml/kg p.c) et sert comme un contrdle,

Groupes III et IV : 'extrait HAMeOH avec les deux doses (100 et 200 mg/Kg p.c.)
respectivement,

Groupes V et VI: I’extrait URMeOH avec les deux doses (100 et 200 mg/Kg p.c.)
avec un volume de (10 ml/Kg p.c.),

Groupe VII : ’oméprazole avec une dose (20 mg/kg p.c) (5ml /Kg p.c) comme un
standard de référence.

30 min apres le prétraitement, 1’ulcere gastrique a ¢€t€¢ induit aux animaux par
I’administration orale de 1’éthanol absolu (5 ml/kg p.c.) sauf le groupe témoin.

Les rats ont été disséqués 60 min apres 1’administration d’éthanol et chaque estomac
a été ouvert le long de la grande courbure, et laver avec I'eau physiologique [Paiva et al.,
1998].

1.3.6.1.Evaluation des lésions gastriques

Les ulceres trouvés dans la muqueuse gastrique apparaissant sous forme de bandes
allongées de l1ésions hémorragiques parall¢les a 1'axe long de 1'estomac. La surface d’ulcere
gastrique a été calculée selon la méthode de Kauffman et Grossman (1978) avec une légere

modification. La longueur (mm) et la largeur (mm) de l'ulcere sur la muqueuse
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gastrique ont été mesurées par la méthode de quadrillage sous une loupe binoculaire
(de x1.8). La surface de chaque lésion d'ulcére a été mesurée en comptant le nombre de
petits carrés, 1 x 1 mm, couvrant la longueur et la largeur de chaque bande de l'ulcére. La
somme des surfaces de toutes les lésions pour chaque estomac a été appliquée pour le calcul
de la surface de l'ulcere (UA) lorsque la somme de petits carrés est multipliée au
grossissement 1,8 [Abdulla, 2010].

1.3.6.2.Mesure de volume de jus gastrique
Le volume de jus gastrique a ét¢ mesuré a 1’aide d’une seringue.
1.3.6.3.Pourcentage d’inhibition

Le pourcentage d’inhibition des ulcéres d’un traitement donné est détermingé selon la

formule ci-dessous : [Njar et al., 1995 ; Malairajan et al.,2007].
Inhibition (%) = [(UA contréle — UA traité)/UA contr6le] x100
UA contréle : surface ulcéreuse du groupe contréle.

UA traiteé : surface ulcéreuse du groupe traité.

1.3.6.4.Mesure de ’acidité totale

1 ml de jus gastrique a été dilué 10 fois avec I’eau distillée et soumis a un titrage par
le NaOH a 0.01 N avec I’ajout de quelques gouttes de phénolphtaléine jusqu’au 1’obtention
d’une couleur rose [Dashputre et Naikwade, 2011]. L’acidité totale est calculée selon la

formule suivante.
Acidité totale = (volume de NAOH x Normalité x 100 mEqg/L/100g) / 0.1
1.3.6.5.Histopathologie

Des échantillons d’estomac ont été fixés dans le formol a 10% pour 1’étude

histopathologique avec coloration par I’hématoxyline-€osine.
1.4. Etude statistique

L’¢étude statistique a été réalisée par les logiciels statistiques Graph Pad Prism 5 et par

Excel.
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Les résultats sont exprimés en moyenne +SD. Les résultats sont analysés par le test
Anova univarié suivie du test Dunnet /Tukey pour les comparaisons multiples et la
détermination des taux de signification.

Les valeurs de p<0.05 sont considérées statistiquement significatives.
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CHAPITRE I RESULTATS ET DISCUSSION

I1.1. Etude phytochimique
11.1.1.Extraction et calcul du rendement

Les extraits organiques de chaque plante (EEp, EDm et EMe) ont été obtenus par la

méthode de macération successive par des solvants a polarité croissante.
Le rendement de chaque extrait par rapport au poids du broyat est représenté dans le tableau
2.

Tableau 2. Rendement des divers extraits (EEp, EChl et EMe) des feuilles de H.albus et

U.rupestris
Extraits Quantité de ’extrait Quantité de Rendement (%)
poudre Par rapport au poids
(9) végétale(g) du broyat
EEp (H.albus) 11.2 1000 1.12
EChl (H.albus) 25.6 1000 2.56
EMe (H.albus) 56.2 1000 5.62
EEp (U.rupestris) 10.00 800 1.25
EChl (U.rupestris) 13.6 800 1.70
EMe (U.rupestris) 14.08 800 1.76

Le rendement a été déterminé par rapport au poids du matériel végétal sec rendu en poudre, les résultats ont été

exprimés en pourcentage.

11.1.2. Tests des extraits d’H. albus et U. rupestris

11.1.2.1.Analyse qualitative des extraits d’H.albus et U.rupestris (Test préliminaires)

Les tests préliminaires ont indiqué la présence des polyphénols, les tanins
galliques, les terpenoides et les flavonoides dans tous les extraits de H.albus et
U.rupestris et avec une présence accrue des alcaloides dans les extraits des deux

plantes.

Concernant les tanins catéchiques sont absents dans ’extrait EEp et EMe et
présents dans I’extrait EChl de H.albus mais présents dans tous les extraits
d’U.rupestris (Tableau 3).
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Tableau 3. Tests chimiques des extraits (EEp, EChl et EMe) des feuilles de H.albus et

U.rupestris.
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EEp ++ + -- + +++ ++++
Hyoscyamus
EChl ++ + + + +++ +++
albus
++ +++ - ++ ++++ ++++
EMe
EEp ++++ ++ ++ + ++++ ++++
Umbilicus
rupestris EChl ++ ++ + + +4+++ +4+++
+++ ++ + ++ ++++ ++++
EMe

++++: Trés abondant ; +++ : abondant ; ++ : moyen ; + : réaction louche.

11.1.2.2.Analyse quantitative

L’¢tude quantitative des extraits bruts préparés a partir des feuilles d° H.
albus et U.

objectif la détermination de la teneur des polyphénols totaux, des flavonoides et les

rupestris, au moyen des dosages spectrophotométriques avaient pour

tanins condensés. La raison principale pour le choix de ces substances réside dans le
fait que la majorité des effets pharmacologiques des plantes leur sont attribués
[Lock et al., 2006].

Trois droites d’étalonnages (Fig. 22, 23 et 24) ont été¢ tracées pour cet
objectif qui se sont réalisées avec des solutions d’étalons a différentes
concentrations.

Pour la plante H.albus, les résultats du dosage des polyphénols totaux
révelent que ’EMe est le plus riche en composés phénoliques (111.10 +£1.82 g
EAG/mg d’extrait), suivi par ’EChl (99,45 * 2.75ug EAG/mg d’extrait), tandis que

I’EEp ne contient que (55 .61 + 1.32ug EAG/mg d’extrait).
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L’estimation  quantitative des flavonoides totaux montre que I’EMe
d’H.albus contient (24.31 + 0.62 pg EQ/mg d’extrait) et I’EChl (18.23 + 0.78 png
EQ/mg d’extrait) tandis que ’EEp comporte (14.12 + 0.62 pg EQ/mg d’extrait).

Le dosage des tanins condensés montre que tous les extraits de H.albus sont
riches en tanins: I’EMe (24.87 + 157 ug ECT/mg d’extrait) suivie par 1I’EChl
(20.38+ 0.69 pg EQ/mg d’extrait) et I’EEp (10.37 £ 0.55 pg EC/mg d’extrait)

(Tableau 4).

La quantité des polyphénols totaux chez la plante U .rupestris change dans
les différents extraits dont I’EMe et I’EAChI sont riches en composés phénoliques
(105.7+  0.37 95.98+ 0.33
respectivement, tandis que I’EEp contient (23.83 png EAG/mg d’extrait).

pg EAG/mg d’extrait, ng EAG/mg d’extrait)

EMe des feuilles d’U. rupestrisa une grande quantité de flavonoides (29.56+
1.88 ug EQ/mg d’extrait) suivi par les extraits apolaires, dont I’EChl contient (20.72
ng EQ/mg d’extrait) et I’extrait EEp (6.77 + 1.24 pg EQ/mg d’extrait).

Le dosage des tanins condensés dans les extraits d’U.rupestris montre que la
teneur la plus élevée est celle de ’EMe (25.48 + 0.70ug EC/mg d’extrait) suivie par
I’EChl (22.93 = 0.07 pg EC/mg d’extrait) tandis qu’EEp contient (13.27 = 0.69 pg
EC/mg d’extrait) (Tableau 4).

Tableau 4. Résultats du dosage des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins condensés
dans les différents extraits des feuilles d’H. albus et U. rupestris.

Plante Extrait Teneur en Teneur en Teneur en
polyphénols® | flavonoides® tanins®©

H. albus EEp 55.61+1.32 14.12+ 0.62 10.37 £ 0.55
EChl 99,45+ 2.75 18.23+£0.78 20.38+ 0.69

EMe 111.1+1.82 24.31 +0.62 2487 +1.57

U. rupestris EEp 23.83+0.21 6.77+ 1.24 13.27+ 0.69
EChl 95.98+ 0.33 20.72+ 0.37 22.93+ 0.07

EMe 105.7£ 0.37 29.56+ 1.88 25.48+ 0.70

(a) pg d’equivalent d’acide gallique par mg d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).
(b) ng d’equivalent de quercetine par mg d’extrait (ug EQ/mg d’extrait)
(b) ng d’equivalent de catéchine par mg d’extrait (ug EQ/mg d’extrait)
L’examen de ces résultats permet de mettre une corrélation linéaire

significative entre la teneur en flavonoides et les composés phénoliques (R?=0.9589,



CHAPITRE I RESULTATS ET DISCUSSION

P<0.05), et entre la teneur en tanins et en composés phénoliques (R?=0.9898,

P<0.05) dans les extraits d’H. albus .

Et aussi de mettre une corrélation linéaire significative entre la teneur en
flavonoides et en composés phénoliques (R?>=0.9606, P<0.05), et entre la teneur en
tanins et en composés phénoliques (R?=0.9112, P<0.05) dans les extraits d’U.

rupestris.

La concentration des flavonoides dans les extraits des plantes est en fonction
de la polarité des solvants utilisés dans la préparation des extraits [Stankovié,
2011].
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Figure 22. Droite d’étalonnage de I’acide gallique (moyenne + SD de trois essais).
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Figure 23. Droite d’étalonnage de la quercétine (moyenne + SD de trois essais).
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Figure 24. Droite d’étalonnage de la catéchine (moyenne + SD de trois essais)
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11.1.3. Séparation sur chromatographie sur colonne et CCM
Le tableau 5 montre le poids des extraits ainsi que le poids des phases obtenues

Tableau 5 : Masse des extraits et des phases aqueuses et butanoliques de H.albus et

U.rupestris.

Extraits et phases Poids (g)
Extrait HAMeOH 56.24
Extrait URMeOH 14.07
Extrait butanolique de H .albus 3.20
Extrait aqueuse d’ H .albus 2.93
Extrait butanolique d’U.rupestris 3.44
Extrait aqueuse d’U.rupestris 2.58

La phase butanolique et aqueuse des deux plantes ont été testées sur CCM et

nous avons trouve que la phase aqueuse contient des sucres (Fig.25).

!

Figure 25 .Chromatogrammes des phases aqueuses et butanoliques des plantes H.albus (a) et
U.rupestris (b).

Selon les résultats obtenus de CCM de H.albus et U.rupestris, les phases agqueuses
n’ont pas migré car elles contiennent des sucres c’est pour cela nous avons choisis de

travailler les phases butanoliques.



CHAPITRE I RESULTATS ET DISCUSSION

La phase butanolique de H.albus a subit une purification sur le gel de Séphadex LH 20
et ensuite nous avons obtenus 40 fractions, ces derniéres ont été analysées avec CCM, ces

fractions ont été réunies en 11 fractions séchees et pesées (Tableau 6).

Tableau 6.Fractions obtenues aprés séparation sur colonne de la phase butanolique de

H.albus.

Fractions Poids
F1 7mg
F2 66 mg
F3 64 mg
F4 239 mg
F5 96 mg
F6 91 mg
F7 125 mg
F8 46 mg
F9 122 mg
F10 31 mg
F11 15 mg

Nous avons analysé ces 11 fractions sur CCM (Fig.26)

Figure 26. Chromatogramme de fractions obtenues de la phase butanolique H.albus aprés
purification sur colonne de Séphadex.
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Figure 27. Chromatogramme de fractions obtenues de la phase butanolique H.albus aprés
purification sur colonne de Séphadex révélé par la solution de Dragendorf

Pour la plante U. rupestris

La phase butanolique d’ U.rupestris a subit une purification sur le gel de Séphadex LH
20 et ensuite nous avons obtenus 42 fractions, ces derniers ont été analysés avec CCM, ces
fractions ont été réunies en 10 fractions séchées et pesées (Tableau 7).

Tableau 7 : Fractions obtenues aprés séparation sur colonne de la phase butanolique d’

U.rupestris.

Fractions Poids
F1 6 mg
F2 112 mg
F3 271 mg
F4 624 mg
F5 179 mg
F6 35 mg
F7 7mg
F8 10 mg
F9 16 mg
F10 20 mg

Nous avons analysé ces 10 fractions sur CCM (Fig.28)
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Figure 28.Chromatogramme de fractions obtenues apres séparation sur colonne de la phase
butanolique d’U.rupestris.

11.1.4. Analyse par HPLC préparative

La plante H.albus

La fraction F10=31 mg de H.albus a donné un seul spot c'est-a-dire un seul produit,

donc cette fraction est passée a I’analyse par RMN sans la passer a une purification par

HPLC (Fig.29).

Figure 29.Chromatogramme de la fraction F10.
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Encore, nous avons choisi la fraction F4 et cette derniére a subi une purification par
I’HPLC préparative et elle a donné le chromatogramme suivant (Fig.30),puis les 4 produits

obtenus de I’HPLC sont analysés sur CCM (Fig.31).
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Figure 30.HPLC de la F4.

Figure 31. Chromatogramme aprés HPLC a partir des fractions F4 de H.albus.
Aprés HPLC préparative nous avons obtenu : F4-1 :32 mg, F4-2 :16 mg, F4-3 :32 mg

La fraction F7 a subi a une autre HPLC et a donné le chromatogramme suivant (Fig.32) et les
produits obtenus de ’HPLC sont testés sur CCM (Fig.33) :
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Figure 32. HPLC de la fraction F7 de H.albus.

Figure 33. Chromatogramme aprés HPLC a partir des fractions F7 de H.albus.

Aprés HPLC préparative on obtenu: F 7-1:2 mg, F 7-2:6 mg, F 7-3:32 mg, F 7-
4:4mg,

F7-5:5mg
Pour la plante U.rupestris,
La fraction F10=4 mg est destinée directement vers 1’analyse par RMN.
La fraction F4 a subit a une purification par HPLC (Fig.34) puis les produits obtenus sont
analyses avec CCM (Fig.35).
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Figure 34.HPLC de la F4 d’U.rupestris.
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Figure 35. Chromatogramme aprés HPLC a partir des fractions F4 d’U.rupestris.

Apres HPLC préparative, nous avons obtenu : F 4-2 : 29 mg , F 4-3 :14 mg.
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11.1.5. Analyse par RMN a proton

Les résultats de ’RMN des produits sont mentionnés dans le tableau 8 est ont donné (Tableau
8).

Tableau 8. Nature des produits obtenus apres analyse par RMN a proton.

Produits Nature

F4-2 de H.albus. Alcaloide

F7-1 de H.albus. Phénol glycosylé
F7-2 d’H.albus. Phénol glycosylé
F4-1 d’H.albus. Acide gras

F10 de H.albus. Phénol glycosylé
F4-3 de H.albus. Acide gras

F10 d’U.rupestris. Lignane

F4-3 d’U.rupestris. Triterpene glycosylé

11.2. Evaluation des activités in vitro
11.2.1.Activité cytotoxique

Le cancer est connu médicalement comme une tumeur maligne caractérisée par une
croissance incontrélée de cellules anormales dans le corps. Le cancer peut survenir a la suite
d'une défaillance de cette équilibre, en raison d'une augmentation de la prolifération cellulaire
ou une diminution dans la mort cellulaire ou les deux [Kerr et al., 1972]. Le cancer est causé
par des facteurs endogénes et exogénes qui conduisent a une accumulation séquentielle

d'altérations génétiques, un phénomene d’oncogenése multi-étape [Lee et Park, 2010].
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Tableau 9 : Effet cytotoxique de HAMeOH et URMeOH sur les trois lignées cellulaires

cancéreuses.

Concentration (pg/ml)

Absorbance a 620 nm

% de viabilité cellulaire

% de P’inhibition de viabilité
cellulaire (mortalité)

MCF7 | HeLa | PC3 | MCF7 | HeLa | PC-3 | MCF7 | HeLa |pc-3
HAMeOH (1ug/ml) 046 | 065 | 046 | 89,22 | 81,8 | 8522 10,78 1820 | 14,78
HAMeOH (10 ug/ml) | 041 | 039 | 045 | 82,22 | 721 | 8124 17,78 2790 | 18,76
HAMeOH (100 pg/ml) | 028 | 032 | 0,28 | 59,74 | 5556 | 51,11 40,26 4444 | 48,89
HAMeOH (200 ug/ml) | 047 | 020 | 012 | 3576 | 3521 | 22,11 64,24 64,79 | 77,89
URMeOH (Lug/ml) 045 | 0,73 | 0.42 | 86,76 | 91,80 | 85,22 13,24 8,20 14,78
URMeOH (10pg/ml) | 042 | 047 | 043 | 844 | 871 | 77,24 15,60 1290 | 22,76
URMeOH (100 pg/ml) | 041 | 015 | 0,40 | 82,74 | 8056 | 72,11 17,26 1944 | 27,89
URMeOH (200 pg/ml) | 038 | 012 | 035 | 7876 | 7321 | 62,11 21,24 26,79 | 37,89
Mercapto (10 ug/ml) | 066 | 0,75 | 0,60 | 82,67 | 9400 | 7522 17,33 6,00 24,78
Mercapto (20 ug/ml) | 056 | 068 | 048 | 7067 | 852 | 60,22 29,33 1480 | 39,78
Mercapto (30 ug/ml) | 052 | 052 | 0,38 | 6522 | 6622 | 4824 34,78 3378 | 5176
Mercapto (40 pg/ml) | 044 | 037 | 031 | 5522 | 47,11 | 39,22 44,78 5289 | 6078
Mercapto (50 pg/ml) | 040 | 028 | 0,22 | 5067 | 361 | 281 49,33 6390 | 71,90

63



CHAPITRE I

URMeOH

N

¢ 40+

s - MCF7
3 + Hela
2 + PC3
8

¢ 201

£ 10,

0 T

] ] ] 1
0 50 100 150 200 250
Concentrations

80+

Inhibition de viabilité cellulaire (%)

RESULTATS ET DISCUSSION

HAMeOH

-~ MCF7
80 & Hela
-+ PC-3

Inhibition de viabilité cellulaire %

T T T 1
0 50 100 150 200 250
Concentrations

Mercapto (std)
-~ MCF7

-2 Hela
60- — PC-3
404
20-
20 40

60
Concentrations (ug/ml)

Figure 36. Effet dose dépendant de HAMeOH , URMeOH et de Mercapto sur la viabilité des
lignées cellulaires MCF7, HeLa et PC-3.

64



CHAPITRE I

Inhibition de viabilité

cellulaire ( %)

MCF7
y=0.2591x + 13.117
R*=0.9926
A
100 200 300

Concntrations (pug/ml)

RESULTATS ET DISCUSSION

Hela
20 y =0.2169x + 21.968
RZ=0.9752
60 A

o~
s

4

N
o

Inhibition de viabilité
cellulaire ( %)
o
o

o

0 100 . 200 300
Concntrations (pg/ml)
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Figure 40. 1C50 de Mercapto sur les MCF7.

Figure 41. 1C50 de Mercapto sur les HeLa.
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Figure 42. 1C50 de Mercapto sur les PC-3.

L’analyse colorimétrique par MTT est basée sur la capacité des enzymes succinate
déshydrogénase mitochondriales des cellules vivantes a réduire le substrat hydrosoluble de
couleur jaune qui est 3-(4,5-dimethyl thiazol-2-yl)-2, 5-diphényle bromure de tetrazolium
(MTT) en produit formazan insoluble coloré en bleu qui est mesuré
spectrophotométriquement [Mantani et al.,2001 ]. Cette méthode a pour but de déterminer le

nombre des cellules viables dans 1’étude de prolifération et de cytotoxicité [Sylvester, 2011].

Les déshydrogénases mitochondriales produites par les cellules vivantes réduisent le
MTT en produit bleu formazan, ce qui refléte la fonction normale des mitochondries et de la
viabilité des cellules [Lau et al., 2004].

L’extrait HAMeOH avec la concentration 200 pg/ml montre une meilleure activité
anticancéreuse et dose dépendant vis-a-vis aux cellules PC-3 avec une activité de 77.89 % et
une 1C50 =112.01 pg /ml (Graphe (Fig.42), suivi par les cellules HelLa ou il présente une
inhibition 64.79% avec la dose 200 pg/ml avec une 1C50=129.23ug /ml (Fig.41) et une
inhibition de 64.24 % sur les cellules MCF7 avec une valeur de 1C50=142.35 pg /ml
(Fig.40).

Il a été trouvé que les lignanamides isolés des tiges de H.niger ont une activité
cytotoxique vis-a-vis aux cellules LNCaP du cancer de la prostate qui sont le Grossamide qui
présente un effet cytotoxique avec une 1C50=33uM, cannabisin G avec une IC50=33uM et
cannabisin D avec une 1C50=81uM [Begum ,2010].

La viabilité cellulaire a été diminuée apres le traitement par URMeOH par rapport au
controle négatif qui présente une viabilité de 100% mais la valeur de ’'IC50 est non déterminé

car le pourcentage d’inhibition n’atteint pas 50 %.
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Le mercapto qui est utilisé comme un standard de référence a montré une meilleure
inhibition sur les cellules PC-3 qui est 71.90% avec une IC50= 30.17 pg /ml (Fig.42) suivi
par les cellules HeLa avec une inhibition 63.90% et une 1C50=40.21 pg /ml (Fig.41) et
derniérement un effet d’inhibition de 49.33 % sur les MCF7 avec une 1C50=46.01pg/ml
(Fig.40).

L’extrait HAMeOH a un effet cytotoxique sur les cellules PC-3 et les cellules Hela
similaire a celui du Mercapto mais avec plus d’effet cytotoxique sur les cellules MCF7 par

rapport au mercapto avec une différence significative (P<0.05).

L’effet cytotoxique de I’extrait HAMeOH est du a sa richesse en polyphénols et en
alcaloides.

Les polyphénols isolés des différentes plantes ont été considérées comme tueurs dans
certain nombre des lignées cellulaires de cancer a différents stades d'évolution du cancer. Les
activités anticancéreuses des flavonoides étaient décrit dans plusieurs études [Mavundza et
al., 2010 ;Rahman et al.,2011].

Actuellement, quelques polyphénols isolés tels que le kaempférol, la quercétine,
I’anthocyane, 1’acide coumarique et l'acide ellagique ont démontré qu'ils inhibent la
croissance des lignées cellulaires cancéreuses humaines provenant du sein (MCF-7), de la
voie orale (KB, CAL 27), du colon (HT-29, HCT-116), et de la prostate (LNCaP, DU-145)
[Zhang et al., 2010].

Les flavonoides sont des scavengers tres efficaces pour la plupart types de molécules
oxydantes, y compris I'oxygéne singulet et divers radicaux libres, qui sont peut-étre impliqués
dans les dommages de I'ADN et la promotion de la tumeur.

L'inhibition des lignées cellulaires de cancer du sein (MCF-7 et MDA-MB-231) par la
quercétine a été rapportée par Gibellini et al., (2010).

Actuellement, des recherches sur le potentiel anticancéreux de la quercétine ont
exposé sa promesse d'étre un agent anticancéreux. Au méme temps, in vitro et in vivo, la
quercétine était capable d'inhiber la viabilité des cellules leucémiques, du cdlon, des cellules
de carcinome de 1'ovaire et en particulier les cellules du cancer du sein et d’autres cellules

cancéreuses humaines.

Il a été trouvé que la quercétine isolée des différentes plantes a une activité
cytotoxique avec la méthode de MTT sur différentes lignées cellulaires. La quercétine inhibe
la croissance de MCF7 du cancer du sein avec IC50 = 5.2 pg/ml [Magdy et al., 2013], HT-29

lignées du cancer de
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colon avec IC50 = 81.2 mM ; HeLa du cancer de col de I’utérus avec IC50 = 546.2 ng/ ml
[Murat et al., 2011]; et HCT116 carcinome du colon humain avec IC50 = 20.1 pg/ ml.
Encore, ils ont suggéré que la quercétine peut induire 1’apoptose des cellules MCF7
par I’activation d’une cascade de caspase par la voie mitochondriale [Chou et al., 2010;
Mozhgan et al., 2011]. Encore, la quercétine peut moduler I’activité du récepteur

d’cestrogene pour inhiber la croissance des cellules MCF7 [Urmila et al., 2011].

Il a été trouvé aussi que la quercétine peut inhiber la viabilité des cellules HeLa par
I’arrét de la phase G2/M et I’apoptose par la voie mitochondrial par un mécanisme dépendant
de la protéine p53 [Vidya et al., 2010].

Dans la présente étude, il est fort possible que notre extrait HAMeOH peut déclencher
I’apoptose via deux voies de signalisation : La voie extrinseque induite par les récepteurs
TNFR situés dans la membrane plasmique. Ce récepteur induit la cascade des caspases ce qui
conduit la cellule a I’apoptose ou par la voie intrinséque dirigée par les membres de la famille
Bcl-2 tels que Bax, qui induit le relargage du cytochrome c et la cascade des caspases ce qui
conduit aussi la cellule a 1’apoptose [Hengartner ,2000 ; Kok et al., 2005 ; Reuter et al.,
2008].

La mitochondrie joue un rdle primordial dans le processus apoptotique [Cory et
Adams, 2002]. La voie de la mort mitochondrial est contr6lée par des membres de la famille
Bcl-2 [Brunelle et Letai, 2009]. La famille Bcl-2 se compose des membres pro-apoptotiques
et anti-apoptotiques [Xiao et al., 2009].Durant I’apoptose, les protéines pro-apoptotiques de la
famille comprenant Bim et Bax peuvent se transférer hors la membrane externe des
mitochondries, favorisant le dégagement des facteurs pro-apoptotiques en induisent

I'apoptose [Burlacu,2007].

D’une autre part, les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 comprenant Bcl-2
et Bcl-XL séquestrent dans les mitochondries et empéchent le dégagement des facteurs pro-

apoptotiques empéchant par la suite I'apoptose [Burlacu, 2007].

Plusieurs études ont indiqué l'activité cytotoxique importante et anticancéreuse des
flavonoides [Kanadaswami et al., 2005 ; Canadanovié¢-Brunet et al.,2008] et leur capacité
de réduire la prolifération des cellules du cancer de sein [Brusselmans et al.,2005] .lls ont
prouvé que P’activité anticancéreuse des flavonoides incluent I'inhibition de la croissance des
cellules, I’inhibition des activités de protéine kinase et I’induction de 1’apoptose [Mosmann ,

1983].
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Les études précédentes suggerent qu’il existe une corrélation entre la structure, la
position, le nombre, et la nature des substituants des composés phénoliques et leurs effets
anticancéreux [Yanez et al., 2004]. Et qu’il existe une interaction directe avec le récepteur
I'hydrocarbure arylique, l'inhibition de 1’oxyde nitrique synthase et leur effet pro-apoptotique
[Kampa et al., 2004].

D’autres travaux ont suggéré que l’effet antiprolifératif est 1ié a leur effet anti-
oestrogénique de quelques flavonoides (isoflavonoides, quercétine). Les flavonoides peuvent
également affecter la signalisation cellulaire et la progression du cycle cellulaire. Par
exemple, les flavonoides du thé inhibent les voies de signalisation médiés par les facteurs de
croissance épidermique et le facteur de croissance dérivé des plaquettes et inhibe
I'angiogenese.

La génistéine et la quercétine inhibent la protéine tyrosine kinase qui est également
impliquée dans la prolifération cellulaire [Lamson et Brignall, 2000 ; Crombet et al.,
2002]. Encore, il a été montré que I'apigénine, la lutéoline et la quercétine ont pu provoquer
l'arrét du cycle cellulaire et I'apoptose par un mécanisme dépendant de p53 [Marchand
,2002].

11.2.2.Activité antimicrobienne

Nous avons évalué I’activité antimicrobienne des extraits méthanoliques des feuilles
des plantes H.albus et U.rupestris par la méthode de diffusion en milieu solide et la

microdilution en milieu liquide.

11.2.2.1.Méthode de diffusion en milieu solide
Les résultats du screening antimicrobien des extraits des deux plantes sont reportés

dans la figure 43.
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Figure 43.Activité antimicrobienne des extraits EMe de H. albus et EMe d’U.rupestris

exprimés en diametres de zones d’inhibition (mm).

Nous avons observé que les différentes souches bactériennes étudiées réagissent
différemment aux antibiotiques testés, méme s’il s’agit de deux souches d’une méme espéce
bactérienne comme : S. aureus ATCC 25923 et S. aureus clinique, ce qui montre le caractere
mutagene de ces souches qui leur permet d’acquérir la résistance aux antibiotiques. Les
Pseudomonas ont montré une multirésistance ce qui confirme les résultats trouvés par Ferjani
et al., (2007).

D’aprés la figure 42, les extraits polaires EMe d’ H.albus et EMe d’U. rupestris ont
montré une activité antimicrobienne avec toutes les souches microbiennes sauf la levure
Candida albicans.

Comme a été rapporté dans la littérature, un extrait a une action bactériostatique si son
diamétre d’inhibition est supérieur a 12 mm [Sagdic, 2003].

Il apparait que le S. aureus Gram + est la bactérie la plus susceptible en comparaison
avec les autres souches Gram- ; ce ci peut étre attribué a la différence de la structure entre les
bactéries Gram + et les bactéries Gram- [Kelmanson et al., 2000].

La paroi cellulaire des bactéries Gram + est constituée par une seule couche alors que
la paroi cellulaire des Gram - a une structure multicouche liée a une membrane cellulaire
externe [Nikaido and Vaara, 1985].
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H.albus est trés riche en alcaloides, d’ou son activité antibactérienne d’ EMe de
H.albus peut étre due a I’action synergique des polyphénols et des alcaloides.

Karou et al. (2005), ont montré aussi que les alcaloides sont connus par leurs
propriétés anti microbiennes et anti-parasitaires.

Il a été révéle que certains constituants chimiques comme les tanins et les flavonoides
servent de moyens de défense vis-a-vis de nombreux micro-organismes, et l'activité
antibactérienne des flavonoides est probablement dle a leur capacité a se complexer avec des
protéines extracellulaires de la paroi cellulaire bactérienne [Doss et al., 2011].

Théoriquement, les flavonoides et les alcaloides pourraient exercer des effets
antibactériens puisqu’ils sont des puissants inhibiteurs in vitro de I’ADN gyrase en inhibant la
multiplication bactérienne. Une étude récente a montré 1’effet bactéricide de certains

flavonoides sur S. aureus [Sato et al., 1995 ; Hatano et al., 2005].

11.2.2.2.Méthode de micro-dilution en milieu liquide

Nous rapportons dans la figure 44 les concentrations minimales inhibitrices (CMI)
dans les extraits les plus actifs constatés lors de I’étude en milieu solide, dont les diameétres
d’inhibition sont > 12 mm.

Les CMI sont inversement proportionnelles aux diameétres des zones d’inhibition,

obtenues avec la méthode des disques en milieu solide.

50+
3 EMede Halbus

40- B8 EMede Urupestris

30+

Concentration (mg.mi)

20+

104

n-
S.auroys S-BUFEUS FColi ECol F-oeruginosa pmobilis
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Figure 44. Activité antimicrobienne in vitro des extraits méthanoliques d’H.
albus et U.rupestris respectivement exprimée en concentration minimale inhibitrice (CMI)
(mg / ml) contre les bactéries testées.
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Ces résultats montrent qu’EMe d’H. albus a un effet sur toutes les souches
bactériennes étudiées suivantes : S. aureus ATCC 25923, S. aureus, E. coli ATCC 25922, E.
coli, P. aeruginosa ATCC 27853, P. mirabilis avec des valeurs de CMI: 8.30 mg /ml, 6.00 m
g /ml, 6.93 mg /ml, 8.32 mg /ml, 7.63 mg /ml ,7.53 mg /ml respectivement avec le méme effet
sans différence significative (P> 0.05).

L’EMe d’U. rupestris a un effet sur toutes les souches bactériennes suivantes S.
aureus ATCC 25923, S. aureus, E. coli ATCC 25922, E. coli, P .aeruginosa ATCC 27853, P.
Mirabilis avec des valeurs de CMI : 5.43 mg /ml, 6.18 mg /ml, 13.22 mg /ml, 11.22 mg /ml,
12.88 mg /ml, 44.82 mg /ml respectivement.

L'EMe des feuilles d’U. rupestris a le méme effet sur les souches S. aureus ATCC
25923 et S. aureus (Gram +) avec des valeurs de CMI de 5.43 mg/ml et 6.18 mg/ml
respectivement sans différence significative (P> 0.05). Tandis que ces derniers restent
significativement inférieurs aux CMI des bactéries: E. coli ATCC 5922, E. coli, P.
aeruginosa ATCC 27853, P. Mirabilis (bactéries a Gram-), ceci revient a la différence dans la
composition de la membrane plasmique.

La démonstration de l'activité antibactérienne contre les bactéries Gram+ et Gram -
peuvent étre le signe de la présence d’un prinipe actif a large spectre et ¢a sera un grand
avantage dans la lutte contre de nombreux agents pathogenes trés fréquents ces derniers
temps [Doughari ,2006].

Alghazeer et al. (2012) ont montré que EMe de H. albus a une valeur plus faible de
CMI (0,156 mg / ml) sur les souches Gram + (Bacillus subtilis et Staphyloccocus aureus),
cette valeur est inferieure a celle trouvée dans notre étude. Ce méme auteur a trouvé que
l'extrait alcaloidique d” H. albus a montre une activité remarquable sur S. aureus, E. coli et
Salmonella typhi avec des valeurs de CMI (0, 156, 0, 313 et 0,313 mg/ml) respectivement. Il
est fort probable que la toxicité de cette plante est principalement liée a la forte teneur en
alcaloides.

11.2.3. Tests d’activité antioxydante

11.2.3.1. Méthode de blanchissement de p- caroténe (BBC)

Dans ce test, la capacité antioxydante des extraits (EEp,EChl et EMe) des
deux plantes est déterminée en mesurant I’inhibition de la dégradation oxydative du
B-caroténe (disparition de sa couleur) par les produits d’oxydation de I’acide
linoléique (C1s :2A%'2) selon la méthode décrite par Kartal et al. (2007).

Dans le systeme [-carotene / acide linoléique, la [-caroténe subit une

décoloration rapide en absence dun antioxydant. Les radicaux libres de 1’acide
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linoléique formés lors de la production d'un atome dhydrogéne a partir de l'un de ses
groupes meéthylene diallyliques, ces radicaux libres attaquent la [p-caroténe
hautement insaturée. En conséquence, la [-carotene est oxydée et décomposée en
partie; ensuite elle perd sa caractéristique de couleur orange, qui est
mesurée par spectrophotométrie a 470 nm [Miladi et Damak, 2008 ; Rufino et al.,
2010].

Dans cet essai, la capacité antioxydante est déterminée en mesurant
I'inhibition des hydroperoxydes diéne conjugué resultant de [l'oxydation des acides
linoléiques. La [-caroténe subit une décoloration rapide en absence d'un anti-
oxydant, cependant la présence d’un anti-oxydant minimise son oxydation. Ce test
mesure le potentiel des composés de la plante pour inhiber la formation
d'hydroperoxyde di¢ne conjugué durant I'oxydation de I’acide linoléique [Kadri et
al., 2011].

Il a été montré que I’antioxydant transfére des atomes d’hydrogéne aux
peroxydes (RiR2CHOO) formés au cours de l’oxydation de 1’acide linoléique et les
convertit en hydroperoxydes (RiR2CHOOH) laissant les molécules de [-caroténe
intactes et donc prévenir 1’oxydation et le blanchissement du [B-caroténe

[Yanishilieva et Marinova ,1995 ; Liu et al., 2010].

Selon Terpinc et al., (2009), les antioxydants font une concurrence avec la
B-caroténe pour les radicaux de peroxyl et les réactions suivantes devaient étre
considérées pour se produire :

ROO + B-carottne —  blanchissement

ROO+AH — A +ROOH

Lai et Lim (2011) ont observé que [I’activité antioxydante par BBC a

augmenté avec I’augmentation de la concentration de 1’extrait.

La cinétigue de BBC en absence et en présence des extraits (EEp, EChl et
EMe) d’H. albus et d’U. rupestris, de I’antioxydant standard (a-Tocophérol) est
représentée dans les figures 45 et 46.
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Figure 45. Cinétique de I’inhibition du blanchissement de la B-caroténe
par les extraits (EEp,EChl et EMe) des feuilles d’H. albus.
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Figure 46. Cinétique de I’inhibition du blanchissement de la B-caroténe
par les extraits (EEp, EChl et EMe) des feuilles d’U. rupestris
Le tableau 10 rapporte les valeurs moyennes de trois mesures d’AAR% + SD calculées
a partir de la formule rapportée dans la partie matériel et méthodes, ces valeurs facilitent la
comparaison de l'activité relative des différents extraits, du controle positif (a-tocophérol) et

du contrble négatif.
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Tableau 10. Activité antiradicalaire des extraits (EEp,EChl et EMe) des feuilles

d’H.albus et U. rupestris et du contrdl positif

Extraits et contrdle AAR %
EEp (H.albus) 33.78 + 1.28***
EChl (H.albus) 43.24 + 0,92***
EMe (H.albus) 76.00 + 0,92%**
EEp (U. rupestris) 63.51 £ 1.28***
EChl (U. rupestris) 24.32 £ 0,92***
EMe (U. rupestris) 72.97 £ 0,92***
a-tocopherol 100 £ 0,00%**
Contréle (-) 00.00£ 1,28

Les valeurs sont la moyenne de trois mesures + SD. Les comparaisons sont faites par rapport au controle
négatif. ***P<0.0001

D’aprés ces résultats, il est clair que tous les extraits testés d’H. albus et d’U. rupestris
inhibent d’une manicre hautement significative (P < 0,0001) I’oxydation couplée de I’acide
linoléigque et du B-caroténe par rapport au contréle négatif qui représente presque 100 % de la
peroxydation.

Pour les extraits des deux plantes, I’inhibition la plus élevée a été fournie par I'EMe
d’H. albus (76.00 %), suivie par ’EMe d’U. rupestris (72.97 %) sans différence significative
entre ces deux extraits (P > 0.05).

L’EEp d’U.rupestris a montré une activité inhibitrice intermédiaire (63.51 %), I’EChl
(43.24 %), et en dernier, c'est I'EChl d’U.rupestris qui représente la valeur inhibitrice la plus
faible (24.32 %).

On peut donc résumer 1’ordre décroissant des extraits testés en terme d’activité anti
oxydante relative comme suit : a- tocophérol > EMe (H.albus) > EMe (U. rupestris) > EEp
(U. rupestris) > EChl (H.albus ) > EEp (H.albus ) > EAchl (U. rupestris).

Malgreé cette inhibition, 1’activité des extraits des feuilles d’H. albus et d’U.rupestris
reste significativement inferieure (P < 0,05), par rapport au contrdle positif (a- tocophérol).

L’activité antioxydante des extraits polaires EMe de H.albus et EMe d’U.rupestris
pourrait s’expliquer par leurs richesses en substances phénoliques. De nombreuses études ont

montré les propriétés anti oxydantes des flavonoides et des tanins [Bruneton, 1999].
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Les extraits polaires sont surtout riches en substances chimiques hydrosolubles, leur
activité antioxydante démontrée par la méthode (BBC), peut étre due surtout a la présence des
composés phénoliques présents dans ces extraits, ce qui est confirmé par la corrélation
linéaire notable et significative observée (R?=0.9999, p<0.05) entre leur teneur en
polyphénols et leur pouvoir antioxydant.

Comme dans le cas de l'activité antimicrobienne, l'activité antioxydante depend de
plusieurs facteurs : la concentration de I'extrait, la méthode d'évaluation, la sensibilité des anti
oxydants a la température du test et a la nature des extraits [Kadri et al., 2011]. L'effet
antioxydant de I'extrait peut également présenter un intérét biologique car il peut empécher
I'oxydation des composants lipidiques dans les membranes cellulaires, par conséquent,

I'extrait végétal peut se révéler bénéfique pour la santé [Baghiani et al., 2010].
11.2.3.2. Méthode de réduction du radical libre DPPH

L’activité antioxydante des différents extraits (EEp,EChl et EMe) des feuilles d’H.
albus et d’U. rupestris vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée spectrophotométriqguement en
suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la
couleur jaune a 515 nm.

L'activité antiradicalaire des différents extraits a été évaluée par leur activité
inhibitrice dans une solution méthanolique de DPPH, mesurée a 515 nm. Le standard utilisé
était le a- tocophérol.

Les IC50 des différents extraits des feuilles d’H. albus et d’U. rupestris ainsi que le

standard sont illustrées dans le tableau 11 ainsi que dans les figures 47 et 48 respectivement

Tableau 11. Activité antiradicalaire des extraits d’H. albus et U. rupestris .

Extracts and standards IC50 (pg /ml)
EEp (H. albus) -
EChI (H. albus) 330.19 £1.149
EMe (H. albus) 75.19 £ 0.211
EEp (U. rupestris) 610 .34 +£0.153
EChl (U. rupestris) 135.97 + 0.584
EMe (U. rupestris) 35.33+£0.136
a-Tocopherol 15.08 £ 0.112
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D'apres les figures 59 et 60, nous avons constaté que les extraits des feuilles d’H.
albus et U. rupestris possédent une activité antiradicalaire dose dépendante, les ICso de
chacun des différents extraits ont été déterminées.

Selon Kadri et al. (2011), une valeur plus faible de I'IC50 (la concentration du
substrat qui cause une inhibition de 50 % de l'activité de DPPH) indique une activité
antioxydante plus élevée.

L’activité¢ antiradicalaire de I’EEp des feuilles d’H. albus n’a pu étre réellement
quantifiée car aux concentrations maximales testées, il ne capte pas plus de 40 % du DPPH.
Les profils d’activité antiradicalaire obtenus révelent que les extraits EChl (H.albus), EMe
(H.albus), EEp (U.rupestris), EChl (U.rupestris) et EMe (U.rupestris) possedent une activité
antiradicalaire dose dépendante.

La comparaison des extraits EMe (U.rupestris), EMe (H.albus ), EEp (U.rupestris),
EChl (U.rupestris) et I’EChl (H.albus) révele que ’EMe (U.rupestris) représente 1’extrait le
plus actif avec une IC50 = 35.33 pg/ml suivi par I’EMe (H.albus) avec une IC50 de I’ordre de
75.19 pg/ml. Tandis que I’EEp (U.rupestris) représente 1’activité antiradicalaire la plus faible
(IC50 =610 pg/ml).

Dans notre étude nous avons utilisé le a-tocophérol comme un antioxydant standard,
ce dernier a montré une activité antiradicalaire intéressante avec une IC50 de 1’ordre de 15.08
pg/ml.

En comparaison avec le a-tocophérol, les extraits testés s’avérent moins actifs : ’'EMe
(U.ruprstris), ’EMe (H.albus), EChI (U.rupestris), EChl (H.albus) et EEp (U.rupestris) sont
respectivement 2.34 ,4.98 ,9.00, 21.29 et 40.47 moins actifs que le a-tocophérol.
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Figure 47. Activité antiradicalaire des extraits (EEp,EChl et EMe) des feuilles de H.albus.
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Figure 48. Activité antiradicalaire des extraits (EEp,EChl et EMe) des feuilles d’U.rupestris.

Alghazeer et al. (2012) ont montré que l'extrait méthanolique des feuilles d’H. albus

donne une IC50 de 60.4 + 1.1 qui est supérieur a celui qu’on a constaté dans notre étude
(IC50 = 35,33 £ 0,136 pg/ml).

Les composés phénoliques semblent étre de bons candidats pour leurs activités anti
oxydantes du fait de la présence de nombreux hydroxyles, pouvant réagir avec les radicaux
libres [Roudsari et al., 2009]. L’activité antiradicalaire des extraits EMe (H.albus) et EMe
(U.rupestris) est probablement liée a leur contenu en polyphénols, en flavonoides et en tanins.

Ils a été suggéré que les molécules polaires présentes dans les extraits végétaux

contribuent a I’augmentation de ’activité antiradicalaire [ Yang et al., 2008].

11-3.Activités pharmacologiques (in vivo)
Il. 3.1.Test de toxicité

I1. 3.1.1.Test de toxicité aigue

La toxicité aigue est la capacité d’une substance toxique de causer des effets via une

seule administration pendant une courte durée [Walum ,1998].

Dans cette étude, lI'administration par voie orale des doses (100, 200, 500,1000, et
2000 mg kg-1p.c) de HAMeOH n’induit aucun signe visible de toxicité ou mort instantanée

chez les rats testés au cours de la période d’observation.
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Encore, l'administration par voie orale d’URMeOH avec cette gamme de doses

(jusqu'a 2000 mg kg-1) n’induit aucun signe visible de toxicité ou mort chez les rats testés au

cours de la période d'observation (Tableau 12).

Tableau 12: Détermination de LD50 de HAMeOH et URMeOH par la méthode arithmique de
Karbar [Turner, 1965].

RESULTATS ET DISCUSSION

Groupes Nombre des Nbre d’animaux difference de dose | Moyenne de Probit (axb)
rats décédés (a) mortalité (b)

Groupe controle (eau 6 o | s
distillée)

HAMeOH 100 mg /Kg 6 0 1000 |
HAMeOH 200 mg/ Kg 6 0 300 | L
HAMeOH 500 mg / Kg 6 0 500 | .l
HAMeOH 1000 mg/ Kg 6 o | s
HAMeOH 2000 mg / /Kg 6 0 1000 | |
URMeOH 100 mg/Kg 6 0 100 |
URMeOH 200 mg/Kg 6 0 100 |
URMeOH 500 mg/Kg 6 0 300 |
URMeOH 1000 mg/Kg 6 0 500 | |
URMeOH 2000 mg/Kg 6 0 1000 | ]

La LD50 est calculée comme suit:

LD50=LD100- (a X b /N) Ou

LD50= la dose qui cause la mortalité de 50 % des animaux.

LD100= la dose qui cause la mortalité de 100 % des animaux (dans ce cas est >2000 mg /Kg

p.c.)

N=nombre d’animaux par groupe.

a X b = différence de dose multiplie par la moyenne de mortalité.
LD50= (>2000) — (X 0/6)

=>2000-0

=> 2000 mg /Kg p.c.

Donc la LD50 est > 2000 mg /Kg p.c. pour les deux extraits HAMeOH et URMeOH.

L’évaluation de la toxicité aigue est la premicre étape dans 1’investigation
toxicologique des substances inconnues. L’index de la toxicité aigue est la LD50. La
classification des substances toxiques par voie orale a été faite selon [OECD, Paris, France]
selon cette classification : tres toxique (<5 mg /kg); toxique (>5<50 mg /kg) ; nocif (>50<500
mg /kg p .c) et non toxique (>500<2000 mg / kg p.c) [Walum ,1998]. La LD50 a été trouvé
superieur @ 2000 mg /Kg p.c pour I’extrait méthanolique des feuilles d’H.albus et U.rupestris

est donc c’est une indication que ces extraits sont relativement non toxiques par la voie orale.
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I1. 3.1.2.Test de toxicité subaigie

La toxicité subaigiic est la capacité d’une substance toxique de causer des effets via

plusieurs administrations pendant une durée de un a trois mois [Walum ,1998].

Dans la toxicité subaigue, les 1 /20 ieme et 1 /10 Iléme de safe dose (2000 mg/Kg p.c)
trouvée dans le test de toxicité aigue ont été choisis comme des doses thérapeutiques (des

doses qui seront testées dans la toxicité subaigiie) qui sont 100 mg /Kg p.c. et 200 mg /Kg p.c.

Les résultats montrent qu'il n'y avait pas de différence significative (P> 0,05) dans les
poids corporels, et le poids d'organes des lots traités avec HAMeOH (100 et 200 mg/Kg p.c.)

apres 28 jours de traitement par rapport aux lots témoins (Tableau 13).

Le bilan biochimique des groupes traités avec HAMeOH et du controle sont présentés
dans le tableau 14. Aucune différence significative n’a été constatée (P > 0,05) dans les
parameétres biochimiques analysées apres 28 jours durant le traitement avec les doses
thérapeutiques (100 et 200 mg /Kg p.c) par rapport au contrdle, sauf une élévation d’une
fagon significative du taux d’urée et de la créatinine (P < 0,001) qui a été révélée chez les
groupes traites avec le HAMeOH (100 et 200 mg / kg p.c).

Il n'y avait pas d'effet sur les niveaux d'indicateurs de foie tels que (ALAT), (ASAT),
(ALP) et la BT. Ces résultats démontrent que [I’extrait de H.albus n'a pas provoqué de
dommages du foie, ce qui a été confirmée par I'observation histologique de cet organe. Mais
I'nistologie rénale a montré la présence d'un granulome macrophagique périvasculaire chez les
groupes traités avec (100 et 200 mg / kg) ce qui est compatible avec le bilan biochimique, ce
qui est traduit par I'élévation du taux d'urée et de la créatinine dans le bilan biochimique.
Nos résultats sont conformes avec notre évaluation histologique (Figure 49 et 50).

Les transaminases ASAT et ALAT sont des biomarqueurs pour prévoir la toxicité des
extraits vis-a-vis au foie et leur élévation indique un mal fonctionnement du foie. Ainsi que

d’urée et de la créatinine sont des bons indicateurs de la toxicité rénale [Nirmal et al., 2013].

Les paramétres hématologiques (HGB, GR, GB, HCT, PLT, VGM, CCMH, les
neutrophiles, les basophiles, les lymphocytes, les €osinophiles et les monocytes) n’ont pas
montré aucune altération significative (P >0.05) chez les groupes traités avec HAMeOH par

rapport au contr6le normal (Tableau 15).
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RESULTATS ET DISCUSSION

Tableau 13 : Effet de HAMeOH et URMeOH sur le poids corporel et le poids des organes
dans la toxicité subaiglie chez les rats.

Controdle (eau distillée) HAMeOH HAMeOH
(100 mg/Kg p.c) (200 mg/Kg p.c)

Poids corporel
Initiale 131.7£1.52 132.3+1.52 1327251
Finale 175.0 +3.00 177.7+2.88 175.7+5.85
Poids
d’organes
Foie 10.63 £ 0.57 10.67 £0.17 11.11+£0.63
Reins 1.20 £ 0.047 1.15+0.055 1.073 £ 0.065
Pancréas 1.040 +0.079 1.14 +0.005 1.06 + 0.065
Coeur 0.82 £ 0.070 0.82 £ 0.026 0.85+0.55

résultats sont la moyenne + s.d. (n=6).La comparaison est faite par rapport au contréle. Pas de différence significative

(P>0.05).

Tableau 14 : Effet de HAMeOH sur les parametres biochimiques dans la toxicité subaigie
chez les rats.

Groupe trait¢ HAMeOH

Parametres Groupe Controle 100 mg/kg p.c 200 mg/kg p.c
Glucose (g/L) 1.21+0.23 1.21+0.11 0.87+0.13
Urée (g/L) 0.36+0.05 0.79 £0.11** 0.83+0.08**
Créatinine (mg/L) 6.73+1.04 21.99 +£0.46** 29.98+2.16**
Cholestérol (g/L) 0.77+0.09 0.7940.10 0.66+ 0.17
Triglycérides (g/L) 0.60+0.18 0.63+0.11 0.60 £ 0.07
ASAT (U/L) 138.7£3 .16 148.0£7.70 137.0+5.71
ALAT(U/L) 37.00+2.16 35.75+1.25 31.25+2.50
ALP (U/L) 261.5+11.09 250.98+20.20 266.5+18.27
BT (mg/L) 0.85+0.08 0.55+0.11 0.69+0.21

Les résultats sont la moyenne + s.d. (n=6).La comparaison est faite par rapport au contréle. *P < 0.05

et **P < 0.001.
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Tableau 15: Effet de HAMeOH sur les parametres hematologiques dans la toxicité subaigle

chez les rats Wistar.

Groupes traités avec HAMeOH

Paramétres Groupe Contréle 100 mg/kg p.c 200 mg/kg p.c
GR (x10° /uL) 8.273+0.57 7.657+0.60 8.33+0.15
HGB (g/dL) 13.03+ 0.45 13.50+0.30 12.97+0.37
HCT (%) 38.20+0.70 39.53+2.76 38.90+1.3
PLT (x10%/uL) 327.3+£26.63 254.00+£4.42 ** 304.3+6.02
CCMH (g/dL) 31.94+2.50 36.11+3.32 29.12+0.21
GB (X10%/uL) 6.153+0.08 5.97040.11 6.230+0.13
VGM (fl) 44.89+1.38 44.59+1.51 47.42+4.00
Neutrophiles (%) 20.54+1.73 20.12+1.20 21.81+0.57
Eosinophiles (%) 1.537+0.57 2.38+0.10 2.56 £0.49
Basophiles (%) 00.00 + 0.00 00 .00 +0.00 00.00+ 0.00
Lymphocytes (%) 77.04+4.43 71.39+7.05 73.16+3.62
Monocytes (%) 1.85+0.07 1.94+0.17 1.72+0.11

Les résultats sont la moyenne * s.d. (n=6).La comparaison est faite par rapport au contréle (n=6). **P < 0.001.
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Figure 49.Histologie du foie des groupes traités avec 1’extrait méthanolique des feuilles d
H.albus’s [A] groupe contréle, [B] groupe traité avec HAMeOH [100 mg/kg p.c] : discréte
(FP : fibrose portal + HS : hémorragie sinusoidale), [C] groupe traité avec HAMeOH [200
mg/kg p.c.]: une discrete fibrose portale. Les sections du foie colorées par hématoxyline et
1’€osine (100X).

GMP GMP
[A] (B] [C]

Figure 50. Histologie des reins des groupes traités avec 1’extrait méthanolique des feuilles de
H.albus [A] groupe contréle, [B] groupe traité avec HAMeOH [100 mg/kg p.c] : GMP :
granulome macrophagique perivasculaire, [C] groupe traité avec HAMeOH [200 mg/kg p.c]:
GMP: granulome macrophagique perivasculaire . Sections des reins colorées par
I’hématoxyline et 1’éosine (100X).
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En ce qui concerne la toxicit¢ subaigu€¢, ’'URMeOH n’a pas montré aucun déces
pendant la période de traitement avec les doses thérapeutiques (pendant 28 jours) ni pour le
groupe contrble ni pour les groupes traités. Les animaux n'ont pas montré de changements
dans le comportement general ou d'autres activités physiologiques.

Les résultats ont montré qu'il n'y avait pas de différence significative (P> 0,05) dans
les poids corporelles et les poids d'organes entre les animaux du groupe controle et les
groupes traités apres 28 jours de traitement (Tableau 16).

Les analyses biochimiques aprés I’administration d’URMeOH (100 et 200 mg/Kg p.c.)
ont montré qu'il n'y avait pas d'augmentation significative (P > 0,05) dans les différents
parametres biochimiques: glucose (g /L), Urée (g /L), la créatinine (mg /L), Cholestérol (g
/L), TG (g/L), ALP (U/L), ASAT (U/L), ALAT(U /L) et BT (mg/L) chez les différents
groupes d'animaux traités avec 1’extrait (100 et 200 mg / kg p.c) par rapport au controle

(Tableau 17).

Comme il n’y a pas d’aucun changement au niveau du taux de glucose et de
cholestérol ceci témoigne qu’URMeOH n’a aucun effet sur le métabolisme des lipides et les

hydrates de carbone chez les rats [Hilaly et al., 2004].

Pour la toxicité du foie, les transaminases, ASAT, et ALAT sont considérés de bons
indicateurs et de bons biomarqueurs de la fonction du foie [Hilaly et al., 2004].

L’estimation hématologique a montré qu’il n’y a aucun changement au niveau des
parameétres hématologiques (P>0.05) (HGB), (GR), (GB), (HCT), (PLT), (VGM), (CCMH),
les neutrophiles, les basophiles, les lymphocytes, les éosinophiles et les monocytes chez tous
les groupes traités par rapport au groupe contréle (Tableau 18).

Le systeme hématopoiétique est treés sensible aux substances toxiques et il tres
important dans la physiologie de 1’étre animal ainsi que de 1’étre humain [Adeneye et
Adokiye, 2008].

Aprés I’étude histopathologique, nous avons constaté qu’il n’y avait pas de
changements histoptahologiques aprés I'administration d'URMeOH avec les doses (100
mg /Kg et 200 mg /Kg p.c.) chez les rats apres une période de 28 jours en comparant avec le
contr6le négatif et ce qui est conforme avec le bilan biochimique et hématologique (Figure 51
et 52).
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RESULTATS ET DISCUSSION

dans la toxicité subaige.

Controéle (eau distillée) URMeOH URMeOH
(100 mg/Kg p.c) (200 mg/Kg p.c)

Poids corporel
Initiale 174.0 3.0 173.7+£1.52 174.3+ 1.52
Finale 241.3+ 251 244.0+ 3.05 241.7+152
Poids des
organes
Foie 11.65+0.01 11.54 +£0.03 11.57 £ 0.07
Reins 1.21+0.01 1.26+ 0.02 1.28 +0.03
Pancreas 1.08 +£0.01 1.11+0.00 1.11+0.03
Coeur 0.92+0.03 0.90 £0.02 0.88 £0.03

Les valeurs sont la moyenne + s.d (n=6). Pas de différence significative (p>0.05) entre le groupe traité avec

URMeOH et le groupe contréle (P>0.05).

Tableau 17: Effet d’"URMeOH sur les paramétres biochimiques des rats dans la toxicité

subaigue.

Groupes traités avec URMeOH

Paramétres groupe contréle 100 mg/kg p.c 200 mg/kg p.c
Glucose (g/L) 0.92 £0.05 1.04+0.11 1.10 £ 0.05
Urée (g/L) 0.44 £ 0.06 0.40+0.08 0.42+£0.05
Créatinine (mg/L) 12.75+0.90 11.70 £ 2.05 11.98 £ 0.54
Cholesteérol (g/L) 0.82 £0.04 0.77 £0.02 0.81+0.03
TG (g/L) 0.63+0.03 0.68 +0.03 0.61+0.02
ASAT (U/L) 131.3+1.56 136.9 + 3.94 139.5 + 4.60
ALAT (U/L) 46.37 £ 2.90 43.15+ 1.65 46.30 + 2.52
ALP (U/L) 149.7+£1.54 153.1+1.42 151.5+2.33
BT (mg/L) 0.81+0.01 0.84 £ 0.05 0.81+0.02

Les valeurs sont la moyenne + SD (n=6). Pas de différence significative (p>0.05) entre les groupes traités avec et

le groupe contrdle (P>0.05).
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Tableau 18: Effet d’URMeOH sur les paramétres hématologiques des rats Wistar dans la toxicité

Groupes traités avec URMeOH

Paramétres Groupe contréle 100 mg/kg p.c 200 mg/kg p.c
GR (x10° /uL) 7.75+£0.01 7.70 +0.02 7.72+0.04
HGB (g/dL) 14.91 £ 0.06 14.92 £ 0.04 15.02£0.11
HCT (%) 44.58 +1.03 42.88 +0.72 44.64 + 0.51
PLT (x10%uL) 794.3 £ 3.03 803.3+5.03 795.0 +4.35
VGM (fL) 56.07 +1.19 55.58 + 2.11 59.57+1.22
CCMH (g/dL) 36.81 +2.17 34.71+0.94 35.33+0.39
GB (X10%/uL) 7.33+£0.11 7.78£0.22 7.62 +0.33
Neutrophiles (%) 25.58 + 1.56 26.77 £ 0.90 24.36 + 0.61
Eosinophiles (%) 1.68 £ 0.02 1.73+0.03 156 +0.11
Basophiles (%) 00.00 + 0.00 00.00 £ 0.00 00.00+ 0.00
Lymphocytes (%) 65.33 £ 1.04 65.17 £ 1.61 65.48 £ 1.54
Monocytes (%) 1.58 £ 0.02 1.62 +0.03 1.63 +0.05

Les valeurs sont la moyenne = S.D; La comparaison est faite par rapport au contrdle négatif. Pas de différence

significative (P>0.05).
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(A] [B]

[C]

Figure 51. Histologie du foie des groups traités avec 1’extrait méthanolique des
feuilles d’Umbilicus rupestris [A] groupe contrdle, [B] groupe traité par 1’ extrait
méthanolique [100 mg/kg p.c] montrant une architecture normale, [C] groupe traité avec
URMeOH [200 mg/kg p.c ] montrant une architecture normale. Les sections du foie colorées
par hématoxyline et I’éosine (100X).

Figure 52. Histologie des reins des groups traités avec 1’extrait méthanolique des feuilles d’
U.rupestris [A] groupe contréle, [B] groupe traité avec URMeOH [100 mg/kg p.c] montrant
une architecture normale, [C] groupe traité avec URMeOH [200 mg/kg p.c] montrant une
architecture normale. Sections des reins colorées par I’hématoxyline et 1’éosine (100X).
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11.3.2.Activité analgésique
11.3.2.1.Activité analgésique centrale

Un analgésique central est un analgésique qui supprime ou atténue la douleur par
action centrale sans provoquer une perte de conscience.

Le traitement des douleurs induites par les stimuli thermiques est connu par les
antalgiques a action centrale [Chau, 1989].

Les résultats de 1’activité antinociceptive de H.albus et U.rupestris sont présentés dans
le tableau 19.

Tableau 19: Effet des extraits HAMeOH et URMeOH sur les stimuli thermique (Hot Plate
Test) induisant la douleur chez les rats.

Temps de latence de réponse nociceptive (sec)
Traitement 15 min 30 min 45 min 60 min
Contrdle (Eau distillée) 0.95+0.31 1.00+0.20 0.92+0.04 1.13+0.41
HAMeOH (100mg/Kg p.c) 1.36 +0.38 2.20 £0.31** 2.82+0.25%** 3.07+0.32**
HAMeOH (200mg/Kg p.c) | 1.71+0.44 2.88 +0.43** 3.99+0.10%** 4.60 +0.17 ***
URMeOH (100mg/Kg p.c) 1.12+0.32 1.41+0.10 1.330.13 1.70+0.01
URMeOH (200mg/Kg p.c) 1.11+0.01 1.18+0.03 1.37+0.47 1.45+0.55
Morphine (10 mg/Kg p.c) 3.53 £ 0.22%** 4.16+0.30*** 5.46+0.20*** 9.60+0.78***

Les résultats sont exprimés en moyenne £S.D (n=6),* (P<0.05), ** (P<0.001), *** (P<0.0001) .La
comparaison est faite par rapport au contréle.

Les résultats montrent que le temps de réaction a la douleur a diminué d’une maniére
hautement significative (P <0.0001) apres 15 min du traitement avec la morphine sulfate par
rapport au contréle. Le traitement avec HAMeOH (100 et 200 mg/Kg) a fait diminué le temps
de réaction de douleur d’une maniére significative (P <0.001) et dose-indépendante aprés 30
min tandis que URMeOH (100 et 200 mg/Kg p.c.) n’a pas diminu¢ le temps de réaction (P
>0.05).

L’augmentation du temps de réaction a la douleur (période de latence) indique le
niveau de I’effet analgésique induit par les extraits ou par le standard.

H.albus est riche en alcaloides, ces derniers sont connus par 1’inhibition de perception
des douleurs [Uche et Aprioku, 2008 ; Amritpal et al., 2008].

Il a été prouvé que les produits isolés des plantes Sinapis arvensis et Withania

somnifera qui appartiennent a la famille des Solanacées sont des antalgiques
narcotiques [Sengupta et al., 1998].
Oto et al., (2013) ont trouvé que I’extrait méthanolique de Hoscyamus reticulatus L. a

montré un effet antinoceptive centrale aprés 30 min de son administration.
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11.3.2.2.Activité analgésique périphérique

Un analgésique périphérique est un analgésique qui supprime ou atténue la douleur par
action périphérique sans provoquer une perte de conscience.
La méthode de 1’acide acétique est la méthode la plus répandue dans 1’évaluation de

I’activité analgésique périphérique [Duraisankar et Ravichandran, 2012].

L'administration orale de HAMeOH (100 et 200 mg /Kg) chez les rats a réduit
significativement (P <0,0001) et d’'une maniére dose-dépendante le nombre de constrictions
abdominales induites par I'acide acétique chez les rats. HAMeOH avec les doses (100 et 200
mg / kg p.c) a montré un effet protecteur de 92,97% et 94,00%, respectivement. HAMeOH
avec la dose de 200 mg / kg p.c. inhibe la douleur d’une maniére significative (p < 0,05) par

rapport & l'acide acétyle salicylique (87,09%) (Fig.53).

Les deux concentrations 100 et 200 mg/Kg p.c. ’URMeOH ont diminu¢ le nombre
des constrictions d’une maniére hautement significative (P< 0.0001) par rapport au contrdle

négatif avec un effet analgésique de 34% et 56 % respectivement.

2 150-
s 3 HAMeOH
(4]
by E3 URMeOH
3 100-
o
=
2
50-
Fkk *k%k ﬁ *%k%k
Fkk *kk —_—
o= |§ L= r=d

Controle Acide acétyl salicylique 100 ma/Kg 200 mg/Kg

Figure 53. Effet de HAMeOH et URMeOH sur la douleur induite par I’acide acétique chez
les rats.

*okk

Chaque barre représente la moyenne + s.d (n=6) ; P < .0001 différence hautement significative comparant
avec le contrble.

L’acide acétique provoque 1’augmentation de prostaglandine E 2 (PGE2),
prostaglandine F2a (PGF2a) et les lipoxygénases dans le fluide péritonéale qui stimulent les
neurones nociceptifs [Deraedt et al., 1980 ; Pal et Pawar ,2011].
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Ces fibres sont sensibles aux anti-inflammatoires non stéroidiens (NSAIDs) et aux
antalgiques narcotiques [Santos et Calixto, 1997 ; Reichert et al., 2001 ; Jamaluddin et al.,
2011].

Nos résultats suggerent que les extraits HAMeOH et URMeOH ont inhibé la voie de la
cyclooxygénase et de la lipooxygénase et par la suite la synthése de la prostaglandine et donc
I’inhibition du mécanisme périphérique de la douleur. Ou bien I’inhibition de la libération de
tumor necrosis factor (TNF), interleukine-1N et I’interleukine-8 par les cellules péritonéales
résidentes [Jamaluddin et al., 2011].

Al-Ashaal et al.,(2013) ont constaté que les alcaloides de type tropanes de la plante
Atropa belladona (Solanacée) ont une activité analgésique périphérique contre 1’acide
acétique.

Begum et al., (2010) ont enregistré que I’extrait méthanolique de Hyoscyamus niger
L.a prolongé le temps de réaction dans le test de plat chaud et réduit la réponse de lechement
de la patte dans le test de torsions abdominales induit par I’acide acétique d’une maniére dose
dépendante ce qui montre la meilleur activité de 1’extrait.

11.3.2.3.Test a la formaline

L'essai formaline est un modele applicable et fiable de nociception. Cette méthode
élucide des activités centrales et périphériques. L'injection sous cutanée de 20 pu L de la
formaline a 5% dans la patte derriére droite du rat a produit une réponse nociceptive
biphasique (phase | appelée la douleur neurogéne et une 2 iéme phase appelée la douleur
inflammatoire).

Comme il a été montré dans la Fig.54, HAMeOH (100 et 200 mg/kg p.c) réduit d’une
maniere hautement significative (P<0.0001) et de mani¢re dose dépendante le temps de
lechement dans les deux phases (phase précoce et retardée). HAMeOH a réduit la nociception
dans la premiere phase avec 32,85% et 45,91% a 100 et 200 mg/kg p.c. respectivement.

URMeOH (100 et 200 mg/kg) et I’indométacine n’ont pas réduit le temps de
léchement durant cette phase (P>0.05).

Pendant la deuxiéeme phase, HAMeOH avec les doses 100 et 200 mg/kg p.c. a réduit le temps
de léchement d’une maniére hautement significative (P <0.0001) avec effet protecteur
maximum de 48,55 % et 58,05 %, respectivement tandis que l'indométacine a un effet de
46,28%. En plus 'URMeOH avec les mémes doses a pu réduire le temps de léchement
durant la phase retardée d’une maniere hautement significative (P <0.0001) avec effet
protecteur maximum de 32,43 % et 44,83 %. L'indométacine a réduit le temps de léechement

d’une maniére hautement significative (P <0.0001) avec un effet analgésique 46,28 %.
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Figure 54.Effet analgésique de HAMeOH, URMeOH et I’indométacine durant les deux
phases : la phase précoce et retardée.

*kk

Chaque barre représente la moyenne + s.d (n=6); = P < .0001 différence hautement significative comparant avec

le controle.

Le test a la formaline provoque la création de deux phases : précoce et retardée .La
phase précoce (phase neurogénique) est caractérisée par I’activation des fibres C et la
libération de la substance P [Shibata et al., 1989] et une phase retardée qui est due a la
libération des médiateurs de D'inflammation tels que la sérotonine, 1’histamine, la
bradykinine, et les prostaglandines initiés par les fibres C [Tjolsen et al., 1992] .

Les composeés a action centrale comme les antalgiques narcotiques inhibent les deux
phases ; la phase précoce ou retardée tandis que les composés a action périphériqgue comme
les stéroides et NSAID inhibent seulement la phase retardée et ¢a est due a I’inhibition de la
libération ou la synthése de PG [Banerjee et al., 2013].

L’extrait HAMeOH a montré un effet analgésique sur les deux phases ce qui confirme
le blocage des nocicepteurs accompagné par ’inhibition de la formation des médiateurs
inflammatoires tandis que 1’extrait URMeOH a inhibé seulement la deuxiéme phase en raison

de I’inhibition de la libération ou la synthése de la prostaglandine.
11.3.3.Activité antipyrétique

L'effet de HAMeOH et URMeOH sur I’hyperpyrexie induite par la levure de biere est
montré dans le tableau 20. L'injection sous-cutanée de la suspension de la levure de biére a

causé 1’¢lévation de la température chez les rats apreés 17h d'administration de la suspension.
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Le traitement avec HAMeOH et URMeOH (100 et 200 mg/Kg p.c) a diminué

significativement (P<0.05) et d’une mani¢re dose dépendante la température rectale. La

réduction de la température rectale élevée induite par la levure a été observée a partir de la

3™ heyre aprés traitement par HAMeOH & partir de la 5™ heure aprés traitement par
URMeOH.

Tableau 20: Effet ’HAMeOH et URMeOH sur la pyrexie induite par la levure de biére.

Traitement

Température rectale (°C) avant et apres le traitement

17h

1h

2h

3h

4h

5h

6h

Controle (eau

distillée)

36.43+0.05

38.56+0.02

38.95+0.08

38.63+0.11

38.43+0.05

38.57+0.15

38.47+0.05

HAMeOH
(100mg/Kg
p.c)

36.33+0.30

38.63+0.15

38.62+0.36

38.13+0.05™

38.07+0.05"

37.90+0.17™

37.50+0.10™

HAMeOH
(200mg/Kg
p-c)

36.43+0.15

38.37+0.03

38.74+0.10

37.90+0.20™"

37.33+0.15™

37.10+0.10™

37.13+0.15™

URMeOH
(100mg/Kg
p.C)

36.56+0.75

38.66+0.9

38.65+0.67

38.71+0.43

38.34+0.11

37.77+0.02***

37.29+0.06*

**

URMeOH
(200mg/Kg
p-c)

36.37+0.56

38.61+0.23

38.37+0.55

38.77+0.67

38.41+0.04

37.62+0.04***

36.21+0.03*

**

Paracetamol
(2mg/Kg p.c)

36.37+0.11

38.38+0.22

38.65+0.02

38.03+0.11™

36.67+0.15™"

36.57+0.05™"

36.10+0.10™

Chaque valeur présente la moyenne +SD. (n=6) , *P< 0.05, **P<0.001, ***P<0.0001, Ces résultats sont comparés par
rapport au control négatif.

La pyrexie ou la fievre est causée soit par une infection, des dommages de tissu, une

inflammation ou par le rejet de greffe. Le tissu infecté ou endommagé provoque la formation

des médiateurs pro-inflammatoires (les cytokines comme les interleukines 1B, o, [ et TNF-

o), qui augmentent la synthese de PGE2 au niveau de I’hypothalamus et déclenche par ce fait

I’¢lévation de la température corporelle

[Math et al.,

2011 ;

Ravichandran,2012] .Ce méme phénomene a été rapporté par Kluger, (1991).

Duraisankar et

Cependant, les pyrogenes exogénes comme les microbes provoquent la pyrexie en

augmentant la température par la stimulation des cytokines pyrogéniques. Les bactéries

Gram-avec une membrane de polysaccharides peuvent agir sur I’hypothalamus de la méme

fagon qu’IL-1b [Shah et Seth, 2010].

Les agents antipyrétiques inhibent la fievre par I’inhibition de la synthese de PGE2 au

sein du cerveau par I’inhibition de I’expression de COX 2 ou par I'inhibition de IL- 1 a

[Kurokawa et al., 1998]. En général les NAIDS produisent leur action antipyrétique par

I'inhibition de la synthése de PG au sein de I'nypothalamus [Weissmann et al. ,1980].
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Par conséquent, il s'avere que I'action antipyrétique de HAMeOH et URMeOH peut
étre liée a l'inhibition de la synthése de PG dans I'nypothalamus. La régulation de la
température corporelle exige un équilibre sensible entre la production et la perte de la chaleur
et I'hypothalamus regle le point de réglage pour rendre la température & sa valeur normale
[Ushikubi et al., 1998].

L’effet antipyrétique des extraits HAMeOH et URMeOH est due probablement a la
présence des alcaloides et les flavonoides. Ces derniers sont connus avec leur effet
antipyrétique par la suppression de TNF-a ainsi que les alcaloides par leur effet antipyrétique
[Adesokan et al., 2008].

Delporte et al., (1998) ont constat¢é que [D’extrait methanolique , 1’extrait
etherpetrolique et D’extrait dichlorométhanolique de la plante Solanum ligustrinum
(Solanaseae) a un effet antipyrétique contre I’infection induite par [’injection d’une

suspension de E.Coli .

Begum et al., (2010) a démontré aussi que 1’extrait des tiges de la plante Hyoscyamus

niger a un effet antipyrétique contre la fievre induite par la levure de biere.
11.3.4.Activité anti inflammatoire
11.3.4.1.L’cedéme induit par la carragenane

La carragenane est un polysaccharide sulfaté obtenue a partir des algues, c’est un
agent largement utilisé pour induire I’inflammation et augmenter la perméabilité vasculaire
[Manjamalai et al., 2011].

Comme il est montré sur la figure 55, l'injection sous cutanée de carragénane peut
produire un cedéme inflammatoire qui augmente rapidement, atteignant son maximum 30min
apres I’injection.

HAMeOH (100 et 200 mg/kg p.c.) ont présenté une activité anti-inflammatoire

significative (P<0.001) avec un effet de 54.48 et 62.75 % respectivement & la 6™ heure.

URMeOH (100 et 200 mg/kg p.c.) induit significativement (P <0.001) un effet anti-
inflammatoire qui augmente progressivement et atteint le maximum (54,64 % et 74,07 %)

respectivement.

L'indométacine (10 mg/kg p.c.) a montre un effet anti-inflammatoire de 67,04% aux

6 ieme heures (Fig.55).
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Figure 55. Effet anti-inflamatoire ’"URMeOH et HAMeOH sur 1’cedéme de la patte du rat induite par
P < 0.0001.

Fkk

la carragenane. Chaque point représente la moyenne + s.d (n=6); "P < 0.05; “"P <0.001,

La comparaison est faite par rapport au controle.

L'inflammation induite par la carragenane est utile pour détecter les agents anti-
inflammatoires orales actifs et ¢’est une méthode fréquemment employée pour évaluer I'effet
anti-cedémateux des produits naturels [Jaijoy et al., 2010] .

L’cedéme est produit a cause d’un dégagement des médiateurs pharmacologiques tels
que : I'histamine, 5-hydroxytryptamine (5-HT), les kinines, PGs et les cytokines pro-
inflammatoires.

Selon Tjolsen et al. , (1992), la carragénane provoque un effet biphasique, la phase
précoce résulte de la sécrétion de I'nistamine, la sérotonine et les leukotriénes et la phase

retardée est due a la libération du bradikynine et la PG apres la mobilisaton des leucocytes.

La carragenane induisant I’inflammation conduit a l'infiltration des neutrophiles et la
production des radicaux libres dérivés des neutrophiles, tels que le peroxyde d'hydrogéne, le

superoxide et les radicaux de I'OH [Dawson et al., 1991].

Les deux extraits HAMeOH et URMeOH ont exercé leur effet anti-inflammatoire durant
les deux premiéres heures (la phase précoce), probablement par I’inhibition de la synthese de
I’histamine et de  sérotonine, et un effet aprés la troisitme  heure

qui peut étre du a I’inhibition de COX et la synthése de PG [Hirasawa et al., 1991].
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11.3.4.2.1.cedéme de la patte induit par I’Histamine et la Sérotonine

L’histamine et la sérotonine sont des substances effectives qui augmentent la

perméabilité vasculaire.

La figure 56 montre les effets ’"URMeOH et HAMeOH sur 1'eedéme de la patte induit
par l'histamine et la sérotonine. L’URMOH (200 mg/kg p.c.) a montré une activité anti-
inflammatoire significative avec un effet maximal de 59,47 % sur l'cedéme induit par

I’histamine et de 51,80 % sur celui provoqué par la sérotonine.

L’HAMeOH (200 mg /Kg p.c.) a présenté un effet anti-inflammatoire significatif avec
un effet de 54.90% sur l'edéme induit par ’histamine et de 45.81% sur l'cedéme induit par

la sérotonine.
L’indométacine a empéché de maniére significative (P < 0,05) l'inflammation induite

par I'histamine et la sérotonine avec 68,91 et 71,12 % respectivement.

[a] (b]

HAMeOH
3 URMeOH

E3A HAMeOH
3 URMeOH

oedeme (mm)
oedeme (mm)

Controle  Indo 100 mg/Kg 200 mg/Kg Control Ind 100 mg/Kg 200 mg/Kg

Figure 56. Effet ’URMeOH et HAMeOH sur I’cedéme de la patte induit par I’histamine (a) et
sérotonine (b). Chaque barre représente la moyenne + SD de 6 animaux ; ~~ P <0.0001 : différence
significative par rapport au contréle.

Selon Sowemimoa et al. , (2013), les extraits qui peuvent inhiber I’inflammation induite

par les médiateurs ont la capacité d’inhiber la synthése de d’histamine et la sérotonine.

Dimo et al., (2006) ont trouvé que la plante Kalanchoe crenata (Crassulacée) a un

effet antiiflammatoire contre 1’inflammation induite par I’histamine (47.51%), et la

sérotonine (54.71%).
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11.3.4.3.L’cedéme de la patte induite par la solution formaline

La formaldéhyde induisant 1’arthrite est 'une des méthodes importantes pour évaluer

I’effet anti-arthrite des extraits de plantes [Kore et al., 2011].

HAMeOH (200 mg/kg p.c) a fait réduire d’une maniére significative la formation de
l'eedéme de la patte avec 19.20% et 39.03% dans la 2'™ et 4™ heure respectivement.

URMeOH (200 mg/kg p.c) a réduit d’'une maniere significative la formation de
I'cedéme de la patte avec 25,19 % et 36,33 % dans la 2'®™ et 4*™  heure respectivement.

Encore I’indométacine a empéché de maniére significative l'inflammation aigué

induite par la formaline avec un effet de 39,42 % lors de la 4iéme heure (Figure 57-a).

25 - b
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€ & Indométacine 10 mKg o & - Controle
E £ ~®-  Indomethacin 10 mg/ml
- =k~ URMeOH100 mg/Kg p.c o
) 2 15 44 ——  HAMeOH 100 mg/Kg
g -¥- URMeOH 200 mg/Kg p.c ° -¥-  HAMeOH 200 mg/Kg
3 - HAMeOH 100 mg/Kg [ ——  URMeOH100 mgKg
o “© HANEOH200 mg/Kg 1.0 —©- URMeOH200 mg/Kg
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Figure 57. Effet ’URMeOH sur I’inflammation aigue (a) et chronique (b) sur la patte du rat induite
par la solution formaline. Chaque point représente la moyenne + SD, (n=6); "P < 0.05, “P < 0.001;
“P <0.0001 différence significative par rapport au contrdle négatif.

HAMeOH (100 et 200 mg/kg p.c.) a diminué¢ d’une maniere significative l'arthrite
induite par le formaldéhyde avec un effet de 16.03 % et 20.75 %, respectivement lors du 3'me
jour. Et il a empéché l'inflammation chronique avec 14.70 et 24.70%, respectivement le
10"Me jour.

URMeOH (100 et 200 mg/kg p.c.) a empéché de maniére significative l'arthrite
induite par le formaldéhyde avec 29.24 % et 32.07 %, respectivement dans le 3™ jour. Et il
a empéché l'inflammation chronique avec 22.35 % et 25.29 %, respectivement le 10™ jour
(Figure 57-b).

Encore I’indométacine a empéché de maniere significative l'inflammation aigué
induite par la formaline avec un effet de 36.79 % et 31.17 % le 3*™ jour et le 10 jour
respectivement (Figure 57-b).
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L'inflammation aigué induite par la formaline résulte des dommages de cellules, ce qui
provoque la production des mediateurs endogenes, tels que I'histamine, la sérotonine, les

prostaglandines, et du bradykinine [Tjolsen et al., 1992 ; Chen et al., 1995].

Les extraits HAMeOH et URMeOH peuvent contenir des substances
antiprolifératives et antiarthritiques contre la formaline-induisant I'eedéme qui est un dispositif
typique d'une réaction inflammatoire aigue et chronique et ce qui renforce les résultats de
Banerjee et al. , (2000).

Moradi et al., (2013) ont rapport¢ [D’activité antinflammatoire de 1’extrait
méthanolique des tiges de Hyoscyamus niger contre I’inflammation induite par le test
formalin. Tandis que, Gupta et al., (2010) ont montré que les extraits des feuilles de la plante

Bryophyllum pinnatun (Crassulacée) ont un effet anti-arthrite causé par la solution formaline.

11.3.4.4.Péritonite induite par la carragenane chez les rats

La péritonite aigué induite par la carragénane est un modéle bien connu et couramment
utilisé dans I'étude des processus inflammatoires aigués menant a I'évaluation de migration
des leucocytes en comptant le nombre total de leucocytes et de neutrophiles qui atteignent la

cavité péritonéale pendant le processus d'inflammation aigué [Scognamillo-Szbo et al.,2004].

L’extrait HAMeOH a empéché la migration des leucocytes vers le péritoine avec des
pourcentages (21.67 et 35.17 %) pour les doses (100 et 200 mg/kg p.c.) respectivement et
spécialement les neutrophiles qui interviennent dans le cas d’inflammation avec une inhibition
49.29 et 48.23 % pour les deux concentrations 100 et 200 mg/Kg p.c. tandis que 1’extrait
URMeOH a empéché également la migration des leucocytes (41,63 et 61,60 %) et celle des
neutrophiles (23.59 et 42.60%) pour les mémes doses respectivement. Cependant I'inhibition
des leucocytes produite par l'indométacine (10 mg/kg p.c.) est 47% et celle des neutrophiles
est 30.28% (tableau 21).
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Tableau 21: Effet ’URMeOH et HAMeOH sur la migration des leucocytes et des
neutrophiles dans le fluide péritonéale dans la péritonite induite par la Carragenane chez les

rats.
Traitement Nbre des | Inhibition  des | Neutrophiles Inhibition des
leucocytes  (10° | leucocytes (%0) Neutrophiles (%)
mi) (10°mli?)
Contréle (eau distillée) 5.26 +0.64 - 2.84+0.05 -
HAMeOH (100 mg/kg p.c) 4,12+0 .08** 21.67 1,40£0.11%** 49.29
HAMeOH (200 mg/kg p.c) 3,41+0.09*** 35.17 1,37+0.16*** 48.23
URMeOH (100 mg/kg p.c) 3.07+0.08*** 41.63 0.67+0.02*** 23.59
URMeOH (200 mg/kg p.c) 2.02+0.09*** 61.59 1.21+0.03*** 42.60
Indométacine(10mg/kg p.c) 2.78+0.09*** 47.14 0.86+0.04*** 30.28

Valeurs calculés en moyenne + S.D. (n=6). Les résultats sont comparés par rapport au contréle

, ** P<0.001, *** P<0.0001.

Le mécanisme d'action par lequel la carragénane induit des processus inflammatoires
est une synergie entre plusieurs médiateurs inflammatoires, tels que la bradykinine,
sérotonine, histamine, les prostaglandines, les leucotrienes B4 et dautres agents

chimiotactiques [Foster et al., 1986].

D’apres nos résultats, il est possible que nos extraits ont inhibé la libération de
certains médiateurs de 1’inflammation de la cavité péritonéale et méme la migration des

leucocytes vers le site d’inflammation.

Selon Wagner et Roth, (2000), les leucocytes migrent a I’endroit de 1'inflammation en
réponse aux stimulis chimiotactiques et jouent un réle important dans la pathogénie des

désordres inflammatoires aigus et chroniques.

Pendant la phagocytose, les leucocytes activés liberent des radicaux superoxides et
d’autres contenus cytoplasmiques dans I’endroit de l'inflammation; ceci peut causer des

dommages au tissu [Weissmann et al. , 1980].

Alves and al. (2009) ont rapporté que la réduction des neutrophiles durant la péritonite

peut étre due a la production des cytokines pro-inflammatoires tel que: TNF and IL - 1 . Nos
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extraits peuvent étre a 1’origine d’une réduction de la migration des neutrophiles dans la

cavité péritonéale par ses effets sur ces cytokines.

11.3.4.5.Effet de la stabilisation de la membrane

La membrane cellulaire constitue généralement une premiére ligne de protection de la
cellule. Ce principe souligne les divers intéréts et méthodes pour évaluer les caractéristiques
intrinseques de la membrane: sa stabilité, la fluidité, déformabilité et d'autres propriétées
viscoélastiques. La fragilitt osmotique des GR par exemple dépend des changements
structuraux spécifiques que leur membrane subit lorsque la cellule est soumise a un stress
osmotique.

L'effet de HAMeOH et URMeOH sur la stabilité de la membrane des érythrocytes des
érythrocytes humains in vitro est montrée dans le tableau 22.

HAMeOH (100 et 200 mg/Kg) ont un effet sur la stabilitt des membranes des
érythrocytes en inhibant ’hémolyse induite par 1’hypotonicité avec un effet de 43.45 et 47.33
% pour les doses 200 et 400 pg / ml respectivement et inhibe 1’hémolyse induite par la
chaleur par un effet 37.78 et 39.23% pour les deux doses 200 et 400 pg / ml respectivement.

URMeOH (100 et 200 mg/Kg) a montré un effet de stabilisation contre 1’hémolyse
provoquée par I’hypotonicité avec un pourcentage 34.12 et 40.00 % pour les doses 200 et 400
pg / ml respectivement et un effet sur I’hémolyse induite par la chaleur avec un effet de 22.05
et 29.13% pour les deux doses 200 et 400 pg / ml respectivement. Sachant que
I’indométhacine utilis¢ comme standard de référence a inhibé 1I’hémolyse induite par
I’hypotonicité et celle provoquée par la chaleur avec des pourcentages de 53.28 et 51.66 %

respectivement.

Tableau 22: Effet de HAMOH et URMeOH sur la stabilisation de la membrane des érythrocytes.

Composés testés Pourcentage d’inhibition de la membrane (%)
Chaleur Hypotonicité
HAMeOH 200 pg/mL 37.78 43.45
HAMeOH 400 pg/mL 39.23 47.33
URMeOH 200 pg/mL 22.05 34.12
URMeOH 400 pg/mL 29.13 40.00
Indo 100 pg/mL 51.66 53.28
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Au cours de I'inflammation, il ya la lyse des lysosomes qui libérent les enzymes qui

provoquent un désordre.

Les AINS exercent leurs effets bénéfiques en inhibant la libération des enzymes

lysosomales en stabilisant les membranes lysosomales [Mounnissamy et al., 2008].

L'exposition des GR a de substances nocives telles que le salicylate de méthyle ou la
phénylhydrazine ou leur exposition a I’hypotonie, la chaleur, a comme résultats la lyse des
membranes, accompagné de I'némolyse et l'oxydation de I'némoglobine [Feirrali et al.,
1992].

La membrane érythrocytaire est analogue a la membrane lysosomale et selon Chou,
(1997), la stabilisation de la membrane érythrocytaire par l'extrait implique qu’il a la

capacite de stabiliser la membrane lysosomale.

Les composés avec la propriété stabilisante de membranes sont bien connus avec leur
capacité¢ d’interférer dans la réponse inflammatoire précoce, surtout l'empéchement du
dégagement des phospholipases qui déclenchent la formation des médiateurs inflammatoires
[Aitadafoun et al., 1996].

Anosike et al.,, (2012) ont trouvé que ’extrait de la plante Solanum aethiopicum
(Solanacée) a un effet sur la stabilisation de la membrane érythrocytaire en inhibant
I’hémolyse induite par la chaleur avec des pourcentages 46.53% et 61.88 % pour les
concentrations 400 et 600 pg/ml respectivement et I’hémolyse induite par I’hypotonicité avec

des effets 40.8 % pour la concentration 400 pg/ml.
11.3.5.Activité antidiabétique
11.3.5.1. Tolérance au glucose

Le diabete est un trouble métabolique chronique de glucides, de protéines et de matiéres
grasses en raison de la carence absolue ou relative de la sécrétion d'insuline avec ou sans
résistance a l'insuline. Il est caractérisé par I'hyperglycémie chronique qui pourrait conduire a
la morbidité et la mortalité [Mohammed et al., 2007 ;Oyedemi et al., 2011].

Le taux de glucose chez les rats diabétiques et les autres groupes apres I’administration

de glucose est présenté dans la figure 58.
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Figure 58. Tolérance au glucose pour le groupe contr6le et les autres groupes. Valeurs exprimées

en moyenne +S.D. (n=6). Les résultats sont comparés par rapport au contrdle *P< 0.05, ** P<0.001,
**% P<0.0001.

Le taux de glucose chez le groupe contrble (groupe diabétique) a atteint un taux
maximal 3.02 g/l apres 30 min de surcharge de glucose et cette valeur est significativement

supérieur par rapport au groupe témoin (P<0.0001).

Il est bien clair que nos extraits ont diminué le taux de glucose d’une maniére
significative (P<0.05) aprés a 30 ,90 et 120 min de surcharge de glucose par rapport au
contrdle diabétique, ce qui veut dire que les extraits HAMeOH et URMeOH ont amélioré le
taux de la glycémie post- prandiale et ils I’ont rendu a sa valeur normale.

Islam et al., (2009) ont suggéré que I’amélioration de la glycémie post prandiale est
due a I'utilisation de glucose par les tissus périphériques d’ou I’augmentation de la tolérance

au glucose.

La digestion des carbohydrates et I'absorption du glucose sont le meilleur contréle de
la glycémie aprés les repas riches en glucides. Les enzymes a-amylase et a-glucosidase sont
les enzymes clés responsables de la digestion des glucides alimentaires en glucose. Le glucose
libéré est absorbé par les entérocytes intestinaux via des transporteurs spécifiques. Donc,
I'inhibition des enzymes digestives ou les transporteurs de glucose par les polyphénols
permettrait de réduire le taux de libération de glucose et son absorption au niveau de I'intestin
gréle et par conséquent I’inhibition de I'hyperglycémie postprandiale [Hanhineva et al.,
2010].

Ils ont montré que les composés phénoliques sont également capables de réguler la
glycémie post-prandiale et favorise la tolérance au glucose par une facilité de réponse a
l'insuline et I’atténuation de sécrétion de peptide insulinotrope dépendant du glucose (GIP) et

le glucagon-like peptide-1 (GLP-1) [Hanhineva et al., 2010].
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11.3.5.2.Le diabéte induit par la streptozotocine (STZ)

Aprés 72h d’injection de STZ, 9 animaux ont été trouvés morts et nous avons
sélectionné juste les animaux qui ont une glycémie a jeune >190 mg/L [Azmi et Shamim,
2012] parce qu’il y a des rats qui n’ont pas déclenché de diabéte.

Le poids corporel du contrdle diabétique a montré une chute de poids corporel d’une
facon proportionnelle avec le temps par contre le groupe témoin, les groupes traités avec les
extraits HAMeOH, URMeOH, la metformine et I’insuline ont montré une augmentation dans
le poids corporel d’une maniére significative (P<0.05) débutant de 10ieme jour de traitement

jusqu’au la fin du mois (Fig.59).
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Figure 59. Changement du poids corporel des différents groupes durant 30 jours. Valeurs sont la

moyenne + S.D. (n=6). Les résultats sont comparés par rapport au contréle *P< 0.05, ** P<0.001,
*** P<0.0001.

Plusieurs études sur le diabéte induit par STZ ont prouvé que ce dernier
provoque la perte du poids corporel, qui est d0 a l'augmentation de la fonte musculaire
[Swanston- Flatt et al., 1990] par I’utilisation des protéines tissulaires [Chatterjea et
Shinde, 1976].

L’augmentation du poids corporel chez les rats diabétiques traités par les extraits par
rapport aux rats diabétiques non traités peut étre du a son effet protecteur et la lutte contre la
fonte musculaire, c’est a-dire l'inversion de la gluconéogenése et la glycogénolyse

[Leelavinothan et Saravanan, 2006].
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Nos extraits ont fait diminuer d’une mani¢re hautement significative (P<0.0001) le
taux de glucose et le taux de HbA1C par rapport au contrdle diabétique mais sans rendre les
valeurs a la normale.

La capaciteé des extraits HAMeOH et URMeOH de diminuer le taux du glucose a un
niveau normal est un effet essentiel pour le foie de revenir a son homeostasie normale pendant
le diabéte. La metformine et ’insuline qui sont utilisés comme des standards de référence
encore ont diminué d’une maniére hautement significative (P<0.0001) le taux de glucose et le
taux de HbA1C par rapport au contrdle diabétique (Tableau 23). Et il n’ ya aucune différence
significative (P>0.05) entre I’effet des extraits et ’effet de 1’insuline et la metformine sur le

taux de glucose et le taux de HbA1C.

Tableau 23 :Taux de glucose, insuline, hémoglobine et hémoglobine glyquée (HbA1C) et la
présence du glucose et les corps cétoniques dans les urines.

Groupes Glucose (g/1) Insuline (uU/ml) Hb (g/dl) HbA1C (%) Glucose CcC
des urines
Référence (eau distillée) 0.89+0.08**** 19,93 £ 1,99*** 12,80 + 0,89*** 4,66 = 0,72*** abs abs
Controle diabétique 3,46 + 0,31 2,13+0,17 8,64 +0,45 1152 +1,61 +++ +++
HAMeOH 100 mg/Kg p.c 3,20 + 0,04*** 3,16 £ 2,67*** 11,87 £ 0,06*** 9,04 £ 0,21*** ++ ++
HAMeOH 200 mg/Kg p.c) 2,10 £ 0,02*** 3,51 £ 2,10%** 12,57 £ 0,39*** 7,73 £ 0,15%** ++ +
URMeOH (100 mg/Kg p.c) 2,39 £ 0,02%** 4,81 £1,32%** 14,28 £ 0,56*** 8,43 £ 0,47*** + +
URMeOH (200 mg/Kg p.c) 2,11£0,08%** [509 + 3 26%** 13,38 % 0,36*** 8,49 + 0,52%** + +
Metformine (500mg/Kg) 1.60+ 0,05*** 4,35 £ 0,32*** 12,88 + 0,20%** 7,13 £ 0,20*** + +
Insuline (100U1/ml) 0,95 £0,05*** | 20,35 + 0,32*** 12,88 + 0,20%** 5,13 + 0,20*** abs abs

Les valeurs exprimées en moyenne +S.D. (n=6). Les résultats sont comparés par rapport au contréle *P< 0.05,
** P<0.001, *** P<0.0001. +++ (300mg/dl), ++ (100 mg/dl), + (50 mg/dI).

La STZ est un analogue de la nitroso-urée, dans lequel le groupement N-méthyl- N-
nitroso-urée (MNU) est relie a I'atome de carbone-2 d'un hexose. La STZ est connu par sa
toxicité sélective sur les cellules 3- pancréatique car il est sélectivement accumulé dans les
cellules 3- du pancréas en induisant la faible affinité au glucose pour le transporteur de type
GLUT2 [Tjalve, 1983
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, Karunanayake et al., 1990]. Mais les cellules productrices d'insuline qui n'expriment pas ce
transporteur de glucose sont résistantes a la STZ [Ledoux et Wilson, 1984 ; Schnedl et al.,
1994 ;Elsner et al., 2002].

Il a été rapporté que la STZ est fixée par les cellules-p par l'intermédiaire du
transporteur de glucose GLUT-2 et elle cause I'alkylation et la méthylation de I'ADN et il agit
comme l'oxyde nitrique [Delancy et al., 1995 ; Vishnu et al., 2009 ; Lal et al.,2012]. Les
cellules B sont en particulier sensibles aux dommages causes par lI'oxyde nitrique et les
radicaux libres en raison de leurs niveaux bas en enzymes du balayage des radicaux libres
[Ishrat et al., 2006]. Ainsi il provoque la réduction d’adénosine triphosphate et de NAD" de
la cellule [Heller et al ., 1994].

En général, la toxicité de la STZ dépend de son activité d'alkylation d’ADN via sa
fraction méthyl-nitrosourée, en particulier la position O6 de la guanine [Ledoux et al., 1986 ;
Wilson et al.,1988; Murata et al.,1999]. Le transfert du groupe méthyle de STZ a la
molécule d'ADN provoque des dommages [Pieper et al., 1999] parmi les, la fragmentation de
I'ADN [Yamamoto et al.,1981] encore, la glycosylation des protéines [Konrad et Kudlow,
2000] bien que la STZ méthyle également des protéines [Wilson et al., 1988].

La méthylation de I'ADN est finalement responsable de la mort des cellules-B, mais il
est probable que la méthylation des protéines contribue a des défauts de fonctionnement des

cellules B aprés leur exposition a la STZ [Lenzen, 2008].

Les mécanismes par les quel le stress oxydant est impliqué dans les complications
diabétiques sont partiellement connu, y compris l'activation des facteurs de transcription, les
produits terminaux avancés de glycation (AGEs) et I’activation de la protéine kinase C

[Bunn et al., 1978; Kumar et al., 2006].

Le diabéte induit par la STZ a induit ’anémie chez les rats diabétiques mais le
traitement par les extraits HAMeOH et URMeOH avec les deux concentrations fait augmenter
le taux d’hémoglobine d’une maniére hautement significative (P<0.0001) (Tableau 23) ceci

peut étre expliqué que I’extrait a la capacité de détacher le glucose de I’hémoglobine.

Les valeurs de HbAlc ont augmenté d’une fagon proportionelle avec I'augmentation
du taux de la glycémie a jeune. Donc, la mesure de I'HbALc est un indice tres sensible pour le

contréle glycémique [Pari et Saravanan, 2002] (Tableau 23).
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L'augmentation observee du niveau de HbAL1C chez le groupe diabétique (contréle)
est due a la présence des quantités excessives de glucose dans le sang et I’excés de glucose
combinant avec I’hémoglobine et les niveaux bas d’hémoglobine totale observés dans les rats
diabétiques pourraient étre due a la formation accrue de I’'HbAlc [Alyassin et Ibrahim
1981 ; Sheela et Augusti ,1992].

De plus, I'activité anti-hyperglycémique des deux extraits HAMeOH et URMeOH ont
¢té associées a une augmentation du niveau d'insuline dans le plasma d’une manicre
significative (P<0.0001) par rapport au contréle diabétique qui montre un taux bas d’insuline,
nous avons suggéré que les extraits ont une activité insulinogénique par la stimulation de la
sécrétion d'insuline & partir du reste des cellules-p [Chattopadhyay, 1999 ; Pari et Latha ,
2002].

Le mécanisme possible par lequel les deux extraits apportent leur action anti-
hyperglycémique peut étre par l'induction de la sécrétion d'insuline pancréatique a partir de
cellules-B d'ilots de Langerhans ou grage au transport accru du glucose sanguin vers les tissus

périphériques [Pari et Latha, 2002].

Apres lI'administration de la STZ a une dose unique de (55 mg / kg), le taux de sucre
dans l'urine était chez le contréle diabétique est de grade +++ (300mg/dl) et celui des corps
cétoniques (+++).L’extrait HAMeOH (100 mg/Kg) a pu réduire le niveau de sucre dans
I'urine & un grade ++ (100 mg/dl ) et des corps cétoniques (++) , tandis que I’'URMeOH (100
et 200 mg/Kg) ont rendu le glucose (+) et des corps cétoniques (+), Aussi, le traitement avec
la metformine a rendu le niveau de glucose dans les urines a + (50 mg/dl) et de corps
cétonique (+) cependant le groupe traité avec I’insuline n’a pas montré ni la présence de

glucose ni des corps cétoniques dans les urines. Les résultats sont résumés dans le Tableau 23.

L’acidocétose diabétique survient comme une conséquence de la carence relative ou
absolue en insuline, généralement accompagnée d'une augmentation des hormones de contre-

régulation telles que le glucagon, le cortisol et 1I’épinéphrine [Savage et al., 2011].

La lipolyse accrue augmente le taux des acides gras libres dans le sérum avec
production de grandes quantités de corps cétoniques (acétone, l'acétoacétate et le 3-béta-

hydroxybutyrate)etrésulte une acidose métabolique [Savage et al., 2011].

Le diabéte a induit 1’élévation du taux d’urée et de la créatinine d’une maniére

significative (P<0.0001) par rapport au groupe témoin. Le traitement par les extraits
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HAMeOH, URMeOH , la metformine et I’insuline ont réduit d’une maniére hautement

significative (P < 0.0001) les taux d’urine et la créatinine jusqu’aux valeurs normales.

Les concentrations des lipides, tels que le cholestérol et le TG sont corrélées et sont
significativement élevées (P<0.01) chez les rats diabétiques par rapport au groupe témoin
(Tableau 24), ceci est du probablement a I’insuffisance de 1’insuline, qui est responsable de
I'accumulation des lipides et la diminution de la sécrétion d'insuline ce qui provoque
I’augmentation du métabolisme des lipides au niveau des tissus adipeux [Rajalingam et al.,
1993 ; Pattabiraman et Muthukumaran,2011].

Les deux concentrations 100 et 200 mg/Kg de I’extrait HAMeOH ont réduit le taux de
cholestérol avec un pourcentage de 23,35 et 34,37 % et celui de TG avec 42,63 et 27,41 %
respectivement.

Aussi, I’extrait URMeOH (100 et 200 mg/Kg) ont pu réduire le taux de cholestérol
avec un pourcentage de 42,3 et 50,67 % et celui de TG avec 36,02 et 34,40 % sachant que la

metformine et I’insuline ont fait diminuer le taux de cholestérol avec 44,93 et 45,81 %

respectivement et le taux de triglycéride avec 51,07 et 60,21 %.

Tableau 24: Effet de HAMeOH et URMeOH sur le taux de 1’urée, la créatinine, le

cholestérol, et les triglycérides chez les rats diabétiques.

Groupes Urée (g/l) Créatinine (mg/l) Cholesterol (g/l) TG (g/l)

Réf (eau distillée) 0,39+0.0650*** 7,55 + 1.74%** 1,49 £0.25*** 1,1540.037***
controle diabétique 0,7+ 0,045 18,82 £ 0,22 2,27+ 0,02 1,86 + 0,05
HAMeOH (100 mg/Kg) 0,26 £ 0,04*** 10,40 £ 0,57*** 1,740 = 0,05*** 1,067 £ 0,15***
HAMeOH (200mg/Kg) 0,45 £ 0,07*** 11,58 £ 0,35*** 1,49 + 0,06*** 1,35 + 0,05***
URMeOH (100 mg/Kg) 0,37 + 0,06 *** 7,54 +1,93*** 1,31 + 0,01%** 1,19 + 0,07***
URMeOH(200 mg/Kg) 0,40 + 0,01%** 8,03 + 1,18*** 1,12 + 0,04%** 1,22 + 0,00%**
Metformine (500 mg/Kg) | 0,40 + 0,02*** 12,59 + 0,49*** 1,25 + 0,14*** 0,91 + 0,05***
Insuline (100 UI /ml) 0,49 £ 0,30*** 14,59 £ 0,79*** 1.23 £ 0,21%** 0,74 £ 0,09***

Valeurs en moyenne £S.D. (n=6). Les résultats sont comparés par rapport au contréle *P< 0.05, ** P<0.001,

*** P<0.0001.

Il a été prouvé que la plupart des anomalies lipidiques les plus courantes dans le

diabéte sont I’hypertriglycéridémie et hypercholestérolémie [Khan et al., 1995].
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Le potentiel de diminution des lipides est sensiblement bénéfique pour les sujets
atteints de diabete et les maladies cardio-vasculaires.

Ces changements peuvent étre bénéfiques dans la prévention des complications du
diabéte ainsi que I'amélioration du metabolisme des lipides chez les diabétiques [Gupta et al.,
2005 ;Ozen et al., 2012].

La diminution du taux de lipides dans le sérum a I’aide de thérapie diététique ou d’un
médicament semble étre associée a une diminution du risque des maladies vasculaires chez

I’espéce humaine [Rhoads et al., 1976].

Il a été trouvé encore que les flavonoides, les acides phénoliques et les tanins
empéchent les enzymes o-amylase et B-glucosidase qui sont des enzymes clés dans le
métabolisme des glucides [Hanhineva et al., 2010].

Les polyphénols peuvent abaisser le taux de glucose dans le sang avec différents
mécanismes, parmi les : inhibition de la digestion des glucides et I’inhibition de 1’absorption
de glucose par I’intestin, ils stimulent la sécrétion de 1’insuline par les cellules f du pancréas,
la modulation de la libération du glucose par le foie, I’absorption de glucose par les tissus
sensibles a I’insuline et la modulation des voies de signalisation intracellulaire [Hanhineva et

al., 2010].

Le diabéte a provoqué encore une augmentation des activités des enzymes PAL et
LDH d’une maniére significative (P<0.0001) par rapport au groupe référence mais le
traitement avec HAMeOH (100 et 200 mg/Kg), URMeOH (100 et 200 mg/Kg), la metformine
et I’insuline ont fait abaisser leurs activités d’une maniere significative (P<0.0001).

Encore une diminution de taux de glycogéne a été constatée chez le lot diabétique non
traité d’une maniére significative (P<0.0001) par rapport au lot témoin, mais le traitement par
les standards de référence et par les extraits a augmenté le taux de glycogene hépatique d’une
maniere significative (P<0.0001) et ’augmentation de l’activit¢é de LDH dans le diabéte
millitus a été rapportée par Pozzilli et al. (1997).

D’apres les résultats obtenus, les lots traités avec les extraits HAMeOH, URMeOH et
avec la metformine et I’insuline ont montré une augmentation hautement significative

(P<0.0001) du taux de glycogene (Tableau 25).
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Tableau 25: Taux de LDH , PAL plasmatique et le taux glycogéne hépatique apres 30 jours

de traitement.

Groupes Glycogeéne PAL (UI/L) LDH (UI/L)

(mg de glucose/g tissue humide)
Eau distillée (Réf) 69,48 + 3,03*** 81.38+ 6.55*** 191.8 £1.552***
Contrble diabétique 21,49 £2,12 284.,4 12,48 370,0 + 27,84
HAMeOH (100 mg/Kg p.c) 59,54 +1,07*** 127,5 £ 15,15%** 209,5 £4,875***

HAMeOH (200 mg/Kg p.c) 57,15 + 0,28%%* 75,81 % 6,47%%* 217,143 561%**
URMeOH (100 mg/Kg p.c) 49,20 + 0,79%** 111,8 + 2,07 194,7+12 59%**
URMeOH (200 mg/Kg p.c) 51,89 + 1,52%%* 103,8 + 1,48%** 198,9 + 24,95%**
Metformine (500 mg/Kg p.c ) 48,48 + 1,43%%* 94,09 + 520%** 214,1 + 9,450%%*
Insuline (100 Ul/ml) 66,56 + 1,43%% 81,81+ 4,34%** 188,54 % 5,15%**

Valeurs en moyenne £S.D. (n=6). Les résultats sont comparés par rapport au contréle diabétique *P< 0.05, **

P<0.001, *** P<0.0001.

La teneur basse en glycogene dans les muscles squelettiques et dans le foie est due a la

diminution de glycogene synthétase [Grover et al., 1999 ;Sumana et Suryawashi ,2001] et

I’augmentation de I’activité de glycogéne phosphorylase [Roesler et Khanderwal, 1986].

On suggeére que les rats diabétiques traités avec les extraits HAMeOH et URMeOH ,

le groupe traité par la metformine et le groupe traité par I’insuline ont pu restaurer le niveau

du glycogene hépatique par la diminution de l'activité de glycogéne phosphorylase et

l'augmentation de I'activité du glycogene synthase [Carabaza et al., 1990].

Nos extraits sont riches en polyphénols, les terpénoides et les acides phénoliques qui

sont connus par leur effet antidiabétique [Rhemann et Khurshid, 1989 ; Manickam et al.,

1997].

Certains polyphénols,

y compris

les catéchines et épicatéchines,

acides

chlorogénique, acide férulique, I’acide caféique et 1’acide tannique, la quercétine et la

naringénine, pourraient altérer 1’absorption de glucose par les enthérocytes par l'inhibition des

transporteurs de glucose dépendant de Na +, SGLT1 (sodium glucose transporter-1) et
SGLT2 (sodium glucose transporter-2) [Kobayashi et al., 2000 ; Johnston et al.,2005].
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Des études in vitro, ont montré que certains composés phénoliques tels que la
quercétine et le resveratrol améliorent la prise du glucose dépendant de 1’insuline par les
cellules des muscles et les adipocytes par la translocation du transporteur de glucose, GLUT4
(Glucose transporter type 4), a la membrane plasmique principalement par I'induction de la
protéine d'’AMP-activant voie de la kinase (AMPK) [Park et al., 2007 ; Zhang et al., 2010].

Il a été constaté que quelques polyphénols sont également capables d'induire le
phosphatidylinositide 3-kinase (PI3k) comme voie de signalisation principale pour la

régulation pour la prise de glucose [Kumar et al., 2009].

11.3.6.Activité anti-ulcéreuse

L’ulcere gastroduodénal (UGD) décrit un état dans lequel il ya une discontinuité dans
toute I'épaisseur de gastre et la muqueuse duodénale qui persiste a cause de I’existence de

I'acide et la pepsine dans le suc gastrique [Madhu et al., 2012].

Les ulcéres gasrotroduodénaux sont provoqués par un déséquilibre entre les
mécanismes defensifs (barriere mucosale défensive, secretion de bicorbonate, PG) et les
mécanismes agressifs (acide, pepsine et Helicobacter pylori) de la muqueuse [Tipnis et
Bajaj, 2003 ;Raju et al ., 2009 ; Madhu et al ., 2012].

L'éthanol produit des lésions nécrotiques par son action directe sur 1’estomac ce
qui réduit les facteurs de défense comme la sécrétion du bicarbonate et la production du
mucus [Marhuenda et al., 1993].

L’¢éthanol peut atteindre la muqueuse par la rupture de la barriere de mucus-
bicarbonate et la rupture des cellules dans la paroi des vaisseaux sanguins. Ces effets sont
probablement dus aux quelques phénomenes biologiques, comme la peroxydation des
membranes, la formation des radicaux libres, I'effort oxydant intracellulaire, le changement de
la perméabilité et la dépolarisation de la membrane mitochondrial avant la mort cellulaire

[Sannomiya et al., 2005].

L'administration de I'éthanol absolu par la voie orale est nocive a l'estomac par ses
effets sur la muqueuse gastrique en perturbant la barriere et la provocation des changements

microvasculaires prononcés en quelques minutes apres son application [Moleiro et al., 2009].
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En outre, il produit des 1ésions hémorragiques linéaires, des cedémes submucosales
étendus, une friabilité de la muqueuse, une infiltration inflammatoire des cellules et une perte
épithéliale des cellules dans I'estomac, qui sont des caractéristiques typiques des dommages
causés par un alcool [Wallace et al., 1992 ; Jelski et al., 2009].

La pathogénie des dommages muqueux gastriques induit par 1’éthanol produit la
libération directement et indirectement des divers médiateurs tels que les lipoxygénases, les
cytokines, et les radicaux libres dérivés d’oxygene [Wallace et al., 1992 ;Abdel-Salam et al.,
2001].

La sécrétion de mucus est considérée comme un facteur défensif crucial pour la

protection de la muqueuse gastrique contre les lésions gastriques [Oluwole et al., 2008].

En outre, la perturbation des facteurs défensifs, tels que la secrétion de mucus, la
sécrétion de bicarbonate et le débit sanguin de la muqueuse provoque des ulcéres L’éthanol
cause encore des Iésions gastriques par la production des leucotrienes [Goel et Bhattacharya,
1991].

De nombreux médicaments incluant les inhibiteurs de la pompe a protons, des
analogues de prostaglandines, des antagonistes des récepteurs de I'histamine et les agents
cytoprotecteurs sont disponibles pour le traitement de l'ulcére gastro-duodénal. Mais la plupart
de ces médicaments produisent plusieurs effets indésirables y compris la toxicité et peuvent
méme altérer les mécanismes biochimiques du corps surtout aprés 1’usage chronique

[Ariyphisi et al., 1986].

Actuellement, les produits d’origine naturelle sont généralement utilisés pour éviter
I’'usage chronique des médicaments. Plusieurs produits naturels ont été signalé comme
possédant une activité anti-ulcérogéne par leur effet de défense de la muqueuse [Sairam et
al., 2001].

L’extrait HAMeOH a fait réduire la surface d’ulcére d’une maniére significative (P<
0.05) avec une inhibition de 63 % et 95.90 % pour les doses (100 et 200 mg/kg p.c)
respectivement.Encore URMeOH a pu inhiber d’une maniére significative (P < 0.05) ’ulcere
avec une inhibition (48.98% et 65.94%) pour les doses (100 et 200 mg/kg p.c.)

respectivement.

Sachant que I’oméprazole qui a €té utilis¢é comme un standard de référence a réduit

d’une maniére significative (P<0.05) I’ulcére avec un effet (60.23%) (Fig.60).
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Figure 60.Effets des HAMeOH et URMeOH sur la surface d’ulcére (mm?) et pourcentage
d’inhibition .Les résultats sont comparés par rapport au contrdle *P< 0.05, ** P<0.001, *** P<0.0001.

Chez le groupe contr6le, des blessures graves ont été observées au niveau de la
mugqueuse gastrique. L’éthanol a produit une nécrose hémorragique visible de la muqueuse
gastrique. 1l a provoqué des perturbations de I'épithélium de surface et des lésions nécrotiques

qui ont pénétré profondément dans la muqueuse et un papillome kératosique (Fig.61).

Cependant, chez les animaux traités avec les extraits, ’ensemble des signes observés
chez le groupe controle ont été réduit d’'une maniére significative surtout avec l’extrait

HAMeOH 200 mg/Kg p.c. (Fig.62, 63,64 et 65).
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Figure 61. Aspect macroscopique et I'étude histologique de la muqueuse gastrique chez les

rats prétraités avec 1’eau distillée.

Figure 62. Aspect macroscopique et I'étude histologique de la muqueuse gastrique chez les

rats prétraités avec 1’éthanol (contréle de l'ulcére), présence de papiollome kératosique (PK).

Figure 63.Aspect macroscopique et I'étude histologique de la muqueuse gastrique chez les
rats prétraités avec de I'oméprazole.
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Figure 64. Aspect macroscopique et I'étude histologique de la muqueuse gastrique chez les
rats prétraités avec HAMeOH (100mg/kg p.c).

Figure 65. Aspect macroscopique et I'étude histologique de la muqueuse gastrique chez les

rats prétraités avec HAMeOH (200mg/kg p.c).
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Figure 66. Aspect macroscopique et I'étude histologique de la muqueuse gastrique chez les
rats prétraités avec URMeOH (100 mg/kg p.c).

Figure 67. Aspect macroscopique et I'étude histologique de la muqueuse gastrique chez les
rats prétraités avec URMeOH (200mg/kg p.c).
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L’effet anti ulcéreux des extraits méthanoliques de H .albus et U. rupestris est du a
leurs richesses en métabolites secondaires tels que : les flavonoides, les saponines et les
tanins qui ont été signalés connus par leur activité anti-ulcérogéne et anti-gastrique [Nwafor
etal., 1996].

De nombreux travaux ont rapporté que les flavonoides et les tanins jouent un role
important dans la réduction de 1’ulcére et la protection des cellules gastriques [Martin et al .,

1993].

Les flavonoides sont des antioxydants hydrosolubles et des piégeurs puissants des
radicaux libres qui empéchent 1’ulcération et les 1ésions cellulaires oxydatives [Del-Rio et al.,

1992 ; Salah et al., 1995].

Ce sont des composés majeurs qui sont connus par leurs effets antiulcéreux par

I’inhibition des 1ésions de la muqueuse gastrique [Martin et al ., 1993].

Il a été également rapporté que les flavonoides assure une protection contre le cancer

gastrique [Havsteen et al., 2002].

Selon Havsteen et al., (2005) , I’effet antiulcéreux des flavonoides est di a I’inhibition
de la régulation de la phosphorylation des protéines. L'inhibition de la signalisation influence

sur la protéine phosphatase qui inverse l'action de la protéine P- kinase (Fig.68).

f(-) cAMP )

(-) protéine kinase C
FLAVONOIDES
(-) protéine phosphorylation

\(') CoX y

Inhibition de

’ulcere gastrique

Figure 68. Mécanisme d’action des flavonoides dans I’ulcére gastrique [Havsteen et al.,
2005].

Selon les résultats de la mesure du volume de jus gastrique, nous avons constaté qu’il
y a une diminution significative (P < 0.05) du volume de jus gastrique chez les rats traités par
HAMeOH (200 mg/kg p.c) et par ’oméprazole par rapport au contrdle et aucune différence

entre les rats traités avec URMeOH par rapport au controle (Fig.69).
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En plus, nous avons constaté qu’ il y a une augmentation hautement significative (P <
0.0001) de la valeur du pH chez les rats traités avec HAMeOH (100 et 200mg/kg p.c) avec
des valeurs de (5.035+0.035) et (5.240%0.240) respectivement par rapport au contrdle qui
présente un pH de (3.525+0.1768) .

Encore une augmentation hautement significative (P < 0.0001) des valeurs de pH chez
les groupes traités avec URMeOH (100, 200 mg/kg p.c.) et ’oméprazole par rapport au
contrble avec des valeurs de (5.355+0.417), (5.475+0.332) et (6.94+0.332) respectivement a
été constatée (Fig.81).

@l PH gastrique
EE=) Volume de jus gastrique

Controle Omp HA100 HA200 UR100 UR200

Figure 69. Effet de HAMeOH et URMeOH sur le pH gastrique et le volume de jus gastrique.

Les résultats sont comparés par rapport au contrble *P< 0.05, ** P<0.001, *** P<0.0001.

Pour I’acidité totale, I’oméprazole a montré une diminution significative (P < 0.05) par
rapport au contréle. Et cette diminution a été remarquée d’une maniére significative (P <

0.05) aussi chez le groupe traité avec HAMeOH 100 mg/Kg et 200 mg/Kg (Fig.70).

o))
Y

Controle

Omeprazole

...... HAMeOH (100mg/kg)

HAMeOH (200mg/kg)

URMeOH (100mg/kg)

*Hk URMeOH (200mg/kg)

Acidité totale (Leg/L/100g)
IN
P

.

Figure 70. Effet de HAMeOH et URMeOH sur I’acidité totale (u eq/L/100g).
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La gastrine est la seule hormone capable de réguler la sécrétion d'acide par
I’augmentation de la masse des cellules pariétales et stimulation de 1'expression de la pompe
acide H ", K "-ATPase. Bien que les cellules pariétales expriment la protéine H +, K +
ATPase [Koh et al., 1997 ; Friis-Hansen et al., 1998].

Dongc, il apparait que le mode d’action de 1’extrait HAMeOH est similaire a celui de
I’oméprazole, qui se lie trés spécifiquement a une seule sous-unité de la H +, K +-ATPase a
la surface sécrétoire de la cellule pariétale et 1’inactive, et il permet de réduire la sécrétion
d'acide quelle que soit la source de stimulation de sécrétion. L'oméprazole est efficace dans le
traitement d’UGD et le reflux gastro-cesophagien aprés son utilisation soit a long ou a court

terme [Ode et Asuzu ,2011].
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Le monde naturel est plein de plantes et d'autres sources qui sont a I’origine des
molécules bioactives. Les sources de ces substances bioactives comprennent les plantes et
les sources d'origine animale .Les molécules bioactives sont des molécules importantes
qui sont biologiqguement actives dérivées des sources naturels ou et par synthése

chimique.

Lors de ce travail, nous avons évalué quelques activités pharmaco biologiques de

I’extrait méthanolique des feuilles des plantes H.albus et U.rupestris.

Le dosage quantitatif des polyphénols totaux, par le réactif de Folin-Ciocalteu a
révelé que les deux plantes sont riches en polyphénols et avec le test de AICI3 leur

richesse en flavonoides.

L’évaluation des activités biologiques sur un model animal en utilisant des rats de
type Wistar des extraits (HAMeOH et URMeOH) vis-a-vis aux pathologies trés
répandues dans notre pays comme le diabéte, ’ulcere, la fievre, la douleur, le cancer a

montré qu’ils peuvent les exploiter dans le domaine pharmaceutique.

L’¢étude phytochimique par les techniques de purification CCM, HPLC préparative
et d’identification par RMN des extraits a révélé la présence des produits importants
comme les phénols glycosylés et les alcaloides dans H.albus et les lignanes et triterpéne

glycosylé dans U.rupestris.

Selon les résultats obtenus, on peut conclure que les extraits méthanoliques des
feuilles des deux plantes ont montré des activités: antibactérienne, antioxydante,
antidiabétique, anti-inflammatoire, analgésique, antipyrétique et anticancéreuse.

Nos résultats ont montré que tous les extraits méthanoliques testés témoignent
d’activités biologiques in vitro et in vivo. Cependant d’autres études approfondies sont
nécessaires et se resument dans les points suivants :

1) L’identification exacte de ces composés en rajoutant ’'RMN a carbon 13 et ’'RMN
bidimensionnel.

2) Etude des activités biologiques des produits purifiés pour arriver aux principes actifs.
3) Pour lactivité anticancéreuse, une cytométrie a flux et Western blot sont nécessaires
pour une tres bonne évaluation et pour déterminer le mode de mort cellulaire.

4) Tester d’autres activités : 1’activité néphroprotectrice contre les urolithiases, 1’activité

antispasmodique, I’activité antiparasitaire.
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Annexe

Les produits obtenus de HPLC sont analysés avec RMN a 350 MHz et ont donné les
spectres suivants :
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Figure 02.Spectre RMN *H (350 MHz) du produit F7-1 de H.albus.
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Figure 03. Spectre RMN *H (350 MHz) du produit F7-2 d’H.albus.
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Figure 04.Spectre RMN *H (350 MHz) du produit F4-1 d’H.albus.
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Figure 05. Spectre RMN *H (350 MHz) du produit F10 de H.albus.
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Figure 06. Spectre RMN *H (400 MHz) du produit F4-3 de H.albus.
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Figure 07. Spectre RMN *H (350 MHz) du produit F10 d’U.rupestris.
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Study of pharmacobiological activities of the extracts of Umbilicus
rupestris (Salisb Dandy) and Hyoscyamus albus L.

Abstract

The aim of this work is to evaluate some pharmacobiological activities: toxicity test, anti-inflammatory,
analgesic, antipyretic, anti ulcer and anti-tumoral activities, also antioxydante and antimicrobial activities of
the methanolic extracts of the leaves of H.albus and U.rupestris on animal model as well as the
phytochimical study of these extracts.

The phyochimical screening revealed that HAMeOH and URMeOH are rich in alkaloids and terpenoides
more than tannins and polyphenols. The quantitative analysis shows that, the methanolic extract of H.albus
rich in polyphenols with a content of 111.1+1.82 ng EAG/mg of extract followed by the methanolic extract
of U. rupestris with the value of 105.7+ 0.37 ug EAG/mg of extract. The content of flavonoids was
determined specrophotometrically and prouve the presence of these compounds in methanolic extracts of
H.albus and U.rupesris with respective values 24.31 + 0.62 and 29.56+ 1.88 ug EQ/mg .The phytochmical
study after purification with colonne of Sephadex gel and TLC then separation of compounds with
preparative HPLC, then identification by NMR-proton revealed that HAMeOH extract comprises alkaloids
and glycosylated phenols ,but URMeOH extract comprises lignans and glycosylated triterpens.

For acute toxicity, the administration of doses (100, 200, 500, 1500 and 2000 mg/Kg b.w.) of HAMeOH
and URMeOH did not induce any death of experimental animals and thus LD50 was higher than 2000
mg/Kg b.w. In the test of subacute toxicity, the doses 100, 200 mg/Kg b.w were selected as therapeutic
doses, and confirmed by biochemical, hematological and hispathological analysis.

The results of the analgesic activity show that the extract HAMeOH has a central analgesic activity by using
the hot stimilus method, also has a perepherical antinoceptive activity by the test of acetic acid and formalin
test. In the antipyretic activity, HAMeOH and URMeOH decrease the body temperature in significant way
and dose-dependent manner the fever induced by Brewer’yeast.

Concerning the anti -inflammatory activity, the extracts of HAMeOH and URMeOH could inhibit
inflammation induced by carrageenan, chemical mediators (histamine and serotonin) and inflammation
induced by formalin solution in a significant way ( P<0.05) and dose-dependent compared to negative
control .Also, the URMeOH has an effect of erythrocyte membrane stabilization and anti-peritonitis
effect.

For the antiulcer activity against ulcer induced by ethanol, the results show that the control group present
severe damage and hemorrhages while the groups treated with URMeOH (100 and 200 mg/Kg b.w.) and
omeprazole decrease the surface area, also decrease significantly(P<0.05) the volume of gastric juice and
total acidity. The histopathological study prove that URMeOH reduce the gastric lesions and the
disturbances of the epithelium.

The antidiabetic activity of extracts (HAMeOH and URMeOH) against the diabetes millitus induced by
Streptozotocine, followed by the oral administration of two doses 100 and 200 mg/Kg b.w of HAMeOH
and URMeOH into diabetic rats during 30 days reduce in a significant way the level of glucose, lipidic
parameters and Hb1Ac stimulate the secretion of insulin and the rise in the hepatic glycogen content.

In the cytotoxic activity of HAMeOH and URMeOH against cell lines MCF7, HelLa and PC-3, the
concentrations tested of HAMeOH show 1C50=112.01 pg/ml, 129.23 pg/ml and 142.35 pg /ml against PC-
3, HeLa and MCF7 respectively. Mercapto shows 1C50= 30.17 pg/ml, IC50= 40.21 pg /ml and 46.01ug/ml
against PC-3, HeLa and MCF7 respectively. But the URMeOH extract reduce cellular viability but without
reaching 50% of them.

The extracts (EEp,EChl and EMe) of the plants studied proved a significant antioxydant effect in the test of
bleaching of B - carotene and DPPH test. Also, a strong antibacterial activity but without anticandidose
effect.

Key words: Hyoscyamus albus, Umbilicus rupestris, Secondary metabolites, NMR protons,
pharmacobiologic activities, methanolic extract.
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Etude des activités pharmacobiologiques des extraits d’Umbilicus
rupestris (Salisb Dandy) et d’Hyoscyamus albus L.

Résumé :

Le présent travail a pour but d’évaluer quelques activités pharmacobiologiques : la toxicité, I’activité
anti-inflammatoire, I’activité analgésique, antipyrétique, antiulcéreuse, anticancéreuse, antioxydante et
antimicrobienne des extraits méthanoliques des feuilles de deux plantes H. albus et U. rupestris sur un
model animal ainsi que I’étude phytochimique de ces extraits. Le screening phyochimique a révélé que
HAMeOH et URMeOH sont riches en alcaloides et terpenoides plus que les tanins et les polyphénols.
L’analyse quantitative a montré que ’extrait méthanolique d’H.albus est riche en polyphénols totaux avec
une teneur de 111.1+1.82 pg EAG/mg d’extrait suivi par 1’extrait méthanolique d’U .rupestris avec la
valeur de 105.7+ 0.37 ug EAG/mg d’extrait. Le dosage par spectrophotométrie des flavonoides a montré la
présence de ces substances dans tous les extraits HAMeOH et URMeOH avec des valeurs 24.31 + 0.62 et
29.56+ 1.88 ng EQ/mg d’extrait respectivement. L’étude phytochimique aprés purification sur colonne de
gel de Séphadex, CCM et séparation des composés par HPLC préparative et I’identification par le RMN a
proton a révélé que ’extrait HAMeOH comporte des phénols glycosylés et des alcaloides et ’extrait
URMeOH renferme des lignanes et des triterpenes glycosylés.

A I’issu du test de toxicité aigue par I’administration des doses (100, 200, 500,1500, 2000 mg/Kg p.c.) de
HAMeOH et URMeOH, aucun cas de mortalité n’a été enregistré donc la LD50 est supérieur a 2000
mg/Kg p.c. Cependant, dans la toxicité subaigie, les doses 100 et 200 mg/Kg p.c ont été choisies comme
des doses thérapeutiques ce qui a été confirmé par les analyses biochimiques, hématologiques et
hispathologiques.

Les résultats de ’activité analgésique montre que 1’extrait HAMeOH a un effet analgésique centrale par la
méthode de stimilus thermique et encore une activité antinoceptive périphérique avec le test de I’acide
acétique et le test formalin. Dans 1’activité antipyrétique, HAMeOH et URMeOH ont réduit la température
corporelle d’une fagon significative et d’une maniére dose-dépendante la fiévre induite par la levure de
biere.

Concernant 1’activité anti-inflammatoire, les extraits (HAMeOH et URMeOH) ont pu inhiber
I’inflammation induite par la carragenane, les médiateurs chimiques (histamine et la sérotonine) et la
solution formaline d’une fagon significative (P<0.05) et dose-dépendante. Seul I’extrait URMeOH a montré
un effet de stabilisation de la membrane érythrocytaire et un effet anti-péritonite.

Cependant I’activité antiulcéreuse contre 1’ulcére induit par 1’éthanol montre que le groupe contrdle présent
des dommages sévéres et des hémorragies tandis que les groupes traités avec URMeOH (100 et 200 mg/Kg
p.c) et 'oméprazole ont réduit la surface ulcéreuse suivi d’une réduction significative du suc gastrique et
I’acidité totale (P<0.05). L’étude histopathologique a révélé que I’extrait URMeOH a fait réduire les
lésions gastriques et les perturbations de 1’épithélium.

Tandis que I’activité antidiabétique de ces extraits, le diabéte millitus induit par le Streptozotocine, suivi par
I’administration orale des deux doses 100 et 200 mg/Kg p.c. de HAMeOH et URMeOH aux rats
diabétiques durant 30 jours a réduit d’une maniére significative le taux de glucose, le bilan lipidique ainsi
que HbA1C ont favorisé la sécrétion de I’insuline et I’élévation du taux de glycogéne hépatique.

A propos de I’activité cytotoxique de HAMeOH et URMeOH vis a vis aux lignées cellulaires MCF7, Hela
et PC-3, les concentrations testés de HAMeOH montrent une 1C50=112.01 pg/ml, 129.23 pg/ml et 142.35
pg /ml contre PC-3, HeLa et MCF7 respectivement. Mercapto montre une 1C50=30.17 pg/ml, IC50=40.21
pg /ml et 46.01ug/ml pour PC-3, HeLa et MCF7 respectivement. Mais 1’extrait URMeOH a montré une
mortalité cellulaire avec un taux inférieur a 50% d’eux.

Les extraits (EEp, EChl et EMe) des plantes étudiées ont montré un effet antioxydant important par le test
de blanchissement de B-caroténe et le test au DPPH. Et avec une forte activité antibactérienne mais sans
effet anticandidose.

Mots clés: Hyoscyamus albus, Umbilicus rupestris, métabolites secondaires, RMN a protons, activités
pharmacobiologiques, extrait méthanolique.



