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Avant-propos
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Introduction générale

Aujourd’hui, I’évolution du mode de vie et d’alimentation notamment au déclin de I’activité
physique augmente d’une maniere alarmante la prévalence des maladies métaboliques
chroniques. Le diabéte de type 2, constitue un exemple de ces maladies qui augmente en
proportions épidémiques partout dans le monde (Zheng et al 2018). Ce type du diabéte est
caractérisé par une hyperglycémie chronique avec des altérations du métabolisme glucidique,
lipidique et protéiques (Alberti, et Zimmet, 1998). En effet, il peut entrainer un large éventail
de complications graves qui affectent presque tous les systemes du corps humain (Forbes, and
Cooper, 2013).

Selon les données rapportées par Cho et al. (2018) environ 451 millions de personnes adultes
ont souffert du diabéte en 2017 au niveau mondiale, ce chiffre atteindrait 693 millions d'ici
2045. Au Maroc le nombre de diabétiques est estimé a 2 millions chez les personnes agées de
25 ans et plus dont 50% méconnaissent leur maladie (Ministere de la santé 2017). L’évolution
exponentielle de cette maladie et de ses complications irréversibles impose aux pays des co(ts
humains, sociaux, et économiques inacceptables, quel que soit leur niveau de développement.
Les facteurs de risque responsable de la propagation du diabéte de type 2 sont multifactorielle
et comprennent des €léments génétiques, et environnementaux qui influencent la fonction des
cellules béta pancréatique et la sensibilité a I’insuline dans les tissus (Scheen, 2003).

Le diabéte s'accompagne généralement d'une production accrue de radicaux libres et/ou d'une
altération des capacités de défense antioxydantes, indiquant une contribution majeure des
especes réactives de I’oxygéne dans I’émergence, la progression et les conséquences
pathologiques du diabéte (Rolo, and Palmeira, 2006 ; Matough et al., 2012).

En outre, le processus d'inflammation joue aussi un réle important dans l'apparition du diabéte
de type 2 et dans sa progression (Pirola, et Ferraz, 2017). Le stress oxydatif stimule la
génération des mediateurs inflammatoires et I'inflammation augmente a son tour la production

d'espéces réactives de I'oxygene (Oguntibeju, 2019).

Depuis la découverte de I’insuline en 1921, les chercheurs continuent a améliorer le quotidien
des diabétiques et espérent demain vaincre la maladie. Malheureusement, les médicaments
hypoglycémiants synthétiques mis sur le marché tel que les sulfonylurées et les biguanides a
part avoir un certain nombre d’effets secondaires, aucun de ces agents hypoglycemiants oraux

n’a réussi a guérir la maladie et a contréler les complications a long terme.
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Les plantes médicinales ont été utilisées pendant des siécles comme une source principale de
remedes. De nos jours, et malgré les multiples progres de la médecine moderne, les plantes
médicinales trouvent encore leur indication thérapeutique pour le traitement de plusieurs
maladies dans divers sociétés et cultures. L’importance des plantes médicinales dans le
domaine de la santé publique est tres accentuée ces derniéres années, et les chercheurs de
partout dans le monde se sont largement focalisés sur la recherche de nouveaux agents
thérapeutiques d’origine naturelle. Cette tendance peut étre largement expliquee par la
nécessité urgente de nouveaux traitements, et cela pour plusieurs raisons, particulierement la
dangerosité des effets secondaires des médicaments de synthése chimique. Dans le contexte
socio-économique des pays en voie de développement, I’étude des plantes peut aboutir a
I’obtention de réponses thérapeutiques adéquates et de faible prix, joignant a une efficacité
scientifique prouvée et une acceptabilité culturelle optimale.

Le Maroc est classé parmi les cing premiers pays floristiquement les plus riches du bassin
méditerranéen. Les conditions climatiques et écologiques hétérogene et variés du pays ont
favorisé la prolifération de plus de 42 000 especes de plantes, dont 800 espéces et sous
especes sont endémiques (Bellakhdar, 1997). L’utilisation des plantes médicinales au Maroc

occupe une place tres importante dans la médecine traditionnelle.

Aprés une étude bibliographique sur les plantes utilisées pour le traitement du diabete en
médecine traditionnelle et le recensement des études scientifiques effectués sur ces plantes
nous avons constaté que plusieurs études ont été effectuées et I’efficacité de plusieurs plantes
médicinales a été prouvée scientifiqguement. Cependant, trés peu d’études ont été réalisees sur
les plantes Cistus salviifolius L. et Cistus monspeliensis L., a notre connaissance aucune étude
pharmacologique n’a été effectuée sur ces especes pour évaluer leurs propriétés
antidiabétiques au niveau national et international.

Malgré leur utilisation en médecine traditionnelle pour le traitement de plusieurs pathologies
et leur figuration dans les études ethnobotanique comme des plantes antidiabétique au Maroc
(Benkhnigue, et al., 2014 ; Barkaoui, et al., 2017 ; Idm’hand, et al., 2020) et dans d’autres
pays tel que la Turquie (Polat, et al., 2012). Ces deux espéces de plantes restent trés peu
connues au Maroc et non valorisés.

Cistus Salviifolius est connu sous le nom Touzala en arabe ou Irguel en berber et Cistus
monspeliensis sous le nom Touzalt ou Chetaipa. Ce sont des plantes herbacées vivaces
appartenant a la famille des Cistaceae originaire de la région méditerranéenne et parmi les

plantes les plus distribuées au Maroc (Aafi, et al., 2002). Les espéces de Cistus sont connues
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par leur durabilité et leur capacité de se régénerer tres facilement méme apres les incendies
naturels du forét en raison de leur plus grand pouvoir germinatif aprés I’exposition a des

températures élevées (Thanos, et al., 1992).

Ainsi, dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales du Maroc, et la nécessité
urgente des nouveau agents antidiabétiques plus efficace, moins chere et moins toxique que
les médicaments antidiabétiques actuels, nous avons fixé comme objectif principal de notre
étude d’évaluer I’efficacité des plantes Cistus salviifolius L. et Cistus monspliensis L. du
Maroc dans le traitement du diabete de type 2 par des études pharmacologiques sur I’animal et

in vitro.
Pour cela nous avons suivi les étapes suivantes :

Dans un premier temps, nous avons effectué une analyse phytochimique préliminaire afin de
caractériser les différentes familles chimiques présentes dans ces plantes en utilisant des

réactifs chimiques spécifiques pour chaque famille de composeés.

Dans un second temps, nous avons préparé les extraits aqueux destinés aux tests

pharmacologiques et nous avons évalué leur toxicité par voie orale chez I’animal.

Ensuite, nous avons évalué I’effet antihyperglycémiant de nos extraits préparés chez les souris
rendus diabétique par la méthode de Streptozotocine associé au nicotinamide et leur effet sur
le profil lipidique et les différents parametres biochimiques rénales et hépatiques liés au

complications de la maladie du diabéte de type 2.

Une partie a été consacrée a I’étude des différents mécanismes d’action possible de nos

extraits en évaluant leurs effets sur :

- Les enzymes digestives de sucre I’a-amylase et 1’a-glucosidase ;
- L’absorption intestinale du glucose chez les rats ex situ;
- Le stress oxydatif in vivo et leurs activités antioxydantes in vitro ;

- L’inflammation chez les rats.

Une autre partie a été consacrée a la recherche des composés bioactives de nos plantes a I’aide

d’une étude phytochimique bioguidée.
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Synthése bibliographique

I. Généralité sur le diabéte de type 2

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) le terme « diabéte » est définit comme étant
un trouble métabolique, caractérisé par une hyperglycémie chronique accompagnee de
perturbations du métabolisme des glucides, des lipides et des protéines dues a des désordres

dans la sécrétion et/ou I’action de I’insuline (insulinorésistance).

Le diabéte de type 2 ou diabéte non insulinodépendant est la forme de la maladie la plus
fréquente puisqu’elle représente plus de 90% des cas diabétiques au niveau mondial. Ce type

de diabete touche essentiellement les adultes.

Les criteres proposes par la Societé américaine de diabétologie (ADA) et reconnus par I’OMS
pour diagnostiquer le diabéte sont: une glycémie > 1.26 g/l (7.0 mmol/l) aprés un jelne de 8
heures et vérifiée a deux reprises, la présence de symptdémes de diabéte (polyurie, polydipsie,
amaigrissement) associée a une glycémie (sur plasma veineux) > 2 g/l (11.1 mmol/l), une
glycémie (sur plasma veineux) > 2 g/l (11.1 mmol/l) 2 heures aprés une charge orale de 75 g
de glucose (HGPO), ou un taux d’ HbAlc (hémoglobine glyquée) > 6.5% (11,1 mmol/l)
quantifié selon des méthodes étalonnées sur des références internationales. Ce parameétre

traduit la glycémie moyenne des trois derniers mois.

Les symptdomes du diabéte sont caractéristiques et se manifestent par une polyurie, une
polydipsie, une perte de poids et parfois une polyphagie et des troubles de la vision. Souvent,
les symptomes du diabéte de type 2 ne sont pas visibles et une hyperglycémie chronique
provoque des altérations progressives des vaisseaux capillaires, ainsi que l'apparition de
complications a long terme, affectant en particulier les systemes oculaire, rénal, nerveux et

cardiovasculaire (Zheng et al., 2018).

I.1. ROle du pancréas dans I’homéostasie glucidique

Le pancréas joue un role clé dans la régulation de la digestion des macronutriments et donc de
I'noméostasie métabolique / énergétique en libérant diverses enzymes digestives et hormones
pancréatiques. Le pancréas comporte deux parties distinctes tant au niveau anatomique que

fonctionnel : une partie exocrine et une partie endocrine (Fig.1).
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e Partie endocrine

La secrétion endocrine du pancréas s'effectue par lI'intermédiaire des cellules endocrines, qui
constituent environ 2 a 3 % du volume total du pancréas. Ces cellules sont regroupées sous
forme d’unités fonctionnelles ou micro-organes localisés au sein du parenchyme exocrine du
pancréas : les Tlots de Langerhans (du nom du Paul Langerhans (1845-1888) anatomo-
pathologiste et biologiste Allemand). Ces ilots regroupent au moins 4 a 5 types de cellules
produisant et sécrétant des hormones de maniére spécifique principalement de I’insuline mais
aussi du glucagon, du polypeptide pancréatique et de la somastatine. Ce sont les cellules 3 des
flots de Langerhans qui synthétisent, stockent et liberent [I'insuline, seule hormone
hypoglycémiante de 1’organisme. Les cellules a de ces ilots synthétisent quant a elle le
glucagon, hormone qui accroit la quantité du glucose dans le sang lorsque la glycémie est
basse (Rdder et al., 2016).

Bien que les Tlots de Langerhans aient une composition cellulaire similaire entre les
différentes especes, c'est-a-dire I'nomme, le rat et la souris, leur cytoarchitecture differe
grandement. Les Tlots humains présentent des cellules a et B interconnectées, tandis que chez
les rongeurs, ils sont principalement composés de cellules B situées au centre avec d'autres

types de cellules a la périphérie (Orci et al., 1975 ; Cabrera et al., 2006).

La sécrétion d'insuline & partir des cellules p comprend une grande variété de modulateurs qui
déclenchent, potentialisent ou inhibent la sécrétion d'insuline stimulée par le glucose,
principalement par l'intermédiaire des récepteurs couplés aux protéines G (GPCR). Le facteur
externe le plus connu qui déclenche la sécrétion d'insuline est le glucose. En plus de sa
fonction de déclenchement, le glucose induit également des voies qui amplifient la sécrétion
d'insuline par le couplage métabolisme-AMPc (adénosine monophosphate cyclique) ou les
hormones incrétines peptide de type glucagon (GLP) -1 et peptide insulinotrope dépendant du
glucose (GIP) (Henquin, 2000).

e Partie exocrine

La partie glandulaire acineuse du pancréas comporte les acini pancréatiques et les canaux
excréteurs. La fonction exocrine du pancréas est de produire et sécréter des sucs (ou enzymes)
nécessaires a la transformation des aliments en substances simples, absorbables par I’intestin.
Ainsi, les acini sont composes de cellules glandulaires possédant toutes les caractéristiques

morphologiques des cellules sécrétrices de protéines. Le contenu enzymatique des veésicules
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de sécrétion est composé d’amylase, de lipase, de protéase ainsi que de ribonucléases et

désoxyribonucléase.

Figure 1: Représentation schématique du pancréas

1.2. Physiopathologie du diabete de type 2
L hyperglycémie des diabétiques de types de2 est la conséquence de deux grands mecanismes
physiopathologiques. Le premier est I’insulino-résistance et le deuxiéme mécanisme consiste

en une anomalie de I’insulino-sécrétion (Boada, et Martinez-Moreno, 2013).

1.2.1. Insulino-résistance

L’insulino-résistance se définit par une diminution de la sensibilité tissulaire a I’action de
I’insuline touchant les tissus périphériques comme le muscle, le foie et le tissu adipeux. Cette
résistance découle d’une altération de la voie de signalisation de I’insuline qui toucherait
notamment le nombre de récepteurs a insuline et/ou leur affinité pour I’hormone et le nombre
de transporteurs membranaires dépendants de I’insuline qui permettent I’entrée du glucose

dans les cellules (Boada, et Martinez-Moreno, 2013).

1.2.2. Insulino-déficience

Suite a I’hyperglycémie, le pancréas va s’adapter en augmentant la masse des cellules
fonctionnelles (hyperplasie des flots) visant & produire et a libérer plus d’insuline dans la
circulation. Ce qui conduit a un hyperinsulinisme qui permet dans un premier temps de
maintenir une glycémie normale. A terme la production d’insuline s’épuise de par une
glycémie de plus en plus difficile a équilibrer et par I’entrée en apoptose des cellules B, ce qui
conduit a I’insulino-déficience (Boada, et Martinez-Moreno, 2013).
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I1. Stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini par Sies (1991)comme I’incapacité de I’organisme a se défendre
contre I’agression des espéces réactives de I’oxygéne (ERO) dont fait partie les radicaux
libres, suite a un désequilibre lié soit a une production accrue d’ ERO soit a une diminution de
la capacité de défense anti-oxydante. Ce déséquilibre peut avoir diverses origines, citons la
surproduction endogéne d’agents prooxydants d’origine inflammatoire, un déficit nutritionnel
en antioxydants ou méme une exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants
(tabac, alcool, médicaments, rayons gamma, rayons ultraviolets, herbicides, métaux toxigques)
(Sorg, 2004).

Le terme Espéces réactives de I’oxygéene (ERO) est utilisé pour la description des formes
d’oxygeéne qui sont énergétiquement plus réactifs que I’oxygéene moléculaire. 1l comprend des
radicaux libres, c’est-a-dire des especes chimiques possédant un électron célibataire, ainsi que

des molécules non-radicalaires mais chimiguement instables (Halliwell, 2006).

Les ERO ont des roles physiologiques trés importants en agissant, a faibles concentrations,
sur la régulation des réponses biologiques, la transduction du signal et autres voies de
signalisation. Toutefois, en concentrations élevées, ils deviennent hautement cytotoxiques en
engendrant de sérieuses altérations aux cellules pouvant mener a la mort cellulaire. Dans les
circonstances quotidiennes normales le maintien d'un niveau non cytotoxique des ERO est

assuré par des systemes de défenses antioxydants.

11.1. Conséquences biochimiques du stress oxydant

Les ERO peuvent potentiellement réagir avec chaque composant cellulaire et provoquer son
oxydation. Cependant, les cibles préférentielles des ERO sont les lipides, suivis par les
protéines et les bases constitutives du matériel génétique (De Moffarts, et al., 2005).

11.1.1. Oxydation des lipides

Les lipides membranaires et principalement leurs acides gras polyinsatures (AGPI) sont tres
sensibles a I'oxydation en raison de leur degré élevé d'instauration. L’attaque des ERO
radicalaires au sein des doubles liaisons lipidiques membranaires, induit des processus de
peroxydations en cascade aboutissant a la désorganisation compléte de la membrane, altérant

de ce fait ses fonctions d’échange, de barriére et d’information (Davies, K.J., 2000).

Page | 23



Synthése bibliographique

La peroxydation est initiée lorsqu’un radical libre de I’oxygéne oxyde un acide gras insaturé
(LH), formant un radical lipidique (L"). Ce dernier réagit avec une molécule de dioxygéne
pour former un radical peroxyl (LOO"). Celui-ci attaque un autre lipide insaturé formant un
radical lipidique ainsi qu’un groupement hydroperoxyde (LOOH). Les hydroperoxydes
peuvent subir plusieurs modes d'évolution : étre réduits et neutralisés par la glutathion
peroxydase (antioxydant enzymatique) ou continuer a s'oxyder et a se fragmenter en
aldéhydes acides et en alcanes volatiles (éthane, éthylene, pentane). Le radical peroxyle, aprés
évolution en un peroxyde cyclique et coupure de la molécule, peut libérer des aldéhydes
toxiques dont le malonaldialdéhyde (MDA) ou I'nydroxynonenal (HNE) étudiés comme des
marqueurs de la peroxydation lipidique. La réaction en chaine peut étre interrompue (phase de
terminaison) par I’association de deux radicaux libres et la formation d’un composé stable ou
le plus souvent par la réaction du radical avec une molécule antioxydant dite ‘briseur de
chaine’(Fig. 2)(Khohen et Nyska, 2002).

Figure 2: Mécanisme de la peroxydation lipidique

11.1.2. Oxydation des protéines
Les protéines sont les constituants cellulaires les plus abondants et sont par voie de
consequence des cibles importantes du stress oxydant. Presque tous les acides aminés

composant les protéines peuvent étre oxydés par des espéces réactives de I'oxygene. Les
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acides aminés soufrés (cystéine et méthionine) et aromatiques (tyrosine, tryptophane, et
histidine) etant les plus sensibles. L’ action des ERO a lieu sur les chaines latérales de ces
acides amines et egalement au niveau de la liaison peptidique entrainant la fragmentation de

la chaine.

La réaction d’oxydation génere des groupements hydroxyles et carbonyles sur les protéines et
induit des modifications structurales plus importantes comme des réticulations intra ou
intermoléculaires, ce qui affecte leurs fonctionnements, antigénicités et leurs activités
(Levine, 2002 ; Valko, et al., 2007). Ainsi, le stress oxydant peut avoir un effet sur la fonction
propre d’une protéine mais peut également avoir des répercussions sur I’ensemble de la

régulation cellulaire.

11.1.3. Oxydation de I’ADN
L’ADN, qu’il soit nucléaire ou mitochondrial, est également une cible majeure des especes

réactives de I’oxygene.

D’aprés Valko et al (2007), les altérations les plus communes sont I’hydroxylation des bases
puriques et pyrimidiques et du squelette désoxyribose provoquant le clivage des brins et des

mutations génétiques.

Le radical hydroxyl a une grande affinité avec la base guanine, cette derniere est ainsi
facilement transformée en 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OH-dG) qui est I'un des
principaux marqueurs de I’oxydation dans I’ADN. Au cours de la réplication de celui-ci, la
guanine s’associe normalement avec la cytosine. Par contre, la guanine oxydée (8 hydroxy-
2’deoxyguanosine) se fixe avec une autre base purique, en I’occurrence I’adénine, ce qui
provoque une mutation G(uanine)-T(hymine) dans le brin fille de I’ADN. Les altérations du
matériel génétique qui s’accumulent au sein de I’ADN représente la premiére étape de la

carcinogenese et le vieillissement (Favier, 2003 ; Valko et al., 2006).

11.2. Les antioxydants

Le terme d’antioxydants est utilisé pour caractériser un ensemble de substances ou composés
de nature diverse, dont la caractéristique commune d’aprés Halliwell et Gutteridge (2015) est
d’étre capable en faible concentration par rapport au substrat susceptible d’étre oxydé, de

prévenir ou ralentir I’oxydation de ce substrat.
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L’antioxydant peut agir par de nombreux mécanismes différents qui peuvent étre I’élimination
directe de I’oxygene, le piégeage des especes réactives de I’oxygene, I’inhibition de la
formation de ces ERO, la chélation des ions métalliques nécessaires a la génération des ERO
ou la stimulation des défenses antioxydantes endogénes (Halliwell, 1996). L’antioxydant peut

étre d’origine naturel ou synthétique.

11.2.1. Systéemes de défenses antioxydants

Pour se protéger des effets délétéres des ERO, I’organisme dispose d’un ensemble complexe
de défenses antioxydantes. Un antioxydant se définit comme toute substance qui, présente a
faible concentration par rapport a celle du substrat oxydable, capable de réduire ou d’inhiber
de maniére efficace I’oxydation de ce substrat (Halliwell et Gutteridge, 1990). Cette définition
fonctionnelle s’applique & un grand nombre de substances, comprenant des enzymes aux
propriétés catalytiques spécifiques. Mais aussi a des petites molécules hydro- ou liposolubles.
Les systemes antioxydants peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur localisation

cellulaire et leur origine.
e Superoxyde dismutase (SOD)

Les superoxydes dismutases représentent une des premiéres lignes de défense contre le stress
oxydant. Ce sont des métalloprotéases qui catalysent la dismutation des ions superoxydes
O2’en peroxyde d’hydrogene stable et moins toxique et en oxygéne moléculaire (Comhair et
Erzurum, 2001). Chez I’Homme, on décrit trois isoenzymes qui catalysent la méme réaction
mais different par la localisation chromosomique du gene, leur contenu métallique, leur
structure quaternaire et leur localisation cellulaire. Le mécanisme réactionnel est catalyse par
un métal situé au coeur de I’enzyme et dont la nature permettra de distinguer les SOD a
manganése (Mn) mitochondriales, les SOD a cuivre (Cu) ou a zinc (Zn) cytosoliques, et des
formes Cu/Zn SOD extracellulaires.

e Lacatalase

La catalase (CAT) est une enzyme formée de quatre chaines polypeptidiques (tétramérique),
comportant chacune un groupe d’héme, qui constitue les sites actifs de I’enzyme. La CAT
détoxifie indirectement la cellule des Oz en transformant le peroxyde d’hydrogene H202
généré lors de la dismutation de I’ion superperoxyde. Cette enzyme est essentiellement
présente dans les peroxysomes, mais aussi dans les mitochondries et le cytoplasme (Lindau-
Sehpard & shaffer, 1993).
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e La glutathion peroxydase

La gluthation peroxydase (Gpx) est une enzyme tétramérique dont chacune des sous unités
contient un atome de sélénium incorporé dans une molécule de sélénocystéine. Elle réduit le
peroxyde d’hydrogéne (H202) en eau, des hydroperoxydes organiques (ROOH) en alcools
(ROH) aux dépens de son substrat spécifique, le gluthation réduit (GSH).

11.2.2. Les antioxydants naturels

e Vitamine E

La vitamine E désigne un groupe de nombreux composants présents dans la nature : Les a-, -
, Y- et d-tocophérols et tocotriénols, 1’a-tocophérol est le plus abondant et le plus actif. La
vitamine E est un antioxydant majeur liposoluble. Elle se fixe aux membranes et peut ainsi
séquestrer les radicaux libres empéchant la propagation des réactions de peroxydation
lipidique (Herrera et Barbas., 2001).L’a-tocophérol est capable, d’une part, de piéger
chimiquement I’oxygene (O2) en s’oxydant en quinone, et d’autre part, de réagir avec le
radical hydroxyle (OH). Mais son principal réle biologique est de reagir avec les radicaux

peroxyles (ROO) pour former un radical tocophéryle beaucoup plus stable.

La biosynthese de la vitamine E s’effectue principalement dans les plantes, les algues et
certaines plantes non photosynthétiques telles que les champignons mais pas chez les animaux
(Threlfall, 1971).0On la trouve principalement dans les huiles végétales (germe de blé,
tournesol, olive, arachide, colza, soja...), le germe de blé, les fruits oléagineux (noix,

noisettes, amandes,...), les céréales complétes.
e Vitamine C

La vitamine C ou acide L-ascorbique est considérée comme le plus puissant des antioxydants
hydrosolubles. Leur réle antioxydant découle de sa capacité réductrice. Elle est capable de
réagir directement sur les ERO (superoxydes, hydroxyle, oxygene singulet, radicaux
lipidiques) et elle joue un réle important dans la régénération de la vitamine E. L’organisation
spatiale de la vitamine C lui permet de se lier a la phase aqueuse de la vitamine E oxydée dans
la membrane cellulaire, et de rapidement lui céder son électron (Evans, 2000). Elle est
synthétisée par les plantes et la plupart des animaux, excepté chez certain mammiféere tel que
I’homme. Les meilleures sources de vitamine C sont les agrumes, les légumes a feuilles

vertes, les choux, les tomates, et les fraises.
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e Caroténoides

Les caroténoides constituent une vaste famille de composes qui sont genéralement des bons
capteurs de radicaux hydroxyles et peroxyles ce qui les rend susceptibles d'inhiber les chaines
de peroxydation lipidique. Le plus important et le plus connu des caroténoides est le P-
caroténe. lls absorbent la lumiére et neutralisent I’oxygéne singulet. Ils sont également
capables de régénérer la vitamine E et sont eux-mémes régénerés par la vitamine C (Hermes-
Lima, 2005). Les caroténoides sont souvent retrouvés dans les plantes alimentaires. lls sont
des constituants membranaires des chloroplastes et forment un groupe de pigments
liposolubles.

e Oligoeléments

Certains oligo-éléments interviennent comme co-facteurs d’enzymes indispensables dans la
lutte contre les ERO. Le cuivre, manganése et zinc sont des cofacteurs de la SOD qui réduit
02" en H202, le fer est un cofacteur de la catalase, et le sélinium de la glutathion peroxydase
(GXP), ces deux dernieres enzymes réduisent les hydroperoxydes (Jungbluth, 2008).

e Polyphénols

Les polyphénols, constituent le groupe le plus nombreux et le plus largement distribué dans le
royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques connus. Ils sont présents
dans toutes les parties des vegétaux supérieurs: racine, tiges, feuilles, fleurs, fruits.

La capacité antiradicalaire de ces métabolites secondaires, fait sujet des études récentes dans
le domaine des thérapeutiques antioxydantes. Les flavonoides, les tanins, les acides

phenoliques sont cités comme des puissants antioxydants naturels.
e Flavonoides

Les flavonoides présentent la plus grande classe de polyphénols. D aprés Javanovic et ses
collaborateurs (1994), les flavonoides ont une faible potentiel redox, de ce fait, ils sont
thermodynamiquement capables de réduire directement les radicaux libres comme le

superoxyde, le radical peroxyle, le radical alkoxyle et le OH" par transfert d”hydrogéne.

Les éléments structuraux nécessaires a I’obtention d’une activité anti-radicalaire optimale ont
été établis par plusieurs auteurs, les composés les plus actifs sont ceux qui combinent les

critéres suivants :
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-La structure ortho-dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol) responsable du pouvoir
réducteur de la molécule, et ainsi, de son aptitude a réduire les EOR.

- La double liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo sur le cycle C du flavonoide
accentue la délocalisation électronique du radicale semi-quinone et permet sa stabilisation, qui

est accentuée par la formation d'une liaison hydrogéne intramoléculaire.

-La présence d’un groupement hydroxyle en position 3 en combinaison avec la double liaison

C2-Csrenforce également la capacité anti-radicalaire des flavonoides (Pietta, 2000).

Le pouvoir antioxydant des flavonoides s’accroit également avec le nombre de OH alors que

la présence d'une O-glycosylation le diminue.

En outre, les flavonoides exercent une activité chélatrice des métaux tels que cuivre et fer qui,
a I’état libre, peuvent étre & I’origine de la production de radicaux libres par les réactions de
Fenton et d’Haber-Weiss. La complexation des flavonoides par les métaux de transition peut
améliorer leur pouvoir antioxydant en diminuant leur potentiel d’oxydation (Afanas’eva, et
al., 2001).En plus, les flavonoides sont capables d’inhiber une large gamme d’enzymes

génératrices des ERO.
e Tanins

Les tannins sont des polyphénols de structure complexe, avec une activité antioxydante tres

puissante grace aux différents groupes phénoliques.

Lors de la peroxydation les tannins donnent des protons face aux radicaux libres, et ainsi des
radicaux tanniques stables sont formés. Ce qui permet de stopper la réaction en chaine de
I’auto-oxydation lipidique (Smythies, 1998).Le thé vert (Camélia sinensis) est I’exemple le
plus cité. Les effets bénéfiques des polyphénols du thé vert, particulierement le gallate
d’épigallocathéchine sont attribués a leurs propriétés antioxydantes et a leurs capacités de

capter les radicaux libres.
e Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont diviseés en deux categories : les dérivés de I’acide benzoique
comme I’acide gallique ou vanillique et les dérivés de I’acide cinnamique comme I’acide

caféique, coumarique, sinapique et férulique. Ces derniers ont une bonne activité
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antioxydante. On les retrouve principalement dans le café, les prunes, les myrtilles, le raisin,

et les pommes.

11.2. 3. Les antioxydants synthétiques

Il existe de nombreux antioxydants synthétiques les plus connus sont :

Le butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluéne (BHT), les esters de I'acide gallique
(gallate de propyle, gallate d'octyle et gallate de dodécyle), Trolox ou l'acide 6-hydroxy-
2,5,7,8-tétraméthylchroman-2-carboxylique qui est I’exemple classique d'antioxydant
synthétique derivé de la vitamine E, cette molécule est souvent utilisée comme antioxydant de

référence.

Bien que [l'utilisation d'antioxydants synthétiques soit strictement réglementée, des
préoccupations ont été exprimées au sujet de la sécurité de certains de ces derniers et leur

utilisation a commencé a diminuer en raison de leur toxicité (Williams, 1994).
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I11. Stress oxydatif et diabéte de type 2

Le stress oxydatif est considéré comme un facteur délétere conduisant a une résistance a
I'insuline, & une dyslipidémie, a un dysfonctionnement des cellules B, a une altération de la

tolérance au glucose et, finalement, au diabéte de type 2 (Tangvarasittichai, S., 2015).

Les principales sources de stress oxydatif pendant le diabéte comprennent I'auto-oxydation du
glucose, la surproduction des ERO par les mitochondries, la glycation non enzymatique et la
voie des polyols. Les ERO inhibent la transduction du signal de I’insuline en empéchant
I’autophosphorylation du récepteur a I’insuline. Les ERO perturbent et inhibent également

I’insulino-sécrétion en inhibant la transduction du signal de glucose dans les cellules p.

De nombreuses preuves expérimentales ont mis en évidence un lien direct entre le stress
oxydatif et le diabete grace a la mesure des biomarqueurs du stress oxydatif chez les patients
diabétiques ou les rongeurs. Un état hyperglycémique peut entrainer une augmentation des
niveaux de marqueurs de dommages a I’ADN induits par le stress oxydatif, tels que la 8-
hydroxy-2’-désoxyguanosine (8-OHdG) et la 8-oxo-7, 8-dihydro-2’-désoxyguanosing;
produits de peroxydation lipidique mesurés en tant que substances réactives a l'acide
thiobarbiturique (TBARS); les produits d'oxydation des protéines tels que les taux de
nitrotyrosine et de carbonyle et réduit également I'activité des enzymes antioxydantes tel que
le SOD et la CAT (Oguntibeju, 2019).

Il existe une évidence croissante que les complications microvasculaire et macrovasculaires
reliées au diabete de type 2 sont associées au stress oxydant, et que la production des radicaux
libres augmente suite a I’exposition prolongé a des taux éleves de glucose pendant le diabéte
(Giacco, and Brownlee, 2010).
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V- Inflammation

L’inflammation est une réaction de défense immunitaire et d’adaptation de I’organisme a une
stimulation cellulaire excessive ou anormale due a une agression tissulaire qui peut étre
d’origine physiques (chaud, froid ou encore radiations ionisantes), chimiques (composés
acides ou basiques, ou toxines bactériennes), ou infectieuses (présence d’un organisme
pathogene comme une bactérie, un virus, un champignon, ou un parasite). (Schorderet et
Dayer, 1992).

La réaction inflammatoire se caractérise par une succession d’événements plus ou moins
intriqués. L’agent inducteur amorce la libération de divers médiateurs et le recrutement de
cellules variées (polynucléaires, monocytes-macrophages, lymphocytes...) qui interagissent

entre eux en une boucle amplificatrice.

La nature du développement de chacun de ces événements et la nature des cellules et
médiateurs impliqués conditionnent le profil d'expression clinique et biologique de la réponse

inflammatoire (aigué ou chronique, locale ou systémique, protectrice ou délétere).

L’inflammation est cliniqguement définie comme un processus pathophysiologique caractérisé
par des rougeurs, de la fievre, des oedemes, de la douleur et une perte de fonctions (Russo-
Marie et al., 1998).

IV.1. Phases de I’inflammation

=  Phase d’initiation

La phase initiale de I’inflammation est une réponse rapide non spécifique qui fait suite a un
signal de danger, I’'immunité innée, se met en place avec activation du complément, des
monocytes, des macrophages et du systéeme de coagulation. Elle se caractérise par I’apparition

d’une congestion et d’un oedeme inflammatoire.

La congestion résulte d’une vasodilatation active des vaisseaux artériolaires puis des
vaisseaux capillaires. Le débit sanguin augmente, expliquant la rougeur et la chaleur
observées cliniquement. Cette vasodilatation est a la fois initiée et entretenue par des
médiateurs chimiques comme I'histamine ou la sérotonine, libérés par des mastocytes et des
polynucléaires et elle est maintenue par des substances a action plus lente ou plus prolongée

comme les Kinines, et certaines fractions du complément.
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L’oedéme inflammatoire résulte du passage dans le tissu conjonctif interstitiel ou les cavités
séreuses d'un liquide appelé exsudat, fait d'eau et de protéines plasmatiques, et c’est la
conséquence d'une augmentation de la pression hydrostatique due a la vasodilatation et
surtout d'une augmentation de la perméabilité de la paroi des petits vaisseaux sous I’effet de

médiateurs chimiques, dont I’histamine(Regnault, 1992).
= Phase d’amplification

Elle correspond a la migration des leucocytes vers le site inflammatoire, les premiers en place
sont les polynucléaires neutrophiles, puis ils sont remplacés par les mononuclées parmi celles-
ci les macrophages qui participent a cette phase grace a leur plus grande capacité de
phagocytose. Ces cellules phagocytent et libérent des substances vaso-actives, microbicides et
protéolytiques (radicaux libres oxygénés entre autres). L’interleukine 1 (IL1) et le Tumor
Necrosis Factor alpha (TNFa) synthétisés principalement par les macrophages, jouent un réle
dans la néovascularisation, I’activation cellulaire et le chimiotactisme du site inflammatoire.
Le processus peut se généraliser, dans ce cas, les cytokines (IL1) et (TNFa) agissent au
niveau du cerveau expliquant la fiévre et I’asthénie, au niveau de la moelle osseuse entrainant
hyperleucocytose et thrombocytose, au niveau des muscles amenant a une amyotrophie
progressive, et elles stimulent le foie, via I'lL6 pour la production de protéines de
I’inflammation (CRP, fibrinogéne, ferritine, haptoglobine...). Elles activent aussi les
lymphocytes B et T, conduisant a la réaction d’immunité spécifique dite adaptative.
(Chappuis, 2012).

=  Phase de résolution

La phase de résolution, dite de réparation, dépend du degré des lésions tissulaires. Une
régulation se met en place avec la synthése de cytokines « anti-inflammatoires », inhibiteurs
naturels comme les récepteurs solubles qui se lient et pi¢gent IL1 et TNFa. Des anti-protéases
vont désactiver la cascade protéolytique et limiter ainsi la destruction du tissu conjonctif. Des
antioxydants vont aussi limiter I’action des radicaux libres instables. Lorsque les macrophages
ont phagocyté les matieres étrangeéres, et lorsque les réactions inflammatoires ont permis
d'anéantir I'agent inflammatoire, le processus de restauration s'installe avec réorganisation

d'un tissu de remplacement sauf dans le cas des inflammations chroniques (Chappuis, 2012).
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1VV.2. Médiateurs de I’inflammation

e Les amines vaso-actives

Les amines vaso-actives sont les acteurs majeurs de la cascade inflammatoire a sa phase
précoce. Ces médiateurs sont formés avant I'inflammation, stockes sous la forme de granules
cytoplasmiques. Il s'agit de la serotonine sécrétee par les plaquettes lors de leur agrégation et
présente dans les cellules entérochromaffines et surtout de I'histamine largement présente
dans les tissus, au sein des mastocytes du tissu conjonctif, polynucléaires basophiles et
plaquettes (Bannwarth et al., 2007).

e Les kinines

Les kinines sont des polypeptides a action vaso-active, la plus importante est la bradykinine.
Ils représentent le deuxiéme médiateur aprés I'histamine. Aprés leur activation, ils sont
rapidement inactives par les kinases. Leur action est puissante mais limitée a la phase initiale

de I’inflammation, et se rapprochant de I'action de I'histamine.
e Dérivés de I'acide arachidonique

L'acide arachidonique est un acide gras formé par dénaturation des phospholipides des
membranes cellulaires, sous I'influence de la phospholipase Az activée par I'agression initiale

(stimulus mécanique ou chimique) et par divers médiateurs.

On distingue deux voies de métabolisation de I’acide arachidonique : la voie de la cyclo-
oxygénase (COX-1 et COX-2) et la voie de lipo-oxygénase.

La COX-1 est une enzyme constitutive de I’organisme, elle y est présente en permanence
surtout au niveau du rein, du tube digestif et du systéeme vasculaire. Leur site actif est
composé d’acides aminés essentiels en raison de leurs groupements fonctionnels ou de leurs

positions spatiales (Liu, 2013).

La COX-2 est une enzyme inductible, sa présence en quantité est induite par les stimuli de
I’inflammation. Cette présence se concentre essentiellement sur le site de la réaction

inflammatoire.

Les cyclo-oxygénases (COX) catalysent la formation de prostaglandines, en particulier de
PGE2 et PGI2, qui participe aux signes cardinaux de I’inflammation (oedéme, douleur,

rougeur, chaleur), leurs effets sont moins rapides et plus prolongés que ceux de I'histamine.
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L’acide arachidonique est en outre transformé en leucotriénes par la voie de la 5-lipoxygénase
(5-LOX) (Bannwarth et al., 2007).

e Les cytokines

Les cytokines sont des mediateurs de nature protéique, les trois principales sont :

I’interleukinel (IL1), le facteur nécrosant des tumeurs (TNFa) et I’interleukine 6 (IL6).

L’IL-1 est produite par les macrophages activés, les neutrophiles, les cellules endothéliales,
les fibroblastes, les kératinocytes, les cellules de Langerhans... C’est I’un des médiateurs clés
du controle de I’inflammation. Les sources principales in vivo de L’IL-6 sont les monocytes
stimulés, les fibroblastes et les cellules endothéliales. Il constitue une voie d’amplification
majeure des signaux transmis aux cellules de I’immunité. Ainsi, IL-6 favorisera le

déroulement des cascades de réaction qui méneront a I’inflammation.

Le TNF-a active les monocytes et augmente la phagocytose et la cytotoxicité des neutrophiles
et module I’expression de médiateurs clés tels que I’IL-1 et I’IL-6 (Dohan et al., 2004).

V1.3. Les anti-inflammatoires

Pour limiter I’inflammation, la thérapie employée en médecine moderne consiste en
I’utilisation des anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou glucocorticoides, et non stéroidiens
(AINS).

e Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) constituent une vaste famille de médicaments

dérivés du cortisol, principal glucocorticoide surrénalien.

L’industrie pharmaceutique a mis au point de nombreux dérivés du cortisol comme la

dexaméthasone et le budésonide (Hellal, 2007).

Leur activité anti-inflammatoire est relativement étendue, une partie de leurs effets anti-
inflammatoires passe par I’inhibition de la production des prostaglandines et des leukotrienes
par blocage de la phospholipase Az. Ce blocage est obtenu par I’induction de la synthese de
I’enzyme lipocortine. Les AIS diminuent aussi la migration des polynucléaires, monocytes,
macrophages vers les sites de I’inflammation et la production de médiateurs comme

I’histamine, les cytokines et la sérotonine. Malgré leur efficacité, ces traitements ont de
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nombreux effets adverses sur le long terme (Troubles endocriniens, insuffisance de la glande
surrénale a I’arrét du traitement, troubles digestifs troubles psychiques, Effet

immunosuppresseur) (Haugine., 2010).
e Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont constitués d’une vaste famille aux
produits chimiquement distincts, mais tous exercent un effet anti-inflammatoire
essentiellement par I’inhibition de I’activité enzymatique de COX (Vane et Botting, 1987), en
bloquant I’action des COX, entrainent une baisse des prostaglandines et de thromboxane, ce

qui conduit une diminution des effets de I’inflammation.

La plupart des AINS tel que I’indométacine inhibent de maniere non sélective la COX-1 et la
COX-2 alors que I’inhibition de la COX-1 a un grand nombre d’effets indésirables (gastro-
intestinaux et rénaux, entre autres), celle de la COX-2 est associée a des effets qui sont, pour
la plupart, souhaités. Le concept d’une inhibition COX-2-sélective est attrayant dans la

mesure ou il permettrait de séparer les effets indésirables des effets recherchés.

V1.4. Diabéte de type 2 et inflammation

Actuellement, il est bien connu qu’il existe un lien étroit entre I’inflammation, le stress
oxydatif et la phatogenése du diabete de type2 et ses complications. Le syndrome métabolique
et le développement du diabéte de type 2 sont associés a une production accrue de plusieurs
substances pro-inflammatoire, et médiateurs de I’inflammation dont I’interleukine 1 béta (IL-
1B), I’interleukine 6 (IL-6) et le facteur de nécrose tumorale (TNF-a), une augmentation des
protéines de la phase aigué de I’inflammation, dont la protéine C réactive (CRP), et une

activation des voies de signalisation de I’inflammation (Pickup, 2004).

Ces substances pro-inflammatoires, produites principalement par les macrophages infiltrés
dans le tissu adipeux et le foie, ainsi que le stress oxydatif jouent un réle majeur dans le
développement d’une résistance a I’insuline associée a I’obésité et dans la progression de
I’obésité vers le Diabete de type 2 (Olefsky, and Glass, 2010 ; Shoelson, et al., 2007).

En plus, I'nyperglycémie chronique chez les diabétiques endommage tous les vaisseaux
sanguins en les rétrécissant, empéchant une bonne circulation sanguine dans les membres
inférieurs et favorisant l'apparition des symptémes inflammatoires tels que les douleurs, les

gonflements des jambes, des chevilles ou des pieds et une mauvaise cicatrisation des plaies.
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V. Traitement du diabéte

Le diabéte de type 2, peut étre contr6lé dans les stades précoces de la maladie par un régime
alimentaire et une activité physique, mais si la glycémie normale n’est pas atteinte, une
prescription d’antidiabétiques oraux s’avere obligatoire, un recours a I’insuline peut aussi étre

nécessaire.

V.1. Traitement médicamenteux

Plusieurs familles d’antidiabétiques oraux existent. En général, il existe cing classes

d’antidiabétiques oraux, le traitement étant adapté a chaque patient diabétique :
e Les biguanides

De tous les biguanides, la metformine (glucophage) constitue le médicament de premier choix
dans la gestion du diabéte dans le monde, alors que les autres dérivés ou analogues a la
metformine tels que la phénformine ont été retirés du marché en raison des effets secondaires

potentiellement mortels qu’ils ont démontrés (Spiller, and Sawyer, 2006 ; Tran, et al., 2015).

La metformine agit principalement en augmentant I’action de I’insuline au niveau du foie et
en diminuant ainsi la production hépatique de glucose. Elle exerce aussi un effet anti-
lipolytique qui diminue la concentration d’acides gras libres et réduit ainsi la disponibilité de
substrat pour la néoglucogenése. La Metformine accroit aussi la captation et I’utilisation
périphérique de glucose en augmentant, d’une part, la translocation ou la synthése des
transporteurs du glucose (Glutl et Glut4) et, d’autre part, en favorisant la synthese de
glycogene.La metformine, le biguanide le plus commercialisé dans le monde, provoque des

états d'acidose lactique (Stumvoll, et al., 1995; DeFronzo et al., 2016).
e Lessulfonylurées

Les sulfonylurées sont les médicaments les plus utilisés pour le traitement du diabete de type
2. Le récepteur aux sulfonylurées est une composante du canal ATP dépendant du potassium
dans les cellules B du pancréas. La liaison des sulfonylurées conduit a I’inhibition de ces
canaux qui modifient le potentiel de repos de la cellule, induisant un influx de calcium et une
stimulation de la sécrétion d’insuline. Les sulfonylurées sont donc uniquement utiles chez les

patients qui ont encore une fonction résiduelle des cellules B(Ducobu, 2003).Les
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sulfonyluréesprovoquent un état dhypoglycémie, ainsiqu'un gain de poids di a I'hyper
insulinémie (Vicent, et al., 1995 ; DeFronzo, 1999).

e Les thiazolidinediones (TZD),

Les thiazolidinediones egalement connues sous le nom de glitazones, constituent la troisieme
classe d'’hypoglycémiants oraux représentés par la rosiglitazone et la pioglitazone. Les TZD
sont des agonistes des récepteurs nucléaires PPAR-y induisant la différenciation adipocytaire
et agissant sur le métabolisme lipidique par un stockage plus efficace des acides gras libres
dans le tissu adipeux et une sécrétion plus importante d’adiponectine, et moindre d’adipokines

déléteres sur le plan de la sensibilité a I’insuline (Jia, et al., 2011).

Dans les milieux expérimentaux et cliniques, les TZD diminuent la résistance a I'insuline, en
partie par leur effet de diminuer le rapport de la leptine a I'adiponectine, qui sont deux
adipokines importantes impliquées dans le controle de I'appétit et de la sensibilité a l'insuline,
respectivement. Les limites de leur utilisation comprennent les effets secondaires hépatiques
et cardiovasculaires (Elte, 2007 ;Haddad, et al., 2012).

e Lesglinides

Ce sont des médicaments hypoglycémiants, de trés courte durée d’action, utilisés soit seuls,
soit en combinaison. Ils sont différents structurellement des sulfonylurées, mais agissent sur le
méme récepteur au niveau d’un site différent. Ils se fixent avec une trés grande affinité et se
détachent tres rapidement de leur liaison. Ceci explique qu’ils stimulent plus vite la sécrétion

d’insuline pendant un temps plus court (Haddad et al., 2012).
e Les inhibiteurs de I’alpha-glucosidase

Les inhibiteurs de 1’enzyme a-glucosidase tel que I’acarbose ralentissent I’absorption
intestinale du glucose. Ils peuvent étre utilisés seuls ou en thérapie combinée, notamment pour
réduire I'nyperglycémie postprandiale. Cependant, ils présentent des effets secondaires gastro-
intestinaux qui peuvent limiter leur utilisation (Josse, 1995 ; Baron, 1998).

V.2. Phytotherapie du diabéte

La médecine traditionnelle reste encore le principal recours pour une majeure partie de la
population mondiale face a la maladie pour des raisons d’ordre socioculturel,

socioéconomique et sanitaire.
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La phytothérapie antidiabétique connait & ce jour un essor important du fait de la découverte
de plus en plus croissante d’extraits de plantes efficaces dans le traitement du diabete. Cette
pratique a fasciné les chercheurs pour entreprendre des expériences afin de comprendre le
mécanisme d’action de ces remeédes naturels et d’en tirer les principes actifs. Marles et
Farnsworth (1995), reportent I’existence de 1123 especes de plantes douées d’un pouvoir
antidiabétique, appartenant & 725 genres et 183 familles, parmi ces plantes utilisées
traditionnellement pour le traitement du diabete, il y en a celles qui ont été testees
expérimentalement, et 81% d’entre elles ont montré des résultats positifs, ce qui les a mené a
constater que ces remedes naturels représentent une source potentielle pour des nouveaux

médicaments antidiabétiques (Marles, and Farnsworth, 1995).

Au Maroc, un total de 255 espéces végétales appartenant a 70 familles ont été rapportées
comme etant utilisées en médecine traditionnelle et complémentaire pour le traitement et la
gestion du diabete. Les espéces végétales fréquemment utilisées par les populations de la
plupart des régions du Maroc sont Trigonella foenum-graecum (lhalba), Artemesia herba-alba
(Chih), Nigella sativa (Sanouj/Haba souda), Olea europaea (Jbouj/Azmour/Zitoun), Allium
cepa (Basla) et Marrubium vulgare (Mriwt/Ifzi) (Idm’hand, et al., 2020).
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V1. Les plantes Cistus salviifoilus L. et Cistus monspeliensis L.

V1.1. Classification et description botanique

Le genre Cistus fait partie de la famille de Cistaceae qui comprend environ 180 taxons
d’arbustes, arbrisseaux, annuelles ou plantes vivaces. D’apres El Alaoui-Faris et et al (2009)
ce genre regroupe 12 especes dans la flore marocaine dont Cistus Salviifolius L. et Cistus

monspeliensis L.
Leur Classification est comme suit :

= Reégne : Plantae

= Sous-regne : Tracheobionta
= Division : Magnoliophyta
= Classe : Magnoliopsida

= Sous-classe : Dilleniidae

= Ordre : Violales

= Famille : Cistaceae

= Genre : Cistus

= Espéce : Cistus Salviifolius L. ; Cistus monspeliensis L.

Cistus salviifolius L, dont le nom commun est Ciste a feuilles de sauge, et Tuzzala en arabe,
est un arbrisseau de 30 a 80 cm de hauteur, tres ramifié, dont les jeunes rameaux sont couverts
de poils étoilés, non visqueux. Ses Feuilles sont simples, opposées brievement pétiolées,
oblongues a elliptiques, avec un limbe réticulé un peu rugueux sur la face supérieure ; ses
fleurs sont blanches de 4-5 cm de diametre, longuement pédonculées, avec 5 pétales et 5
sépales, largement lancéolés, en coeur a la base ; son fruit est en capsule pentagonale,
tronquée au sommet, et ses graines presque lisses ou fortement réticulées ; sa floraison se fait
en Mars-Juin (Fig. 3).
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Figure 3: La plante Cistus salviifolius L

Cistus monspeliensis L, appelé également Ciste de Montpellier, et Tuzzala ou Chetaipa en
arabe, est un arbrisseau de taille moyenne (entre 0,5 et 1,2 m. de hauteur), tres ramifié deés la
base, avec des feuilles simples, opposées, sessiles, lancéolées, trinervées, et limbe réticulé,
plissé au-dessus, & marge enroulée. Elle se caractérise par son calice et ses feuilles collants, et
visqueux. Ses fleurs blanches, de 2-3 cm de diametre, réunies par 2-4 en grappes unilatérales,
avec 5 pétales, et 5 sépales en coeur ; son fruit en capsule arrondie et ses graines rugueuses ;

la floraison est en Mars-Juin (Fig.4).

Figure 4: La plante Cistus monspeliensis L.
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V1.2. Répartition geographique

Les especes du genre Cistus poussent dans la région méditerranéenne d’Afrique, d’Europe, et
d’Asie. Cistus salviifolius L. et Cistus monspeliensis L., sont parmi les especes les plus
répondues au Maroc. Ces espéces sont présentes dans les terrains chauds, ensoleillés, protégés
des intempéries. C. monspeliensis est une espéce calcifuge fréquemment rencontré dans les
foréts claires des Béni Snassen, de Debdou, du Maroc occidental, du Maroc central, du Rif, du
Moyen Atlas et du Haut Atlas, jusque vers 1 300 m daltitude. On trouve C. salviifolius
surtout dans les foréts claires a substrat siliceux du Rif, du Moyen Atlas et du Haut Atlas
jusque vers 2 100 m d'altitude (Aafi, etal., 2002).

V1. 3. Utilisations traditionnelles

Diverses especes de Cistus sont utilisees (en Italie, Gréce, Espagne et Turquie) pour le
traitement de la diarrhée et des ulceres gastro-duodénaux, comme des agents anti-
inflammatoires et antispasmodiques, et comme recours généraux pour plusieurs maladies de
la peau (Attaguile et al.,, 2004), elles sont utilisées également pour leurs propriétés

antidiabétiques (Orhan et al., 2013), antimicrobiens, et cytotoxiques (Jemia et al., 2013).

Les feuilles et les tiges de C. salviifolius sont utilisées en infusion pour le traitement du
diab¢te (Polat, R. and Satil, F., 2012) en Turquie. Au Maroc, les feuilles de cette plante sont
utilisees en décoction contre le diabéte (Barkaoui et al., 2017), et les graines associées a celles
de nigelle (Nigella sativa), en poudre, sont administrées par I’eau pour le traitement de cette
maladie (Benkhnigue et al., 2014).

Les feuilles de C. monspoliensis et de C. salviifolius sont utilisées en infusion comme digestif
et pour le traitement des douleurs gastriques. Le décocté de la plante entiere de C.
monspoliensis L est utilisé, en cataplasme, pour traiter les blessures (Lahsissene &al., 2009).
A Marrakech, les graines de quelques espéces du genre Cistus sont apprétées avec des épices,
s’emploient comme aliment apéritif. Les graines pilées de la plupart des cistes sont
consommées dans les campagnes marocaines, comme amuse-gueule. Dans la région de
Taineste, ses graines sont utilisées comme chapelure dans la préparation des gateaux. Dans le
nord du Maroc (douar Agan, région de Talambot), les fruits des cistes (ameril) servent a
confectionner le harkls (fard a tatouage). Le bétail apprécie les pousses de C. salvifolius
(Bellakhdar, 1997).
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V1.4. Etudes phytochimiques
La majorité des études phytochimiques effectuées sur un nombre important d’espéces du
genre Cistus ont montré la richesse ainsi que la diversité structurale de ce genre en

métabolites secondaires.

L’analyse d’un extrait aqueux lyophilisé de C. monspeliens d’Italie par HPLC-DAD a montré
la richesse de cette espéce en catéchine, gallocatéchine et en acide gallique (Santagatilet al.,
2008). Ponponio et ses collaborateurs (2003) ont montre la présence de (+)-catechin et (-)
gallocatechin dans I’extrait aqueux lyophilisée des parties aériennes de C.monspeliensis

d’Italie par la méthode de Chromatographie électrocinéetique en microémulsion (MEEKC).

Les travaux effectués par Qa’dan et ses collaborateurs (2011) sur les parties aériennes de
C.salviifolius  ont permis I’isolement de deux nouveaux proanthocyanidines,
I'épigallocatéchine-3-O-p-hydroxybenzoate-(4p—8)-epigallocatechin et épigallocatéchine-3-

O-p- hydroxybenzoate- (4 B — 8) -epigallocatechin-3-O-gallate.

Saracini et al (2005) ont identifiés une série de composés polyphénoliques dans un extrait
éthanolique des feuilles de C.salviifolius d’Italie par HPLC-DAD et HPLC-MS, ces composés
sont les ellagitanins (punicalagin et ses dérives), les dérivés de myricetine (myricetine 3-O-
(6’’-O-galloylgalactoside), myricetine 3-O-galactoside, myricetin xyloside ) des dérivés de
quercétine (quercetin 3-O-galactoside, quercetine 3-O-glucuronide, quercetine xylosides,
quercetine xylosil glucoside, quercetin 3-O-(6’’-O-galloylgalactoside)) , un mono-coumaroyl

kaempferol glucoside, et un di-coumaroyl kaempferol glucoside.

L’étude phytochimique réalisée par Danne et ses collaborateurs (1994) sur I’espéce C.
salviifolius a permis I’isolement de plusieurs composés. L’extrait acétate d’éthyle de la
fraction aqueuse acétonique des parties aériennes de C. salviifolius a été chromatographié sur
séphadex LH-20, et aprés une série de purification sur colonne les composés isolés sont : des
dérivés de flav-3-ol , catechine, epicatechine, gallocatechine, epigallocatechine, epicatechine
3-O-gallate, gallocatechine 3-O-gallate, epigallocatechine 3-O-gallate , epigallocatechin3-O-
p-hydroxy  benzoate, prodilphinidine epigallocatechine  (4—8)-epigallocatechine,
epigallacatechine 3-O-gallate-(4p—38)-epigallocatechine, epigallocatechine-(4p—8)-
epigallacatechine-3-O- gallate , epigallocatechine-(4p—6) epigallocatechine-3-O-gallate, et
phloroglucinol glucosides :1-O-B-D-glucopyranosyl-3-O-methoxy-5-hydroxy benzene, 1-O-
B-D-(6’0O-galloyl) glucopyranosyl-3-methoxy-5-hydroxy-benzene.
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V1.4. Etudes pharmacologiques

Les études pharmacologiques ont montré que le genre Cistus présente des effets anti-
inflammatoires (Kupeli et al., 2007), antioxydantes (Nicolettia et al., 2015 ; Amensour et al.,
2010; Attaguile et al., 2000 ), antidiabétiques (Orhan et al., 2013), cytotoxiques et
antiprolifératifs (Vitali et al., 2011 ; Jemia et al., 2013), antimicrobiens (Bouamama et al.,

2006), et des effets préventifs sur la maladie d’Alzeimer (Loizzo et al., 2013).

L’etude effectuée par Nicolettia et ses collaborateurs (2015) a montré que [Iextrait
méthanolique des feuilles de C.monspeliensis de Tunisie a une importante activité
antioxydante in vitro. L’extrait aqueux des parties aériennes de C. monspeliensis d’ltalie
montre également une forte activité antioxydante. Il inhibe la génération de superoxyde et
réduit la lipoperoxydation dans les microsomes de foie de rat, et il a une activité protectrice
contre le clivage de I’ADN (Attaguile et al., 2000). Cet extrait posséde également un effet

cytotoxique et antiprolifératif sur les cellules prostatiques humaines (Vitali et al., 2011).

L’extrait hexanique de C. monspeliensis d’origine tunisien a une activité antiproliferative

importante sur la lignée cellulaire de mélanome humain A-375 (Jemia et al., 2013).

Les travaux effectués par Haouat et al (2013) sur I’activité antimycobacterienne, ont montré
que les extraits aqueux et éthanoliques des parties aériennes de C. salviifolus d’origine

marocaine ont un important effet antimycobacterien.

Les extraits méthanolique des feuilles de C. monspeliensis marocaine possedent un effet
antimicrobien vis-a-vis de certains microorganismes impliqués dans de nombreuses infections

et maladies de la peau (Bouamama et al.,2006).

Les huiles essentielles de C.monspeliensis de Tunisie et C.salviifolius d’Italie ont montrés des
effets antioxydants potentiels, et des activités inhibitrices de cholinesterases utiles pour la
prévention et le traitement de la maladie d’Alzeimer (Loizzo et al., 2013).
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Chapitre | : Caractérisation phytochimique

I. Matériel végétal

La plante Cistus salviifolius(L.) a été récoltée de la forét Madmoura a Salé, et
Cistusmonspeliensis(L.) a été récoltée de Maaziz (province d’El Khemisset) au Maroc. Les
deux plantes ont été recueillies en mois d’Avril 2015. L’identification des especes a été
réalisée a I’institut scientifique de Rabat et des échantillons ont été déposés dans I’herbier du
département botanique sous les Numéros «<RAB 1012176 » et « RAB 1012177» pour Cistus
salviifolius et Cistus monspleiensis respéctivement.

Les parties aériennes des plantes ont été nettoyés et sechés a I’ombre et a température

ambiante jusqu’au poids constant et ils sont ensuite broyeés afin de procéder aux extractions.

I1. Préparation des extraits

Afin de préparer les extraits aqueux des plantes étudiées, nous avons utilisé la méthode de
I’infusion.Ainsi, 100 g de la matiére végétale séche de chaque espece ont été mis en contact
avec 1000 ml de I’eau bouillante et laissés refroidir pendant une heure. Le mélange est ensuite
filtré sur papier Wattman et le filtrat de chaque plante est évaporé a 60°C sous pression

réduite a I’aide d’un évaporateur rotatif (EV311).
v’ Calcul du rendement

Le rendement d’extraction désigne la masse de I’extrait obtenu, il est exprimé en pourcentage
par rapport a la quantité initiale de la plante soumise a I’extraction. Nous avons déterminé les

rendements des plantes étudiées en extrait sec par le calcul du rapport suivant :

Rdt (%) = (P1— P2/ P3) x 100
P1 : poids du ballon apres évaporation ;
P2 : poids du ballon vide;

Ps: poids de la matiere vegétale de départ

I11. Screening phytochimique
Le screening phytochimique correspond a une technique de « criblage » c’est-a-dire la
recherche systématique des produits naturels contenus dans les plantes en faisant une analyse

qualitative basée sur des réactions de précipitation (formation d’un complexe insoluble) et/ou
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colorimétrique (conjugaison ou instauration dans une molécule). Il est effectué sur le matériel

végeétal sec et broyé que nous avons prépare.
v’ Caractérisation des alcaloides

La recherche des alcaloides est basée sur leurs capacités a se combiner avec les métaux lourds
ou avec I’iode. Leurs précipitation en milieu acide ou basique se fait principalement a I’aide
de deux réactifs : réactif de Mayer (solution de mercuri-iodure de potassium) et Dragendorff

(’iodo-bismuthate de potassium).
*= En milieu acide

A une quantité de 1 g de la poudre végétale nous avons ajouté 10 ml d’acide sulfurique
(H2SO04) a 1%, et le mélange est agité pendant 15min. Aprés filtration, I’ajout de quelques
gouttes de réactif de Mayer au filtrat conduit a lI'apparition d’un précipité blanc en présence
des alcaloides.

Si le test s’avere positif en milieu acide, on passe au test de confirmation en milieu basique.
= En milieu basique

La poudre végétale est alcalinisée en ajoutant 1 ml de NaOH, puis nous avons effectue
I’extraction en utilisant le dichloromethane (CI2CH2).

Apres filtration, une goutte de I’extrait est déposée sur couche mince (plaque de silice).

L'application du réactif de Dragendorff par pulvérisation permet de révéler la présence
d'alcaloides. Ceux-ci se révélent par I’apparition d’un spot orange fluorescent.

v' Caractérisation des flavonoides

Pour la recherche des flavonoides nous avons utilisé la réaction a la cyanidine qui permet de

révéler la présence des flavonoides libres (flavones et dihydroflavolols).

En effet, une quantité de 0.5 g du matériel végétal est extraite par éthanol pendant 10 min ;
puis le mélange est filtré et 5 ml du filtrat est introduit dans un tube a essai.En ajoutant
quelques gouttes d’acide chlorhydrique concentré et quelques copeaux de magnésium on
observe un dégagement de chaleur puis une coloration selon le type des flavonoides

majoritaires :
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= Coloration orange : flavones,
= Coloration rose-violacée : flavonones,

= Coloration rouge cerise : flavonols.
v Caractérisation des tanins

Une quantité de 1.5 g du poudre végétale a été placée dans 10 mL de méthanol 80% est agitée
durant 15 mn puis filtrée. Ensuite, quelques gouttes du chlorure ferrique (FeCls) 1% sont
ajouté a I'extrait méthanolique déjapréparé. L’apparition d’une coloration bleue noire ou

brune verdatre indique la présence des tanins.
v/ Caractérisation des quinones libres

Pour la recherche des quinones libres, 1 g du poudre végétale de chaque plante est placé dans
un tube en présence de 30 ml d’éther de pétrole. Le mélange est laissé sous agitation
pendant 24 heures, puis,I’extrait est filtré et concentré au rotavapeur. L’ajout de quelques
gouttes de NaOH 0.1 M, permet la révélation de quinones libres lorsque la phase aqueuse

vire au jaune, rouge ou violet.
v/ Caractérisation des anthraquinones

Une quantité de 1g de la poudre végétale est introduite dans un tube a essai avec 10 mL de
Chloroforme (CHCI3). Nous avons procédeé a un chauffage au bain marie pendant 15min,
ensuite, nous avons filtré et complété le volume a 10 mL avec du chloroforme.

Puis, nous avons ajouté 1 mL du KOH aqueux 10% (v/v) a I’extrait chloroformique
préparé.Aprés agitation, le virage de la phase aqueuse au rouge indique la présence des

anthraquinones.
v Caractérisation des saponosides

Les propriétés physicochimiques les plus caractéristiques des saponosides sont la
modification de la tension superficielle et le pouvoir moussant en solution aqueuse.

En effet, la présence des saponosides dans les deux plantes est déterminée par le test de la
mousse. Brievement,2g du matériel végétal sec de chaque espéce sont utilisés pour préparer
une décoction avec 100 ml d’eau pendant 30 min. Apres refroidissement et filtration, 10 ml de
chaque extrait est introduit dans un tube a essai et agité avec énergie en position horizontale

pendant 15 secondes. Aprés un repos de 15 min en position verticale, on reléve la hauteur de
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la mousse persistante en cm. Une hauteur de mousse persistante, supérieure a 1 cm indique la

présence de saponosides.
v Caractérisation des terpénoides

Afin de mettre en évidence la présence des terpénoides, nous avons effectué une extraction
avec 1g de la matiére végétale et 10 ml du méthanol, apres agitation et filtration, 5 ml de
I’extrait obtenu est placé dans un tube a essai et mélangé avec 2 ml du chloroforme, la
présence de terpénoides se traduit par une apparition d’une couleur brune rougeétre apres

I’ajout de 3 ml de I’acide sulférique.

IVV. Dosage des composés phénoliques

Une analyse quantitative des extraits CSA et CMA a été réalisee au moyen de dosage
spéctrophotométrique, et avait pour objectif la détermination de la teneur des extraits en
polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés (appelé également tanins

catéchiques ou proanthocyanidines).

IV.1. Dosage des polyphénols
Les teneurs de nos extraits en polyphénols totaux ont eté déterminés par la méthode
colorimétrique selon la procédure décrite par Spanos et Wrostad (1990) modifiée par Lister et

Wilson (2001) en utilisant le réactif de Folin- Ciocalteu.
v Principe

Le réactif de Folin Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange d'acide
phosphotungstique et d'acide phosphomolybdique.

Le principe de ce dosage repose sur la réduction en milieu alcalin de I’acide
phosphomolybdique et d’acide phosphotungstique présents dans le réactif Folin-Ciocalteu par
les polyphénols en donnant un mélange d’oxydes de tungsténe et de molybdene (Ribereau,
1968). Cette réduction se traduit par I’apparition d’une coloration bleue foncée dont I’intensité

est proportionnelle au taux de composés phénoliques oxydés.
v Procédure

Brievement, 0.5 ml de chaque extrait est ajouté a 2.5 ml du réactif de Folin-Ciocalteu dilué
dix fois dans I’eau distillée, suivi par I’addition de 4 ml de carbonate de sodium Na2COzs (7.5

%, wi/v) afin de favoriser un milieu alcalin pour démarrer la réaction d'oxydoréduction. Le
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mélange est ensuite incubé au bain marie & 45 °C pendant 30 minutes et I'absorbance de tous
les extraits a été mesurée par spectrophotométre a 765 nm.

L’intensité de la coloration bleue produite pour chaque extrait a été mesurée a I’aide d’un
spectrophotometre (JENWAY 6305) a la longueur d’onde 765 nm.

La concentration des polyphénols totaux dans chaque extrait est déterminée en se référant a
une courbe d’étalonnage réalisée a partir d’une gamme de solutions standard d’acide gallique
(Annexe 1). Elle est calculée a partir de I’équation de régression de la courbe et exprimée en

milligrammes équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG / g).

IVV.2. Dosage des flavonoides
La quantification des flavonoides est réalisée selon la méthode colorimétrique décrite par
Dewanto et al. (2002).

= Principe

Cette méthode est basée sur la capacité des flavonoides a former des complexes chromogenes
avec le chlorure d’aluminium (AICIz) en donnant une couleur jaune et avec la soude (NaOH)

en donnant une couleur rose.
=  Procédure

Dans des tubes a essais ont été introduits successivement 1 ml de I’extrait et 6.4 ml d’eau
distillée. Au temps initial, 0.3 ml de la solution de Nitrite de sodium NaNO2 5 % (m/v) ont été
ajoutés. Aprés 5 min, 0.3 ml de Trichlorure d’aluminium AICls 10 % (m/v) ont été
additionnés et le melange a été laissé au repos pendant 6 min. Ensuite, 2 ml de la soude NaOH
(1M) ont été ajoutés et la solution a été bien mélangée et laissée au repos pendant 30 min. Les
absorbances ont été mesurées a une longueur d’onde égale a 510 nm.

Les teneurs de nos extraits en flavonoides sont calculées a partir de I’équation de régression
de la gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon la Rutine a différentes
concentrations (Annexe 1)et elles sont exprimées en milligrammes déquivalents de Rutine par

gramme d’extrait.

IV. 3. Dosage des proanthocyanidines
Le dosage des tanins condensés dans nos extraits est effectué par la méthode colorimétrique
décrite par Julkunen-Titto (1985).
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= Principe

Le principe de ce dosage est base sur la capacité de la vanilline grace a son groupement
aldéhydique de se fixer sur le carbone 6 du cycle A de la molécule de catéchine pour former

un complexe chromophore rouge dont I’intensité est mesurable a la longueur d’onde 500 nm
*  Procédure

Ainsi, 50 ul de chaque extrait a été mélangé avec 1.5 ml de la vanilline 4% (préparé avec du
méthanol), puis 750 ul de ’acide chlorhydrique HCI concentré ont été ajoutés. La solution a
été bien mélangée a I’aide du vortex et puis, incubée a température ambiante dans I'obscurité

pendant 20 min. L’intensité de la coloration rose produite a été mesurée a 500 nm.

Les concentrations en tanins catéchiques sont calculées a partir de I’équation de la régression
linéaire de la courbe d’étalonnage établie avec la Catéchine et exprimées en milligramme

équivalents de la catéchine par gramme d’extrait(Annexe 1).

V. Composition minérale

Les teneurs de nos plantes en différents composés minéraux : Calcium (Ca), Cuivre (Cu),
Magnésium (Mg), Fer (Fe), Sodium (Na), Potassium (K), et Zinc (Zn), Phosphore (P) ont été
déterminés en utilisant la technique de spectroscopie d'émission atomique avec plasma a
couplage inductif (ICPAES, Jobin Yvon Ultima 2).

Ainsi, 150 mg des poudres des parties aériennes de chaque plante ont été mélangé avec2 mi
d'acide nitrique HNOs (70%) dans un bécher en téflon, avantd’étre incinéré a 110 ° C. Apres
avoir ajouté 0.5 mL d'acide fluorhydrique le bécher bien couvert a été placé sur un bain de
sable et le mélange d'échantillon a été chauffé jusqu'a obtention d'une solution limpide.
Ensuite, le mélange a été évaporé jusqu'a séchage apreés avoir retiré le couvercle. Enfin, 2 mL
d'acide chlorhydrique (HCI) ont été ajouté au mélange et le résidu a été extrait par 25 mL
d’acide chlorydrique (HCI) (2.0 M).

V1. Analyse statistique

Les données ont été presentées sous forme de moyenne + erreur standard. La signification
statistique a été analysée par l'analyse de variance (ANOVA one way), et la comparaison
multiple par le test de Tukey. La signification a été établie a p <0.05. L'analyse a été réalisée

avec le logiciel Graph Pad Prism v 6.
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Chapitre Il : Etude de I’activité antidiabétique chez la souris

I. Animaux

Dans notre étude nous avons utilisé des souris Swiss albino et des rats Wistar. Ces animaux
ont été éelevés dans des cages en polypropyléne dans I'animalerie centrale de la Faculté de
médecine et de pharmacie de Rabat, au Maroc. Toutes les animaux ont été maintenus dans des
conditions environnementales standards : I'eau de robinet, une nourriture réguliere, un cycle
de 12 h/12 h de lumiére/obscurité et une température de 21- 23°C. Les expériences ont été
menées conformément aux principes enoncés dans le « Guide pour le soin et l'utilisation des
animaux du laboratoire» préparé par I’Académie National des Sciences et publié par I’Institut
National de la Santé. Ainsi, tous les efforts ont été déployés pour minimiser la souffrance

animale et le nombre d'animaux utilisés.

I1. Etude de la toxicité chez la souris
Avant d'entamer les essais pharmacologiques, nous avons d'abord évalué la toxicité des

extraits a tester en administration orale chez la souris.

I1.1. Toxicité aigué

Pour I’étude de la toxicité aigué nous avons utilisé des souris femelles saines et adultes pesant
entre 21 et 24 g.

L’eétude a été réalisée conformément aux lignes directrices 423 de I'Organisation de
coopération et de développement économiques (OCDE) (OCDE, 2002).

Cette méthode, permet d’exploiter un nombre minimal d’animaux a la différence des autres
méthodes de toxicité aigué (lignes directrices 420 et 425) permettant de classer les produits
par ordre de toxicité d’une maniére similaire.

Il s'agit d'administrer par voie orale a un groupe d’animaux une dose choisie du produit puis la
tester dans un processus séquentiel dans lequel on utilise trois animaux a chaque étape. Selon
la mortalité ou non des animaux sujets du test on détermine I’étape suivante:

- Arrét de I’essali,

- Administration de la méme dose (test confirmatif),

- Administration de la dose immédiatement supérieure ou inférieure a un nouveau groupe

d’animaux.
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Les souris ont été sélectionnées par une technique d'échantillonnage aléatoire et divisé en
deux groupes. Un essai limite & un niveau de dose de 2000 mg/kg est exécuté avec six
animaux (trois animaux par étape).

Apreés une période de jeune de quatre heure les extraits CSA et CMA ont été administré par
voie orale aux souris en une seule dose (2000 mg/kg) en utilisant une sonde gastrique.

Apres I’administration des extraits, les animaux sont observés individuellement réguliérement
pendant quatorze jours. Une attention particuliere s’impose pendant les premiéres quatre
heures.

Le comportement, les symptdmes cliniques (tremblement, convulsion, salivation, diarrhée,
sommeil et coma..etc), la mortalité des animaux ainsi que les poids individuels de chaque

souris ont éte enregistrés pendant toute la durée de I’expérience.

I1. 2. Etude des effets sur les paramétres biochimiques
L’objectif de cette étude est d’avoir des informations suffisantes sur I’innocuité des extraits a
tester et de la dose choisie (500 mg/kg) pour I’étude pharmacologique sur une durée d’étude

d’un mois.

Des souris saines males et femelles, aillant un poids corporel compris entre 21 et 24 g, ont été

utilisées dans cette étude.
v Procédure

Les animaux ont été divisés en trois groupes de 10 souris chacun, ils sont pesés et marqués
pour permettre une identification individuelle et gardées dans leurs cages :

v Groupe témoin traité par I’eau distillée,

v Groupe traité par CSA (500 mg/kg),

v Groupe traité par CMA (500 mg/kg).

Les souris ont été mises a jeun pendant quatre heures avant I'expérimentation.
Les extraits ont été préparés dans I’eau distillée juste avant I’administration. Ils sont

administrés par voie orale a I’aide de la sonde gastrique chaque jour pendant un mois.

Les animaux ont été observés individuellement afin de relever les éventuelles manifestations
cliniques, en particulier neurologiques et oculaires, ainsi que la mortalité. La date d'apparition
et la progression des signes toxiques, ainsi que I’évolution du poids corporels des animaux

doivent étre enregistrées.
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Aprés un mois de traitement, des échantillons du sang ont été prélevés au niveau de la veine

jugulaire et recueillies dans des tubes contenant I’héparine comme anticoagulant.

Ensuite, les échantillons du sang ont été centrifugés a 3000 tr / min pendant 10 min a 4 °C.

Puis, le sérum a été isolé pour analyser les paramétres biochimiques suivants :

= Urée,

= Créatinine,

= Aspartate aminotransférase (ASAT),
= Alanine aminotransférase (ALAT),
= Glycémie

= Cholestérol total,

= Triglycérides.

= Protéines

I11. Test de tolérance au glucose

Le test de tolérance au glucose a été effectué afin d'évaluer l'effet de CSA et CMA sur
I'noméostasie systémique du glucose.

Le test a été réalisé sur des rats adultes de souche Wistar males dont le poids corporel compris

entre 160 et 200 gramme. Ces rats sont mis a jeun pendant 18 heures avant I'expérimentation.
v Procédure

Les rats ont été répartis en quatre lots de six rats chacun, marqués pour permettre une

identification individuelle et ont recu par voie orale les différents traitements :
- Lot témoin recevant I’eau distillée,

- Lot traité par CSA (500 mg/kg),

- Lot traité par CMA (500 mg/kg),

- Lot traité par la métformine (300 mg/kg).

Une heure apres I’administration orale des extraits, métformine, ou I’eau distillée,
I’hyperglycémie a été provoquée chez les animaux de chaque lot par administration orale
d’une solution de glucose préparé dans I’eau distillée a la dose de 2g/kg. La glycémie des rats

est suivie a I’aide d’un glucométre (On-Call plus) sur un intervalle de 30 minutes pendant 2
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heures (0, 30, 60, 90 et 120 min). Le sang est prélevé par ponction de la veine caudale
latérale. Une cage de contention est utilisé pour faciliter la manipulation de I’animale lors de

la mesure de la glycémie.

IV. Induction du diabete
Afin d’évaluer I’activité antidiabétique des extraits CSA et CMA un diabéte de type Il a été
induit chez les souris par injection intra-péritoneale de Streptozotocine apres administration

de Nicotinamide.

La STZ est un agent diabétogéne bien connu exercant une action cytotoxique sur les cellules 3
productrice de I’insuline au niveau du pancréas, tandis que le nicotinamide est administré aux
souris pour protéger partiellement ces cellules contre les dommages excessifs causés par la
STZ. Ce régime ne produit pas un modele de résistance a I’insuline mais une carence en
insuline, dans ce modele le diabéte de type 2 est caractérisé par une hyperglycémie stable et

modérée, associée a une perte partielle de la fonction des cellules p.

Pour ce test, nous avons utilisé des souris male de la souche swiss albino dont le poids
corporel compris entre 28 et 34 gramme. Ces animaux ont été mis a jeun pendant 18 heures

avant I'expérimentation.
v Procédure

Le diabete de type Il a été induit chez les souris par injection intra-péritonéale d’une solution
de Streptozotocine a une dose de 200 mg/kg fraichement préparée dans du tampon citrate (0.1
M, pH 4.5) 15 min aprés administration de nicotinamide a la dose de 210 mg/kg (préparée
dans I’eau physiologique. Apres I’induction du diabéte, les souris ont été nourries avec une
solution de glucose 5% pendant 24 heures afin de surmonter I’hypoglycémie généré suite a la

destruction des cellules 3 pancréatiques et la libération massive d’insuline.

Une semaine aprés I’induction, le diabéte a été confirmé chez les souris par mesure de la
glycémie a jeun a I’aide d’un glucomeétre de type One Call. Seules les souris ayant le taux de
glucose sanguin supérieur a 126 mg/dl ont été considérés comme diabétiques et retenus pour

cette expérimentation.
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V. Traitement et mesure de la glycémie

Aprés la confirmation du diabéte, les souris ont été réparties en 5 lots de 6 souris chacun et

ont recu par voie orale les différents traitements :

- Un lot témoin normal recevant I'eau distillée.

- Un lot témoin diabétique recevant I'eau distillée.

- Un lot de référence recevant le médicament métformine a la dose de 300 mg/kg.
- Un lot recevant I’extrait aqueux de CSAa la dose de 500 mg/kg.

- Un lot recevant I’extrait aqueux de CMAa& la dose de 500 mg/kg.

Le traitement a été effectué pendant un mois par administration journaliére des extraits a une
dose de 500 mg/kg et de la métformine a une dose de 300 mg/kg par voie orale a I’aide d’une

sonde gastrique.
v" Mesure de la glycémie

La mesure de la glycémie a été effectuée chaque semaine chez les animaux a jeun en utilisant
le glucométre On Call® Plus. Le sang a été préelevé par ponction de la veine caudale latérale.
Une cage de contention est utilisé pour faciliter la manipulation de I’animale lors de la mesure

de la glycémie.
v" Mesure des poids corporels

Afin de déterminer I’influence de nos extrais sur le poids corporel et la croissance des souris,
nous avons suivi I’évolution pondérale des souris témoins et traitées, chaque semaine tout au

long de I’expérimentation. Le poids corporel est mesuré a I’aide d’une balance en gramme.

A la fin du traitement, les animaux ont été sacrifiés afin d’évaluer I’effet des extraits sur les

différents parametres biochimiques et I’analyse histopathologique du pancréas.

V1. Analyse des parameétres biochimiques

A la fin du traitement, des échantillons du sang ont été prélevés au niveau de la veine

jugulaire des souris et recueillies dans des tubes contenant de I’héparine (anti-coagulant).

Les échantillons du sang ont été centrifugés a 3000 tr / min pendant 10 min a 4 °C. Puis, le

sérum a été isolé pour l'analyse des différents parameétres biochimiques afin d’évaluer I’effet
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des extraits sur les parameétres fonctionnels rénales (urée, créatinine, acide urique), et
hépatiques (I’aspartate aminotransférase (ASAT) et l'alanine aminotransférase (ALAT)), et
sur le profile lipidique (cholestérol total, triglycérides). Ces analyses ont été effectuées a l'aide
d'un auto-analyseur «Architect C8000» (Abbott Laboratories).

VII. Analyse histopathologique du pancréas

Les analyses histologiques ont été réalisées en utilisant les étapes successives suivantes:
v Prélévement

Les pancreas ont eté rapidement isolées des souris et immédiatement aprés le prélévement, ils

sont rincés dans I’eau physiologique.
v Fixation

Afin d’immobiliser les cellules dans un état proche de I’état vivant, les pancreas ont été

conservés dans des flacons contenant du formol 10% (un liquide fixateur).

Cette fixation entraine un durcissement des organes ce qui permet de maintenir les diverses
formations cellulaires en place, ainsi ces tissus seront protégées contre les distorsions, les

rétractions, et les attaques bactériennes.
v Déshydratation

Les fragments des organes ont été déshydratés en utilisant des bains successifs d’éthanol a
différent degrés (50°, 70°, 95° et 100°C) et ensuite, ils ont été plongés dans des bains de

toluéne pendant 10 min chacun.
v Inclusion

L’inclusion permet de réaliser des coupes fines et régulieres en utilisant la paraffine comme
milieu d’inclusion. Nous avons obtenu a la fin de cette phase des blocs en paraffine réalisés

dans des cassettes.
v Confection des coupes

Les coupes ont été realisees a I’aide d’un microtome rotatif. Nous avons réalisé des rubans de
coupes a une épaisseur de 5um, puis, nous avons les déposées sur des lames en verre

préalablement nettoyées.
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v' Etalement

Apres I’identification des lames, les rubans de coupe ont été déposes sur une goutte de liquide
d’étalement (un blanc d’ceuf ou de I’albumine +100ml glycine+450mid’eau distille). Pour
faciliter I’étalement, ces lames ont été placées sur une plaque chauffante a 37 °C et ensuite,

elles sont placées dans une étuve a 56 °C pendant deux heures.
v' Déparaffinages et hydratation

Les lames ont été déparaffinées avant leur coloration dans deux bains de xyléne pendant 10
min chacun, puis dans deux bains d’éthanol pendant une minute pour chaque bain.
L’hydratation a été faite on plongeant les lames dans des bains d’alcool d’ordre décroissant,

(90° puis a 50°) pendant 1 a 5 minutes, puis elles sont rincées avec I’eau pendant une minute.
v Coloration
Cette étape a pour objectif de différencier les constituants tissulaires.

La coloration utilisée est celle de la coloration tri chromique hématoxyline, éosine. Ou
hématoxyline colore les structures nucléaires en bleu et I’éosine colore le cytoplasme en rouge

et le collagéne en rose.
v' Déshydratations

Apres coloration, les coupes ont été trempées dans différents bains d’alcool éthylique de titre

croissant afin d’éliminée I’eau présente dans les coupes :

- Alcool & 70° pendant 5 a 10 minutes.

- Alcool a 90° pendant 5 a 10 minutes.

- Alcool éthylique absolus pendant 15 minutes.

- Suivie de deux bains de xyléne de 15 minutes chacun.
v" Montage des lames

Afin de protéger et conserver les lames colorées sans risque d’altération et pour rendre
possible leur examen microscopique nous avons recouvert les lames par des lamelles couvre-

objet.
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v" Observation microscopique

Les lames ainsi préparées ont été examinées sous microscope optique (x10 puisx40).

VIII. Analyse statistique

Les données ont été présentées sous forme de moyenne + erreur standard. La signification
statistique a été analysée par Il'analyse de variance (ANOVA one way), et la comparaison
multiple par le test de Tukey. La signification a été établie a p <0.05. L'analyse a été réalisée

avec le logiciel Graph Pad Prism v 6.

Page | 59



Matériel et méthodes Etude phytochimique bioguidée

Chapitre 111 : Etude des mécanismes d’action des extraits

Ce chapitre est consacré a I’étude des différents mécanismes d’action possible de nos extraits

aqueux en évaluant leurs effets sur :

- Les enzymes digestives de sucre 1’a-amylase et 1’a-glucosidase ;
- L’absorption intestinale du glucose chez les rats ex situ ;
- Le stress oxydatif in vivo et in vitro ;

- L’inflammation chez les rats.

I. Etude du potentiel inhibiteur des extraits sur I’activité des enzymes
digestives de sucre

I.1. Test d’inhibition de ’a-Amylase

e Principe

La méthode employée pour I’analyse d’inhibition de I’enzyme a-amylase est basée sur le
pouvoir réducteur des groupements aldéhydes et cétones des sucres libérés dans le milieu
réactionnel lors de 1’hydrolyse de I’amidon par I’a-amylase. En milieu alcalin et & chaud,
I'oxydation de ces fonctions provoque la réduction de l'acide 3,5-dinitrosalicylique de couleur
jaune orange en acide 3-amino-5nitrosalicylique de couleur rouge orange qui absorbe a 540
nm. L'intensité de la coloration varie selon la quantité de sucres réducteurs présents dans le

milieu réactionnel.
e Meéthode

Le potentiel inhibiteur de I’enzyme a-amylase par nos extraits est investigué en faisant réagir
différentes concentrations des extraits avec I’enzyme et I’amidon utilisé comme substrat selon

la méthode décrite par (Hashim et al., 2013) avec quelques modifications.

Bri¢vement, 250 pl de I’échantillon et 250 uL de I’enzyme o-amylase (240U/mL) préparé
dans le tampon phosphate (0.02M, pH= 6.9) ont été incubés a 37 °C pendant 20 min. Puis,
250 uL de la solution d’amidon 1% ont été ajoutés au mélange réactionnel. Ensuite, le
mélange est incubé a 37 °C pendant 15 min. Puis, 1ml d’acide dinitro-salicylique (DNS) ont
été ajoutés et le mélange est incubé au bain-marie a 95°C pendant 10 min. En fin, le mélange
est dilué en ajoutant 2 ml de I’eau distillée et les absorbances ont été mesurées a 540 nm au
spectrophotometre. L acarbose est utilise comme référence standard.
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Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition et calculés selon la formule

suivante:
inhibition (%) = [(Ac— Abc) — (Ae — Abe) (Ac— Anc)] % 100,

OUAc fait référence a l'absorbance du contréle (enzyme et tampon); Anc fait référence a
I'absorbance du blanc de contrdle (tampon sans enzyme); Ae fait référence a I'absorbance de
I'échantillon (enzyme et inhibiteur); et Aoe est I'absorbance de I'échantillon blanc (inhibiteur

sans enzyme). Les 1Cso ont eté par la suite déterminées a I’aide du Graphpad prism v6.

I.2. Test d’inhibition de I’a-Glucosidase

L’activité inhibitrice de 1’a-glucosidase par nos extraits a été déterminée en utilisant le p-
nitrophényl-a-D-glucopyranoside comme substrat selon la méthode décrite par (Kee et al.,
2013) avec quelques modifications.

En I’absence d’inhibiteur, 1’a-glucosidase coupe la liaison a-1,4 de la molécule de pNPG et
donne une molécule de glucose et une molécule de nitrophénol de couleur jaune selon la
réaction décrite en Fig.5 plus la coloration jaune se dégrade plus que I’activité inhibitrice de
I’échantillon testé vis-a-vis de I’enzyme est plus forte.

En fait, 150 pl de I’échantillon a été mélangé avec 100 uL de la solution d’enzyme a-
glucosidase (0.1U/mL) préparée dans du tampan phosphate (0.1M, pH = 6.7) et le mélange a
été incubé au bain-marie a 37°C, pendant 10min. Ensuite, 200 pl de pNPG (1mM) ont été
ajoutés et le mélange est incubé a 37°C pendant 30 min. A la fin, nous avons ajouté 1 ml du
carbonate du sodium (Na2CQOz) 0.1M pour stopper la réaction et les absorbances ont été
mesurées a 405 nm a I’aide du spectrophotometre.

L’activité inhibitrice vis-a-vis de I’enzyme a été exprimée en pourcentage et calculée en
utilisant la méme formule employée pour le calcul de I’activité inhibitrice de 1’a-amylase ci-
dessous. Et les I1Cso ont été ensuite déterminées. L’acarbose est utilisé comme référence

standard.
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CH,OH CH,OH
0 a-Glucosidase 0
( OH
_— O HO NO,
OH 0 NO, OH OH
OH OH
p-Nitrophénol
p-Nitrophényl-a-D-glucopyranoside D-Glucose

(Couleur jaune)

Figure 5: Principe du dosage de I’activité de I’enzyme a-Glucosidase

I1. Evaluation des effets des extraits sur I’absorption intestinale du glucose

Afin d'évaluer l'effet de CMA et CSA sur l'absorption intestinale de D-glucose, des rats
normaux ont été mis a jeun pendant 24 h et ils ont été par la suite anesthésiés par injection
intramusculaire de pentobarbital de sodium (50 mg / kg). Chaque extrait a été ajouté a la
solution de perfusion (g / L: 7.37 NaCl, 0.2 KCI, 0.065 NaH2POa. 2H20, 0.213 MgCl.. 6H20,
0.6 NaHCOs et 1.02 CaClz. 2H20, pH = 7.5) additionné de glucose (1 g / L) juste avant de
commencer l'expérience et perfusé avec une pompe péristaltique (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA) a 0.53 mL / min. Les animaux ont été divisés en quatre groupes de 6 rats.
Le premier groupe a servi de témoin et a regu la solution de perfusion; le deuxiéme groupe a
servi de contrdle positif et a recu la solution avec de la phlorizine ajoutée (50 mg / kg), le
troisiéme groupe a recu la solution avec 250 mg / kg de CSA ajouté, et le quatrieme groupe a
recu la solution avec CMA (250 mg/kg). Apres 60 min, le perfusat a été recueilli a partir d'un
tube en polyéthyléne aux extrémités proximales et la concentration en glucose a é€té mesurée
par la méthode du glucose oxydase-peroxydase en utilisant un kit commercial (Glucose, SGM
Italia). La longueur du segment jéjunal perfusé a été mesurée et l'absorption intestinale du

glucose a été estiméeenmg/10cm/ 1 h.

I11. Evaluation de I’effet des extraits sur le stress oxydatif

L’effet de nos extraits sur le stress oxydatif a été évalué d’abord en analysant leur activité

antioxydante sur différents tests in vitroet ensuite in vivo chez les souris diabétique.
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I11.1. Evaluation de I’activité antixydante in vitro

111.1.1.Test d’inhibition de DPPH
L’activité anti-radicalaire des extraits CSA et CMA vis-a-vis du radical DPPH" est évalué

selon la méthode décrite par Huang et, al., (2011).

La méthode employée est basée sur la mesure de la capacité des produits a piéger le radical
libre DPPH" (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil). Le DPPH est de couleur violette sous sa forme
radicalaire, et aprés sa réduction par les agents antioxydants en 2.2 diphényl 1 picryl

hydrazine sa couleur change vers le jaune en acceptant un atome d’hydrogéne (Fig. 6).

Ce changement de couleur peut étre suivi par le dosage spéctrophotométrique a la longueur
d’onde 517 nm et de cette maniere le pouvoir anti-radicalaire de nos échantillons peut étre

déterminé.

DPPH*(radical libre) DPPH (non radical)

RH : antioxydant

R* : radical libre

Figure 6:Forme libre et réduit de DPPH

v' Méthode

2.5 ml de chacune des différentes concentrations de nos extraits ont été introduites dans des
tubes & essai avec 0.5 ml d’une solution méthanolique de DPPH (2mM) fraichement préparée.
Aprés agitation au vortex, les tubes ont été incubés a I’obscurité et a température ambiante
pendant 30 minutes. Ensuite, les absorbances ont été mesurées a la longueur d’onde 517 nm a

I’aide du spectrophotometre.
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Nous avons utilisé un contrdle négatif composé de la solution de DPPH seul dans le méthanol,

et I’antioxydant trolox est utilisé comme référence standard.

L’activité antiradicalaire de nos échantillons a été exprimée en pourcentage d’inhibition et

calculé par la formule suivante :
Pourcentage d’inhibition (%) = [(Absorbance C-Absorbance échantillon) / Absorbace C] * 100
C : Contrdle négatif

La concentration inhibitrice de 50 % de I’activité du DPPH (ICso) a €té par la suite déterminée a

I’aide du logiciel graphpad prism v6.

111.1.2. Testde ’ABTS
L activité antiradicalaire de nos extraits vis-a-vis du radical cationique ABTS est effectuée selon

la méthode décrite par Tuberoso et al. (2013) avec quelques modifications
e Principe

Le principe de cette méthode est basée sur la mesure de la capacité d’un antioxydant a stabiliser le
radical cationique ABTS°+ (sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique)). Ce dernier de couleur bleu-verte se transforme en ABTS" incolore, par piégeage

d’un proton par I’antioxydant.

Le radical ABTS"* se forme par arrachement d’un électron (¢") a I’atome d’azote de I’ABTS. En
présence d’un antioxydant donneur de H°, le radicale d’azote concerné piége un H°, conduisant a

la formation de I’ABTSH?, ce qui entraine la décoloration de la solution (Fig.7)

Le pouvoir des antioxydants a décolorer le radical ABTS'* refléte la capacité de capture du radical

et se traduit par la décroissance de I’absorbance mesuré par spectrophotométrie a 734 nm.
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ABTS""

AOH : Antioxydant

Figure 7: Piégeage du radical ABTS™ par un antioxydant donneur de H"

e Meéthode

Le radical cationique ABTS'" a été formé par la réaction entre 10 ml de la solution d'/ABTS (2
mM) fraichement préparé dans ’eau distillée et 100 pl d’une solution de persulfate de
potassium 70 mM, ce mélange a été stocké dans I'obscurité a la température ambiante pendant
24 h. La solution d'ABTS'" produite a été ensuite diluée avec le méthanol pour obtenir une
absorbance de 0.70 a la longueur d’onde 734 nm. Ensuite, 200 pl de chaque extrait a
différentes concentrations ont été mélangé avec 2 ml de la solution d'/ABTS'* déja préparée et

laisser réagir pendant 1 min. Enfin, les absorbances ont été mesurées a 734 nm.

111.1.3. Pouvoir réducteur du fer (FRAP)
Le test de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) est effectué selon la méthode décrite
par Oyaizu (1986).

e Principe

Cette méthode est basée sur la reaction de réduction des ions Ferricyanure (Fe(CN)6)3") qui
est composé d’un centre ferrique (Fes* ) a des ions de ferrocyanure (Fe(CN)6)4") qui se
présente sous forme d’un complexe ferreux (Fez2") (Fig. 8) la réaction est révélée en présence
par le virement du couleur jaune en couleur bleu vert en présence de I’antioxydant, I’intensité
de cette coloration est mesuré par spectrophotomeétrie a 700 nm. L’augmentation de

I’absorbance dans le milieu réactionnel indique la capacité de I’échantillon a réduire le fer.
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Figure 8 : Réaction de réduction de Fer

e Méthode

Ainsi, 1 ml de différentesconcentrations de chaque extrait a été mélangé avec 2.5 ml de la
solution du tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 2.5 ml de ferricyanure de potassium
[KsFe(CN)e ] 1% (m/v).

Puis, les mélanges ont été incubés au bain-marie a une température de 50°C pendant 20 min.
Apres I’incubation, 2.5 ml de I’acide trichloracétique (10%) ont été additionnés. Ensuite, les
solutions ont été centrifugées a 3000 tours pendant 10 min. A la fin, 2.5 ml du surnageant ont
été mélangés avec 2.5 ml de I’eau distillée et 0.5 ml de trichlorure de fer (FeCls) (0.1%). Les
absorbances ont été mesurées a la longueur d’onde 700 nm. L’acide ascorbique est utilisé

comme référence standard.

Les résultats du pouvoir réducteur du fer sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide
ascorbique par gramme d’extrait en utilisant I’équation de la courbe d’étalonnage de I’acide
ascorbique présenté en (Annexe 2). La capacité de réduction, exprimée en équivalent d’acide
ascorbique, correspond donc a la concentration de ce dernier ayant la méme activité que la

substance a tester a une concentration.

111.1.4. Test d’inhibition de I’oxyde nitrique
L'activité de piégeage de I'oxyde nitrique (NO) a été mesurée par spectrophotométrie en

utilisant la meéthode colorimétrique avec le réactif de Griess (Al Mahmud et al., 2017).
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e Principe

Le sodium nitroprusside dans une solution aqueuse a pH physiologique génere spontanément
l'oxyde nitrique, ce dernier, interagit avec I'oxygéne pour produire des ions nitrite (NO?%),
I’acidification de ces ions génere la formation de NO™ qui réagit avec le sulfanilamide pour
produire un ion diazonium. Apres couplage avec la N-(1-naphtyl) éthylénediamine, un
chromophore azoique stable (couleur rose) est formé, qui absorbe fortement a 540 nm (Fig.
9).

Sulfanilamide

Intérmédiare di-azoté N- (1-naphtyl)
éthylénediamine

Produit de couleur rose

Amax= 540 nm

Figure 9: Principe de la réaction de Griess

e Meéthode

Un volume de 0.250 ml de chaque extrait a différentes concentrations a été mélangé avec 0.5
ml de de sodium nitroprusside 10 mM (préparé dans un tampon phosphate pH 7.2) et incubé a
30°C pendant 2 heures. Apres la période d'incubation, 0.5 ml du réactif de Griess (1% de
sulfanilamide, 2% d’acide sulfurique (H2SOas) et 0.1% de N- (1-naphtyl) éthylenediamine
dihydrochloride (NEDA)) a été ajouté. L'absorbance du chromophore qui s'est formé pendant

la diazotation du nitrite avec la sulfanilamide et le couplage subséquent avec le NED a été
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immediatement lue a 550 nm. Le pourcentage d’inhibition du radical NO- par les échantillons

a été calculé en utilisant I'équation suivante:
1% = ((Absorbance controle-Absorbance schantitions) / Absorbance controte) * 100

Ou le contrdle contient tous les réactifs sauf I'inhibiteur. Les ICso ont été par la suite

déterminés.

I11. 2. Evaluation de I’effet des extraits sur le stress oxydatif chez les souris
diabétique

L’effet des extraits sur le stress oxydatif induit par I’hyperglycémie a été évalué par le dosage
du marqueur du stress oxydatif la Malonaldyhyde(MDA)et I’activité de I’enzyme superoxyde
dismutase (SOD) au niveau des foies et des reins des souris diabétiques. Les groupes des
souris diabétiques traités pendant un mois par les extraits CSA et CMA (500 mg/kg) par voie
orale ont été comparés avec un groupe diabétique non traité, un groupe traité par la

Metformine (300 mg/kg) et un groupe normal.

A la fin du traitement, les organes ont été rapidement prélevés des souris et immédiatement
rincés dans I’eau physiologique. Les fragments des organes ont été homogénéisés séparément,
a raison de 1 g de tissu dans 10 ml du tampon phosphate (0.05M, pH 7.4) (10% (p/v)). Puis,
les homogénats préparés ont été centrifugés a l'aide d'une centrifugeuse (Mikro 220R, Hettick
Lab Technology, Germany) pendant 10 minutes a 3000tr, 4 °C. Ensuite, les surnageants ont

été transférés dans des tubes propres et conservés a -20°C.

I11. 2.1. Analyse du taux du marqueur MDA

Le dosage du marqueur du stress oxydatif MDA repose sur la formation en milieu acide et a
une température élevée entre la molécule de I’MDA et I’acide thiobarbiturique (TBA) d’un
pigment de couleur rose qui absorbe a 532 nm et extractible par les solvants organiques tel
que le buthanol (Fig. 10).
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Figure 10: Réaction de malondialdehyde (MDA) avec I’acide thiobarbiturique (TBA)

e Meéthode

Pour le dosage du MDA, 100 pl de I’homogénat ont été mélangés avec 300 pL de TBA
(0.6%) et 700 pl d'acide phosphorique (1%). Les mélanges ont été mis au bain-marie a 95 °C
pendant 30 minutes. Aprés refroidissement, 2 mL du n-butanol ont été additionnés et les
mélanges ont été agités a I’aide du vortex, puis centrifugés a 3000 tr / min pendant 10
minutes. En fin, les surnageant ont été transférés dans des tubes propres et leur absorbances
ont été déterminées a la longueur d’onde 532 nm au spectrophotométre. Les résultats du
dosage sont exprimés en nmol/gramme de tissu et calculés a partir de I’équation de la courbe

d’étalonnage de I’MDA realise dans les mémes conditions(Annexe 2).

111.2. 2. Dosage de I’activité de SOD

e Principe

L’activité du superoxyde dismutase a été mesurée selon la méthode de Beauchamp et
Fridovich. En fait, cette méthode repose sur la mesure de la capacité de I’enzyme SOD a
inhiber la réduction du nitrobleu-tétrazolium (NBT) par I’anion superoxyde produite suite a la
photoréaction de I’oxygéne et de la riboflavine en présence d’un donneur d’électron comme la
méthionine. Le NBT de couleur jaune a I’état basal se transforme en formazan de couleur

bleue mesurable a 560 nm(Fig. 11).
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Figure 11: Principe de dosage de SOD
e Meéthode

Afin de doser I’activité de SOD total (T-SOD), les homogénats des foies et des reins des
souris (20ul) ont été mis en présence du mélange réactionnel qui contenait 740 ul du tampon
phosphate (50 mM,), 150 pl de triton x-100 (0.25%), 150 ul EDTA (10 mM EDTA (pH 8)),
150pl L-Méthionine (120 mM), 0.75 mM 150 pl de NBT (50 mM), et 150 pl riboflavine (10
M) ajouté a la fin pour initier la réaction.

La réaction a été effectuée a 25 °C et sous la lumiere pendant 10 min dans un incubateur.

L’absorbance est lue a 560 nm, I’activité de SOD est mesurée selon la relation suivante :
% Inhibition = (A blanc— A échantilion / A bianc) X 100

Ou A bianc est I’absorbance du mélange contenant tous les réactifs sauf I’nomogénat.

Les résultats ont été exprimés en unité par gramme de tissu.

(Une unité d’activité de SOD est définie comme la quantité d’enzyme nécessaire pour inhiber
de 50% la réduction de NBT).

V. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire

Afin d’évaluer I’activité anti-inflammatoire nous avons choisi comme protocole expérimental,
un modéle d'inflammation aigué, le test de I'cedeme plantaire a la carragénine. Le principe de
ce test est basé sous le fait que I’injection de la carragénine, agent phlogogene, sous la face
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plantaire de la patte du rat, provoque la formation de I’oedeme, localisé dans la région
métatarsienne. La substance anti-inflammatoire administrée préventivement a I’animal inhibe
la formation de cet oedéme. La technique consiste a mesurer les variations volumiques de la
patte au cours du temps et a comparer le développement de I’oedeme chez les animaux

témoins et références.

Le test a été réalisé sur des rats adultes de souche Wistar males et femelles dont le poids
compris entre 150 et 294 gramme. Ces rats sont mis a jeun pendant 18 heures avant

I'expérimentation.

Les animaux ont été réparties en 6 lots de 5 rats chacun et ont regu par voie orale les différents

traitements :

= Un lot témoin recevant de I'eau distillée a la dose de 5 ml/kg.

= Un lot de référence recevant I’indométacine a la dose de 10 mg/kg.
= Un lot recevant I’extrait CSA a la dose de 500 mg/kg.

= Un lot recevant I’extrait CMA a la dose de 500 mg/kg.

Les animaux de chaque lot ont recu 5 ml d’eau potable par voie orale, 30 min avant les
traitements, de facon a assurer une hydratation uniforme chez tous les rats et a minimiser les

variations de reponse a I’cedéme des pattes.
L’ inflammation a été provoquée par I’injection de 0.05 ml de carragénine a 1 % dans NaCl

9 %o sous I’aponévrose plantaire de la patte postérieure gauche du rat une heure apres les

traitements.

Le volume de patte gauche de chaque rat a été mesuré avant et une heure et 30 minutes, trois
heures, et six heures aprés I’injection de la carragénine, en utilisant le pléthysmometre. Le
fonctionnement de cet appareil est basé sur le principe de la poussée d’Archiméde
I'immersion de la patte jusqu'au niveau de la malléole latérale dans le liquide (solution d'eau
distitlée additionnée de NaCl (1 g/l) et d'un agent mouillant (Triton a raison de 1,5 ml/l))
contenu dans la cellule du pléthysmomeétre (LE 7500 Digital) (Fig. 12) provoque le
déplacement du volume qui correspond a la quantité de volume de la patte du rat. Ce volume
est traduit et enregistré grace a la partie électronique du pléthysmomeétre. Le pourcentage
moyen d’augmentation du volume des pattes (% d’oedeme) et le pourcentage d’inhibition de

I’0oedéme ont été calculés avec les formules suivantes:
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Vt—-VO0

% d’cedéme (t) = (T

)*100

Avec : Vo = Volume initial de la patte avant induction de I’cedéme ;

V= Volume de la patte aprés administration de la carragénine et traitement.

%d’cedeme (témoin) — % d'inhibition d'oedeme(traité)

%d’inhibitiond’oedéme = Yod cedeme (temoin)
0

Figure 12: Appareil de pléthysmometre

V. Analyse statistique

Les données ont été présentées sous forme de moyenne + erreur standard. La signification
statistique a été analysée par Il'analyse de variance (ANOVA one way), et la comparaison
multiple par le test de Tukey. La signification a été établie a p <0.05. L'analyse a été réalisée

avec le logiciel Graph Pad Prism v 6.
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Chapitre 1V : Etude phytochimique bioguidée

Cette partie de notre travail est consacrée a la recherche des composés bioactives des plantes

étudiées a I’aide d’une étude phytochimique bioguidée.

I. Préparation des fractions

Afin de séparer les différents constituants chimiques des plantes CS et CM nous avons utilisé
des solvants de polarité croissante : I’hexane, I’éther-diéthylique et le buthanol.

Premierement, nous avons employé la méthode d’extraction au soxhlet en utilisant I’hexane
comme solvant afin d’extraire tous les composés non phénoliques tels que les produits

lipidiques, les cires et les pigments chlorophyliens.

L’extraction au soxhlet est une méthode classique pour I’extraction solide-liquide et porte le
nom de son inventeur : Franz von Soxhlet. L’avantage de ce type d'extraction est que
I’échantillon entre rapidement en contact avec une portion de solvant pur, ce qui aide a
déplacer I’équilibre de transfert vers le solvant. De plus, elle ne nécessite pas de filtration

apres extraction et peut étre utilisée quelque soit la matrice végétale.

Une guantité de 200 g de chaque plante séchées et broyées CS et CM a été introduite dans la
cartouche en papier filtre, et placée dans le soxhlet surmonté d’un réfrigérant (Fig. 13).

Le corps de I’extracteur est placé sur un ballon contenant 1000 ml et porté a ébullition a une
température de 45°C pendant 6h.

Lorsque le ballon est chauffé, les vapeurs du solvant passent a travers le tube d'adducteur, se
condensent dans le réfrigérant et retombent dans le corps de I'adducteur, trempant ainsi les
résidus dans le solvant. Le solvant condensé s'accumule dans l'extracteur jusqu'a ce qu'il
atteigne le sommet du tube de siphon, qui renvoie alors le liquide dans le ballon, accompagné
des substances extraites. Le solvant contenu dans le ballon est progressivement enrichi en
composés solubles. Les extraits obtenus ont été évaporés sous pression réduite a I'aide d'un
rotavapor pour obtenir la fraction hexanique de Cistus salviifolius (FCSH) et de Cistus

monspeliensis (FCMH).
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Figure 13 : Appareillage de I’extraction au soxhlet

Ensuite, la matiere végétale résiduelle dégraissee par I’hexane a été soumise a une extraction
par macération pendant 24h en utilisant éthanol-eau (50 : 50) afin d’extraire les différents
composés phénoliques. Apres filtration, I’éthanol a été évaporée a une température égale a
45°C et la phase aqueuse a été récupérée et soumis a un fractionnement liquide-liquide a
I’aide d’une ampoule a décanter qui permet de partager les molécules selon leurs propriétés

physicochimiques entre deux solvants non miscibles.

La phase aqueuse de chaque plante a éeté placée dans une ampoule a décanté. Ensuite, elle a
été soumise a un processus de séparation liquide-liquide avec éther diéthylique pour extraire
les génines et les flavonoides libres et ensuite avec le buthanol afin d’extraire les di-
glycosides et les tri-glycosides. La phase aqueuse restante & la fin du partage a été utilisée
comme fraction trés polaire.

Les phases éether-diéthylique et buthanolique ainsi que la phase aqueuse résiduelle ont été
évaporées separément afin d’obtenir : une fraction d’éther diéthylique, une fraction
buthanolique et une fraction aqueuse de chaque plante (FCSE, FCME, FCSB, FCMB, FCSA,
FCMA pour Cistus salviifolius et Cistus monspeliensis(Fig. 14).
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Matigre veégetale

| | Extraction 20 saxhlet pendant 6h
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Figure 14: Organigramme de fractionnement

I1. Evaluation de I’activité antioxydante des fractions
L’activité antioxydante de différentes fractions a été évaluée en utilisant le test au DPPH, le
test de piégeage du radical cationiqgue ABTS et le test d’inhibition de NO‘en suivant les

mémes protocoles utilisés pour évaluer I’effet antioxydant des extraits aqueux.

I11. Evaluation de I’effet des fractions sur I’a-amylase et a-glucosidase
La capacité inhibitrice de nos fractions sur I’enzyme a-amylase et a-glucosidase a été évaluée

selon les mémes procédures décrites pour les extraits aqueux.
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V. Analyse statistique

Les données ont été presentées sous forme de moyenne + erreur standard. La signification
statistique a été analysée par l'analyse de variance (ANOVA one way), et la comparaison
multiple par le test de Tukey. La signification a été établie a p <0.05. L'analyse a été realisée
avec le logiciel Graph Pad Prism v 6.

V. Analyse des fractions sur HPLC

La chromatographie liquide a haute performance (I’abréviation anglaise HPLC - High
Performance Liquid Chromatography est plus frequemment utilisée) est une technique de
séparation analytique ou la phase mobile est une solution liquide, souvent constituée d'un
mélange de solvant, et la phase stationnaire est un solide constituée de particules fines. Dans
cette méthode le mélange a séparer est entrainé a de fortes pressions par la phase mobile a
travers une colonne remplie de phase stationnaire.

Dans la colonne, les divers composés de I’échantillon sont séparées 1’un de I’autre selon leurs
diverses affinités entre les deux phases stationnaire et mobile. A la sortie de la colonne les
molécules sont détectées a I’aide d’un détecteur (pouvant étre UV, IR etc.)

La détection UV permet d’obtenir un chromatogramme ou chaque pic indique généralement
une molécule détectée a une longueur d’onde donnee.

e Conditions opératoires

Les différentes fractions de Cistus ont été analysées sur un HPLC quaternaire DIONEX en
utilisant la colonne Phenomenex Luna, C18, 5um (150x4.6 mm). La phase mobile est
constituée d'eau / méthanol avec un gradient de méthanol allant de 0 a 100%. Le temps
d'analyse était de 60 minutes. Le débit de la phase mobile était de 1 ml / min. Les échantillons
ont été solubilisées dans du méthanol a une concentration de 1 mg / ml. Les composés
phenoliques ont été identifiés en se basant sur le temps de rétention de chaque produit et de
leurs spectres UV en comparaison avec les témoins standards existants au laboratoire. Les
teneurs des fractions en chaque produit sont calculées a partir de I’équation de régression de la
gamme d’étalonnage, établie avec les standards analysés (acide gallique, acide sinapique,
acide syringique, acide tannique, acide rosmarinique, acide ferrulique, acide vanillique,
quercétine, rutine, narginine) a différentes concentrations (Annexe 4)et elles sont exprimées
en microgrammes par milligramme de fraction.

La fraction la plus active FCMB a été analysée sur HPLC et sur HRMS et soumis par la suite

a un fractionnement sur CPC.
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V1. Analyse de la fraction la plus active sur HRMS
Les analyses HRMS (High-resolution mass spectrometry) ont été effectuées sur FCMB en
utilisant le Spectrometre de masse Thermo Fisher Scientific Exactive Orbitrap équipé d'une

source d'ions électrospray.

VI1I. Fractionnement de la fraction la plus active par CPC

La CPC est une technique de chromatographie liquide-liquide préparative ou les phases
stationnaires et mobiles sont liquides. Cette technique permet la séparation des constituants
d’un melange en se basant sur leurs différences de partage entre deux phases liquides non
miscibles.

L appareillage de la CPC est muni d’un rotor constitué de plusieurs cellules reliées entre-
elles, remplies de la phase stationnaire. Lorsque I’appareil est mis en rotation le champ de
force centrifuge maintient la phase stationnaire liquide immobile. La phase mobile qui
transporte I’échantillon a séparer percole a travers la phase stationnaire permettant ainsi aux
différentes molécules de se séparer selon leur affinité avec les deux phases.

En effet, l'utilisation d'un dispositif CPC permet d'inverser facilement le sens de pompage de
la phase mobile a travers une vanne quatre voies. Quand la phase stationnaire est la plus
dense, la phase mobile est pompée en mode ascendant a contre sens du champ de force
centrifuge. Par contre, quand la phase stationnaire est la plus légere la phase mobile entre dans

la direction du champ de force centrifuge, c’est -a-dire le mode descendant(Fig. 15).

Figure 15: Représentation schématique des modes ascendant et descendant en CPC
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Différents systemes des solvants bi-phasiques de différente polarité sont actuellement
largement appliqués pour le fractionnement des extraits des plantes.

Avant de procéder le fractionnement par la CPC, des systemes du solvant bi-phasique ont été
testés afin de choisir le systeme optimal. Le systeme du solvant doit se séparer rapidement en
deux phases distinctes et ne doit pas former d’émulsion lors de I’ajout de I’échantillon a
séparer.

Ainsi, nous avons solubilisé notre échantillon dans différents systémes du solvant les
molécules de I’échantillon se répartissent alors selon leur affinité entre les deux phases. Les
phases supérieures et les phases inférieures des différents systemes ont été par la suite
analysées séparément sur CCM. Le systeme optimal a été choisi en se basant sur I’intensité
des taches obtenus, si I’intensité des taches est égale entre la phase supérieure et la phase
inférieure on a donc un coefficient d’affinité/partition proche de 1 ce qui signifie que le
systeme est optimal.

Le systeme utilisé pour le fractionnement par CPC est constitué de :

Un appareil CPC Armen instrument muni d’un rotor dans lequel se fait le fractionnement de
I’échantillon, une pompe Shimadzu, un systeme d’injection, un collecteur automatique
(Gilson FC204) avec des tubes en verre, et un détecteur Shimadzu (Fig. 16).

Les cellules composant le rotor de I’appareil CPC est dans un premier temps chargées de
phase stationnaire a 30ml/ min, et 500 rotations par minute (rpm). Ensuite, la phase mobile est
additionnée a 8ml/min, 1600 rpm jusqu’a équilibration du systeme.

Notre échantillon a été solubilisée dans 10 ml du solvant bi-phasique : Acétate d’Ethyle/ Eau
a raison de 1g/10 ml du solvant, et filtré sur une membrane PTFE 0.45um, puis, injectée.
L’élution a duré 60 min, suivie par une extrusion de 15min & 30 ml/min, 1600 rpm afin de
récupérer les produits qui ont restés accroches a la phase stationnaire.

En fin, les sous fractions ont été récupérés dans les tubes en verre du collecteur automatique.
Chague échantillon collecté a été analysée par la suite sur CCM. Les sous-fractions identiques

ont été rassemblés.
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Figure 16: Systeme d’appareillages de CPC

VIII. Analyse des fractions sur CCM

La chromatographie sur couche mince est une methode analytique simple tres utilisée dans les
analyses phytochimique qualitative pour la séparation et la mise en évidence des constituants
d’un mélange. Le principe de cette méthode est basé sur la répartition sélective des
constituants du mélange entre deux phases, la phase mobile et la phase stationnaire.

Cette methode repose sur des phénomenes d'adsorption, d’interactions et de polarite. La
répartition de différents constituants se fait en fonction de la nature de la phase mobile, et de
la phase stationnaire, ainsi que des propriétés physico-chimiques des produits a séparer.

Dans ce travail, la CCM a été utilisée dans un premier temps pour la séparation et la
caractérisation des composés phénoliques et des flavonoides présents dans la fraction la plus

active sélectionnée et pour avoir une idée sur la complexité du mélange constituant
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cettefraction. Par la suite, nous avons utilisé la CCM pour comparer les profils des sous-
fractions obtenues apres fractionnement par CPC afin de les rassembler en fonction de leurs
similitudes, et d'avoir des informations sur les caractéristiques des composes majoritaires pour

pouvoir les analysés d’une maniére plus précise sur les autres méthodes analytiques.

Ainsi, la CCM a éte effectue sur une fine couche de silice (phase stationnaire) déposée sur un
support en aluminium : Silica gel 60 F254, (Merck). Le mélange a étudier est posé a l'aide
d'un capillaire a environ 1 cm du bord puis placé dans une cuve contenant I'éluant :
Toluéne/Acétone/Acide formique (3/3/1).

Le niveau de I'‘éluant doit étre en dessous de I’échantillon déposé. La cuve de
chromatographie est ensuite refermée par un couvercle. L'éluant migre sur la plaque de silice
par capillarité et entraine les composés de I’échantillon dépose. Les composés qui ont une

vitesse de migration différente seront séparés.

Apres séchage, les chromatogrammes ont été révélés sous la lumiere UV/254/366 nm avant

et apres pulvérisation par le réactif de neud que nous avons utilisé comme révélateurs.

IX. Analyse de la fraction la plus active et ses sous-fractions sur UPLC

La Chromatographie en phase liquide ultra performance (UPLC) est une version développée
de ’HPLC, mais le mode de fonctionnement est le méme. Cependant, contrairement a la
HPLC, cette methode permet d'analyser de tres petites particules, telles que des particules de 2
micrometres. En plus, elle utilise une pression de pompe plus élevée ce qui permet
d’introduire I’ensemble de I’échantillon dans la colonne en générant ainsi des pics mieux

définis et plus concentrés. Aussi, il fournit une analyse plus rapide.
e Conditions opératoire

Notre échantillon a été analysé par I’'UPLC (Waters ACQUITY UPLC Classe H) combiné
avec un PDA (détecteur a photodiode) et un détecteur de masse ACQUITY QDa. L'analyse a
été effectuée en utilisant la colonne EC 100/2 NUCLEODUR HILIC, 1.8 pm avec une
température réglée a 30 °C. La phase mobile est constituée de 0.1% d'acide formique dans
I'eau (A) et de 0.1% d'acide formique dans l'acétonitrile (B). Le gradient de phase mobile
était: (0-0.50 min) 10% A, (0.50-9 min) 10% A,; (9-11 min) 100% A, (11-11.50 min) 100% A;
(11.50-14 min) 10% A. Le mode MS-Scan a été utilisé de 100 a 1200 Da. La solution de
I'extrait a été préparée dans du MeOH a 1 mg / ml et le volume d'injection était de 4 pl.

Page | 80



Résultats Caractérisation phytochimique

Résultats

Page | 81



Résultats Caractérisation phytochimique

Chapitre | : Caractérisation phytochimique

I. Rendement d’extraction

Les rendements de I’extraction aqueuse par infusion, de CSA et CMA, exprimés en
pourcentage par rapport a la quantité du matériel végétal sec de départ, sont présentés dans le
Tableau 1. Nous avons constaté que I’extraction aqueuse a donné un bon rendement en

extrait sec pour les deux plantes étudiées.

Tableau 1: Rendement en extrait sec de CSA et CMA

Espece Extrait aqueux
Cistus salviifolius 17.40%
Cistus monspeliensis 16.00%

I1. Screening phytochimique

Le screening phytochimique effectué sur le matériel végétal sec et broyé nous a permis de
mettre en évidence la présence de différentes classes de métabolites secondaires dans les
plantes étudiées. Les résultats présentés dans le Tableau 2 indiquent la présence des
flavonoides, des tanins et des terpénoides en quantité importante et les saponosides en
quantité modérée dans les deux plantes. Tandis que les quinones libres et les anthraquinones
sont présentes en traces dans CM et sont absents dans CS. Alors que les alcaloides sont
absents dans les deux plantes.

Tableau 2: Métabolites secondaires caractérisés dans les plantes C.monspeliensis et C.salviifolius

Cistus salviifolius Cistus monspeliensis

Alcaloides - -

Flavonoides +++ +++

Tanins +++ +++

Quinones libres - +

Anthraquinones - +

Saponosides ++ ++

Terpénoides +++ +++

Les résultats sont exprimés selon :
(+++) : Présent avec une importante quantité  (++) : Présent avec une quantité modérée

(+) : Présent a I’état de traces (-) : Absent
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I11. Dosage des composés phéenoliques

Les résultats du dosage des polyphénols totaux, flavonoides et tanins condensés au moyen du
spectrophotometre sont présentés dans le Tableau 3. Pour les deux extraits nous avons
remarqué une richesse en composés phénoliques. Les résultats ont montré que I’extrait CSA
présente des teneurs en polyphénols totaux significativement (p<0.05) plus élevées avec une
valeur de 408.43 + 1.09 mg EAG/g que celles données par I’extrait CMA (261.76 = 1.93 mg
EAG/g d’extrait). Aussi, nous avons constaté que CSA a une concentration en flavonoides
(140.00 £ 1.15 mg ER/g d’extrait) relativement plus élevée que CMA (78.00 + 1.15 mg ER/g
d’extrait). CSA et CMA ont des teneurs importantes en tanins catéchiques avec des valeurs

non significativement (p<0.05) différentes.

Tableau 3: Teneurs des extraits en composés phénoliques

Polyphénol totaux Flavonoides Proanthocyanidine
(mg EAG/g (mg ER/g d’extrait) (mg EC/g d’extrait)
d’extrait)
CSA 408.43 +1.09° 140.00 +1.15° 154.15 + 3.312
CMA 261.76 + 1.932 78.00 £ 1.15? 151.42 +£0.942

Les valeurs sont la moyenne de trois répétitions (n = 3) + erreur standard.
Les valeurs qui sont dans la méme colonne et qui ne partageant pas une lettre commune (a et b) différent significativement a
p<0.05.

IVV. Composition minérale des plantes C. salviifolius et C. monspeliensis

Les teneurs des plantes étudiées en minéraux exprimés en mg/kg sont indiqués dans le
Tableau 4. Cing macroéléments (Ca, K, Mg, Na, P) et trois microéléments (Cu, Fe, Zn) ont
été analysés. Les résultats ont montré que la plante CS a un contenu significativement
(p<0.05) plus élevé en Ca (3684.32 + 30.21 mg / kg), Mg (785.27 £ 14.44 mg / kg), K
(287.84 £ 3.13 mg / kg), P (275.26 + 5.64 mg / kg), Na (175.97 £ 1.93 mg / kg) et Cu (84.00
+ 9.95 mg / kg) par rapport a la plante CM, tandis que CM a des quantités significativement
plus élevées en Fe (29.16 +1.17 mg / kg); en outre, aucune différence statistiguement

significative n’a été constaté entre CS et CM concernant lesteneurs en Zn.

Page | 83



Résultats Caractérisation phytochimique

Tableau 4: Composition minérale de C. salviifolius et C. monspeliensis

Cistus salviifolius Cistus monspeliensis
Ca 3684.32 + 30.21° 475.32 £5.132
Cu 84.00 + 9.95° 17.68 + 0.19
Fe Fe2.95+0.172 29.16 +1.17°
K 287.84 +3.13° 27.87 +0.90°
Mg 785.27 + 14.44P 95.78 + 0.93?
Na 175.97 +1.93° 25.97 +0.272
P 275.26 + 5.64° 204.75 + 4,132
zZn 5.90 + 0.30? 17.48 + 0.35°

Les valeurs sont la moyenne de trois répétitions (n = 3) + erreur standard.
Les valeurs qui sont dans la méme ligne et qui ne partageant pas une lettre commune (a et b) different significativement a
p<0.05.
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Chapitre Il : Etude de I’activité antidiabétique

I. Etude de la toxicité chez la souris

I.1. Toxicité aigue

L’étude de la toxicité aiguéselon les Lignes Directrices de I’OCDE code 423 chez la souris a
montré que les extraits aqueux des parties aériennes de Cistus salviifolius et Cistus
mospeliensisa la dose de 2000mg/kg n’ont produit aucune mortalité ni aucune signe de
toxicité durant toute la période d'observation (14 jours). De plus, aucun changement
significatif de la masse corporelle n’a été enregistré durant le suivi journalier de I’évolution
pondérale des souris(Fig. 17).Les résultats obtenus montrent que la DLso de nos extraits chez

la souris est supérieure a 2000mg/kg VO.

Figure 17: Evolution de la masse corporelle des souris

1.2. Effets sur les parametres biochimiques

Durant toute la période du traitement, aucune mortalité n’a été enregistrée et aucun signe de
toxicité n’a été observé dans les deux groupes des souris traitées par CSA et CMA a la dose
de 500 mg/kg.Les résultats de I’analyse des paramétres biochimiques sont présentés dans le
Tableau 5.Nous avons constaté que les extraits CSA et CMA a la dose de 500 mg/kg n’ont
aucun effet significatif sur les differents paramétres biochimiques analysés en comparaison

avec le groupe normal.
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Tableau 5: Effet de CSA et CMA sur les différents paramétres biochimiques chez la souris

Groupe Normal CSA CMA

Uree 0.29 £ 0.02 0.26 £ 0.02 0.33+£0.04
Créatinine 2.39£0.02 2.43 +0.05 2.36£0,0
Glycémie 0.83+£0.03 0.95+0.02 0.93+0.13
ASAT 231.84 +14.80 185.40 + 19.22 218.91 +25.71
ALAT 30.96 £ 4.61 21.25+2.77 29.56 £ 8.28
Protéines 57.00 £ 2.61 60.74 £ 1.60 58.68 + 4.62
Triglycérides 0.86 £ 0.05 1.02 +0.10 0.98 +£0.20
Choléstérol 0.91 £ 0.06 1.302 £ 0.04 1.02 +0.27

Les valeurs sont la moyenne de dix mesures (n = 10) + erreur standard.

En outre, nous avons noté un gain significatif et normal du poids corporels des souris traités
par CSA et CMA par rapport au poids corporels du premier jour de I’expérience, et en

comparaison avec les animaux du groupe normal.

Il. Test de tolérance au glucose

Dans le but d'évaluer I'effet de CSA et CMA sur I'homéostasie systémique du glucose,nous
avons effectué le test de tolérance au glucose par voie orale chez des rats a jeun.

Les résultats de I’évaluation de la tolérance au glucose chez les rats traités par les extraits
aqueux CSA et CMA a la dose de 500mg/kg sont illustrés en fig. 18.

L'administration aigué de CSA et CMA a la dose de 500 mg/kg par voie orale a réduit
significativement (p<0.05) le picde la concentration du glucose observé a 30 min aprés la
charge orale de glucose a une dose de 2g/kg. Aprés 120 min CSA et CMA ont diminué la
glycémie a des valeurs normales proches de celles obtenues avec la métformine. En outre,
aucune différence significative n’a été observée entre CMA et CSA. Les résultats obtenus

démontrent I’important efficacité de nos extrais sur I’hyperglycémie.
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Figure 18: Effet de CSA et CMA sur la tolérance au glucose chez le rat

I11. Activité antidiabétique

I11.1. Effet sur le poids corporel des souris diabétiques

Au cours de la période expérimentale, le poids corporel des souris diabétiques était
significativement inférieur a celui des souris non diabétiques (Fig. 19). L'administration
journaliere de CSA et CMAa la dose de 500 mg/kg par voie orale aprévenu significativement
(p<0.05) la perte pondérale chez les souris diabétiques en comparaison avec les souris

diabétiques non traités.

Figure 19 : Effet de CSA et CMA sur le poids corporel des animaux diabétiques
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111.2. Activité antihyperglycémique chez les souris diabétiques
Le Tableau 6 décrit les niveaux de la glycémie a jeun chez les animaux témoins et les

animaux diabétiques traités par CSA, CMA, et la Métformine.

Tableau 6: Activité anti-hyperglycémique de CSA et CMA chez les souris diabétiques

Taux de glycémie (mg/dL)

Groupe Avant Apres traitement
Traitement

Semaine 1 Semaine 2 Semaine 3 Semaine 4
Témoin 99.33+2.822 97.16+1.66° 100.16+2.67 % 101.66+2.212 103.83+1.6°
normal
Témoin 203.33+12.55° 305.83+11.20°  336.00+11.4° 308.50+13.3° 291.33+6.3°
diabétique
Méteformine  253.16+12.03° 169.00+17.04% 157.50+6.88°  146.66+10.95° 102.83+7.112
300 mg/kg (33.24%) (37.78%) (42.06%) (59.38%)
CSA 245.83+10.73° 158.50+9.00°  150.83+7.21° 118.66+2.41%° 107.50+3.80°
500 mg/kg (35.52%) (38.64%) (51.73%) (56.27%)
CMA 237.83+15.91° 199.66+9.92° 160.33+10.3° 118.50+1.992 102.16+3.81°
500 mg/kg (16.04%) (32.58%) (50.17%) (57.04%)

Les valeurs sont la moyenne de six répétitions (n = 6) * erreur standard.

Les valeurs qui sont dans la méme colonne et qui ne partageant pas une lettre commune différent significativement a p<0.05.

L administration journaliére de CSA et CMA a la dose de 500 mg / kg par voie orale a
entrainé une reduction significative (p<0.05) de la glycémie chez les souris diabétiques par
rapport au groupe témoin diabétique non traités. Ces effets ont commencé des la premiere
semaine du traitement et se sont poursuivis jusqu'a la fin de la quatrieme semaine pour
atteindre un pourcentage d’inhibition d’hyperglycémie de 56.27% et 57.04% pour CSA et
CMA respectivement.Ces pourcentages ne different pas significativement en comparaison
avec le pourcentage d’inhibition enregistré chez le groupe d’animaux traités par la
métformine (59.38%).

111.3. Effet sur le profile lipidique
La fig.20 présente les taux sériques de triglycerides et de cholestérol total des groupes témoin
et expérimental de souris. Les souris diabétiques ont présenté une augmentation significative

(p <0.05) des taux de triglycérides sériques par rapport au groupe témoin normal, alors que les
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taux de cholestérol total sérique du groupe témoin diabétique n’ont pas augmenté d’une

maniere statistiquement significative en comparaison avec le groupe normal.

Le traitement avec CSA et CMA (500 mg / kg de poids corporel) a entrainé une diminution
significative (p<0.05) des taux de triglycérides totaux par rapport au groupe diabétique non
traité. De plus, aucune différence significative n'a été observée entre lesgroupes traités par

CSA et CMA et le groupe traité par la métformin.

Figure 20: Effet de CSA et CMA sur le profil lipidique des animaux diabétiques

111.4. Effet sur les marqueurs rénaux des animaux diabétiques

Une augmentation significative des taux de créatinine sérique a été observée chez les souris
diabétiques non traités par rapport au groupe témoin normal. Comme la metformine, CSA et
CMA (500 mg / kg de poids corporel) a significativement diminué le taux de créatinine par
rapport au groupe temoin diabétique. Les concentrations d’acide urique, d’urée et des
protéines enregistrées chez les souris diabétiques non traitées n'étaient pas significativement

différentes de celles du groupe témoin normal.

111.5. Effet sur les marqueurs hépatiques des animaux diabétiques

Le niveau d'ASAT et d'ALAT était significativement augmenté dans le groupe témoin
diabétique par rapport au groupe témoin normal (p<0.05). Les souris diabétiques traitées avec
CMA (500 mg / kg de poids corporel) avait une légére diminution des niveaux d’ASAT et une
diminution significative des niveaux d'ALAT. Par contre, CSA a la dose de (500 mg / kg de
poids corporel) n’avait pas réduit significativement les taux d’ASAT et d’ALAT.
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Tableau 7: Effet de CSA et CMA sur les marqueurs hépatiques et rénaux des souris diabétiques

Marqueurs rénaux

Marqueurs hépatiques

Groupes Créatinine Urée Acide urique | Protéines ASAT ALAT

(mg/L) (g/L) (mg/L) (o/L) uim uim
Témoin 3.83+0.16* 0.28+0.02% 26.00+2.19* |62.33+3.36° 137.16+11.58* 40.66+2.45?
normal
Témoin 4.66+021° 0.32+0.02° 26.60+1.37%° |57.16+2.67%° 389.66+58.14° 315.00+ 49.03°
diabétique
Metformine | 3.66+0.21* 0.30+0.03* 30.00+2.23* |55.16+1.92*® 283.16+22.40° 50.66+3.27°
(300mg/Kg)
CSA 3.83£0.40° 0.21+0.08% 34.00+4.97 56.66 + 8.52°  383.33+28.76°  301.33+ 39.76°
(500mg/Kg)
CMA 3.66+0.51*  0.42+0.05°  25.50+1.70° |57.66+1.68°%  364.16+45.12° 141.00+9.50°
(500mg/Kg)

Les valeurs sont la moyenne de six répétitions (n = 6) + erreur standard.

Les valeurs qui sont dans la méme colonne et qui ne partageant pas une lettre commune différent significativement a p<0.05.

I11.6. Histopathologie du pancréas

L’ aspect histologique des pancréas des animaux des groupes témoins et des groupes
diabétiques traités par la metformine (300 mg / kg), CSA (500 mg / kg), et CMA (500 mg /
kg) est illustrée en fig.21. L'examen microscopique a révélé que le pancréas des souris du
groupe témoin normal ont des acini pancréatiques (PA) normaux et des espaces inter-acini et
inter-lobulaires normaux, ainsi que des ilots de Langerhans (LI) avec un nombre normal de
cellules uniformément réparties dans I'lot.

Alors que, dans les pancréas du témoin diabétique, les Tlots de Langerhans ont montré une
hypercellularité et une distribution cellulaire désorganisée. Les noyaux cellulaires étaient
ronds et ovales avec une taille relativement plus grande et montraient un aspect clair et
vacuolaire, aussi, la matrice intercellulaire était réduite.

Concernant les pancréas des animaux traités par la metformine (300 mg/kg), nous avons
observé des acini pancréatiques avec un aspect histologique normal et des changements au
niveau des flots de Langerhans similaires a ceux décrits pour le pancréas des souris
diabétiques non traitées; ses noyaux cellulaires étaient ronds et ovales, mais modérément plus
gros.

Le traitement par CSA et CMA, a la dose de 500 mg/kg a réduit la gravité des changements
histopathologique du pancréas, les acini pancréatiques ont montré des espaces inter-acini et un
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aspect histologique normal. Et les ilots de langerhans avec moins de perte de cellules par

rapport au groupe témoin diabétique. Les noyaux cellulaires étaient ronds et de taille moyenne

avec suffisamment de chromatine finement granulaire.

A

(A):
(B):
©):
(D):
(E):

B

Figure 21: Examination histopathologique du pancréas

Pancréas de souris normales.

Pancreas de souris diabétique non traiteé.

Pancreas de souris diabétique traité parla métformine (300 mg/kg).
Pancreas de souris diabétique traité par CSA (500 mg/kg).
Pancreas de souris diabétique traité par CMA (500 mg/kg).

Page | 91



Résultats Etude des mécanismes d’action des extraits

Chapitre 111 : Etude des mécanismes d’action des extraits

I. Activité inhibitrice d’a-amylase
L’effet inhibiteur des extraits CSA et CMA contre I’activité de I’enzyme a-amylase est

présenté dans la fig. 22. Le résultat a révélé que les extraits testés inhibent I’activité d’a-

amylase d’une maniere concentration dépendante.

L'extrait CSA a significativement I'activité inhibitrice la plus élevée contre I’a-amylase avec
une valeur d’ICsode 217.10 + 0.15 ug / mL.

Figure 22: Pourcentage d’inhibition de I’a-amylase de CSA et CMA

I1. Activité inhibitrice d’a-glucosidase

Les extraits étudiés ont montré une forte capacité inhibitrice contre 1’enzyme a-glucosidase

avec un effet inhibiteur dépendant de la concentration (fig. 23).

De plus, les deux extraits ont montré une activité significativement (p<0.05) plus élevée que
le composé de référence acarbose. L’extrait CSA a montré un pouvoir inhibiteur plus puissant
avec une 1Cso=0.95 + 0.14 ug / ml (Tableau 8).
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Figure 23:Pourcentage d’inhibition de I’a-glucosidase de CSA et CMA

Tableau 8: Valeurs des 1Csp en ng/ml des extraits dans les tests d’inhibition des enzymes a-amylase et
a-glucosidase

a-Amylase a-Glucosidase
CSA 217.10 £ 0.152 0.95+0.142
CMA 886.10 + 0.10° 14.58 + 1.26°
Acarbose 311.20 + 1.38° 18.01 + 2.004

Les valeurs sont la moyenne de trois répétitions (n = 3) + erreur standard.

Les valeurs qui sont dans la méme colonne et qui ne partageant pas une lettre commune différent significativement a p<0.05.

I11. Effet sur I’absorption intestinale du glucose

Les résultats d’inhibition de I’absorption intestinale du glucose chez les rats sont illustrés en
Fig.24. En absence d’inhibiteur, les teneurs du glucose absorbées étaient 19.40 + 1.46 mg/10
cm/1h. En présence de Phlorizin (50 mg/kg) la quantité du glucose absorbée a été diminuée
significativement (p<0.05) en comparaison avec le groupe control a une valeur égale a 8.61
+2.03 mg/10 cm/1h. L’absorption intestinale du glucose a été réduit significativement
(p<0.05) a 12.07 + 0.71 mg/10 cm/1h en présence de CSA et a 9.14 + 1.85 mg/10 cm/1h en
présence de CMA. Cela peut étre considéré comme l'un des mécanismes par lesquels nos
extraits peuvent réguler I'noméostasie du glucose chez le rat.
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Figure 24: Absorption intestinale du glucose de CSA et CMA

IV. Activité antioxydante in vitro

IV.1. Activité de piégeage du DPPH

Les résultats ont montré que les deux extrais testés ont piégé efficacement le radical libre
DPPH d’une maniere concentration dépendante. Les résultats exprimés en pourcentage
d’inhibition du DPPH en fonction de la concentration sont représentés graphiquement en
fig.25.

La détermination de la concentration inhibitrice de 50 % du radical DPPH (Clso) nous a
permis de constaté que les deux extraits possedent un puissant pouvoir anti-radicalaire traduit
par des valeurs basses d’ICs0(4.10 £ 0.85 pg/ml et 5.11 + 0.17 pg/ml pour CSA et CMA

respectivement) proche de celle obtenue par I’antioxydant standard trolox (Tableau 9).
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Figure 25:Pourcentage de réduction de DPPH par CSA et CMA

IV.2. Activité de piégeage de ’ABTS
Les extraits aqueux CSA et CMA ont présenté une forte capacité anti-radicalaire vis-a-vis le
radical cationique ABTS™, les résultats sont illustrés en fig.26Plus la concentration de

I’échantillon est élevé plus I’inhibition de I’ABTS " est plus forte pour les deux extraits.

Les valeurs des ICso (présentés dans le Tableau 9)nousont indiqué que CSA et CMA ont une
capacité de piégeage de I’ABTS presque similaires puisque aucune différence significative

n’a été observée entre les deux extraits.

Figure 26: Pourcentage de réduction du radical ABTS™* par CSA et CMA
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I1VV.3. Pouvoir réducteur du fer
Les résultats du pouvoir réducteur du fer sont illustrés en fig. 27 les deux extraits ont montré
un important pouvoir réducteur en comparaison avec le puissant antioxydant acide

ascorbique.

L’extrait CSA a présenté un pouvoir réducteur de fer significativement plus fort que CMA.
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Figure 27:Pouvoir réducteur de fer de CSA et CMA

IV.4. Activité de piégeage de NO*

Figure 28:Pourcentage de réduction de NO* par CSA et CMA

Les résultats du piégeage de NO® ont montré que CSA et CMA ont une activité inhibitrice

concentration dépendante(Fig. 28).
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La comparaison des valeurs des 1Cso nous a montré que I’extrait CSA présente une activité
inhibitrice du NO* significativement plus importante que CMA (Tableau 9).

Tableau 9: Valeurs des ICso en pg/ml des extraits aqueux dans les tests de I’activité antioxydante in
vitro

DPPH ABTS™ NO*
CSA 4.10 £ 0.85b 2.23+0.14b 409.50 + 1.37b
CMA 5.11%0.17b 2.15+0.06b 705.10 £ 1.52c
Trolox 1.47 £0.02a 0.68 + 0.02a -
Epicatechin - - 33.90 £ 0.30a

Les valeurs sont la moyenne de trois répétitions (n = 3) + erreur standard.
Les valeurs qui sont dans la méme colonne et qui ne partageant pas une lettre commune (a et b) différent significativement a
p<0.05.

V. Effet sur le stress oxydatif in vivo

V.1. Dosage de I’'MDA

Les résultats du dosage du marqueur du stress oxydatif MDA dans les homogénats des foies et
des reins des souris nous ont montré une élévation significative de la concentration de I’'MDA
dans les foies et les reins des souris diabétiques non traitées par rapport aux souris du groupe

témoin normalce qui témoigne d’une atteinte du stress oxydatif.

Le traitement pendant un mois par CSA et CMA a montré une baisse hautement significative
de la concentration de I’MDA dans les deux organes étudiés chez les souris diabétiques en
comparaison avec les valeurs obtenues chez les animaux du groupe témoin diabétique non
traité. En plus, aucune différence significative n’a été observée entre le groupe traité par CSA
et CMA et entre CSA et le groupe traité par la métformine (Tableau 10).

Tableau 10: Effet des extraits aqueux sur le taux de I’ MDA dans les tissus hépatiques et rénaux des
souris

Témoin normal Témoin Meétformine CSA CMA
diabétique 300 mg/kg 500 mg/kg 500 mg/kg
Foie  100.87+11.29°  383.45+ 17.74¢ 100.87+11.29% 141.69 +4.79" 151.49 +13.83°
Rein  5.69+1.63% 183.15 + 6.60¢ 2294 +3.81% 4175+ 455" 5428+ 6.04°

Les valeurs sont la moyenne de six répétitions (n = 6) + erreur standard.
Les valeurs qui sont dans la méme ligne et qui ne partageant pas une lettre commune (a et b) différent significativement a
p<0.05.
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V.2. Dosage de SOD
L’analyse quantitative nous a permis de constater une diminution significative de I’activité de
I’enzyme SOD chez les souris du groupe témoins diabétiques en comparaison avec les

animaux du groupe normal cela est le signe d’un stress oxydatif induit par I’hyperglycémie.

Par contre, une augmentation significative de I’activité de I’enzyme SODa été notéedans les
homogénats des foies et des reins des souris du groupe traité par CSA (mg/kg) et du groupe
traité par CMA (mg/kg). En plus, aucune variation significative n’a été observée entre le
groupe traité par la métformine et les deux groupes traités par les extraits, ce qui témoigne

d’une importante inhibition du stress oxydatif induit par I’hyperglycémie (Tableau 11).

Tableau 11: Effet des extraits aqueux de Cistus sur I’activité de SOD

Témoin normal  Témoin Métformine CSA CMA

diabétique
300 mg/kg 500 mg/kg 500 mg/kg

Foie 927.77 +38.32b 700.23 £20.96a  904.26 +31.88b 908.08 £19.17b  939.01 + 28.87b

Rein 842.03 +23.26b 616.85+17.47a  832.12+20.09b 767.31+11.07b 860.63 +48.92b

Les valeurs sont la moyenne de six répétitions (n = 6) * erreur standard.

Les valeurs qui sont dans la méme colonne et qui ne partageant pas une lettre commune différent significativement a p<0.05.

V1. Activité anti-inflammatoire
Les résultats de I’activité anti-inflammatoire des extraits CSA et CMA évaluée par le test de
I'oedéme aigue induit par la carragénine chez la patte des rats et exprimés en pourcentage

d’inhibition de I’cedéme sont représenté dans la Fig 29.

Chez le lot témoin I’injection de la carragénine a provoqué une inflammation visible apres
une heure et trente (pourcentage d'oedéme est de 27.61 + 6.85%) et I’cedéme a été augmenté
56 progressivement avec le temps pour atteindre 39.29 + 6.07 % a la troisieme heure et 51,33

+ 6,74 % a la sixieme heure.

L’administration orale de I’indométacine a la dose de 10 mg/kg a prévenu de fagon
significative I’augmentation de I’oedéme dés I’une heure et trente qui suit I’injection et
jusgu’a la sixieme heure avec un pourcentage d’inhibition de I’cedéme de I’ordre de 68.61 +
3.81; 73.14 £3.75; 62.75 £ 1.21 & une heure et trente, trois heure, et six heure respectivement.
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Les extraits aqueux de nos deux especes de plantes ont inhibé de maniere progressive et
significative par rapport aux témoins I’oedéme induit par la carragénine avec une forte
inhibition a partir de la troisieme heure, les pourcentages d’inhibition sont de I’ordre de 85.09
+1.06 pour CSA et 77.64 £ 2.26 pour CMA. En plus, les pourcentages d’inhibition de
I’0edéme par nos extraits sont proches de ceux obtenus avec I’indométacine a une heure et
trente et sont significativement (p<0.05) plus élevés que les pourcentages d’inhibition de
I’indométacine a la sixieme heure. lls sont de I’ordre de 91.57 £ 0.52 et 85.78 + 0.64 pour les
extraits CSA et CMA respectivement, tandis que le pourcentage d’inhibition obtenu avec

I’indométacine est de 62.75 + 1.21 a la sixieme heure.

100-
2% Indométhacine (10 mg/Kg)

@8 CSA (500 mg/Kg)
E8 CMA (500 mg/Kg)

% d'inhibition

Figure 29: Pourcentage d’inhibition de I’cedéme inflammatoire de CSA et CMA
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Chapitre 1V : Etude phytochimique bioguidée

I. Rendement des fractions

Les rendements de différentes fractions sont représentés en fig. 30. Les deux plantes étudiées
ont le rendement le plus élevé dans la fraction aqueuse avec un pourcentage de 8.21% et
10.14% pour CSA et CMA respectivement.

Figure 30: Rendement des fractions de Cistus

FCSH : Fraction hexanique de Cistus salviifolius; FCSE : fraction éther-di-éthylique de Cistus salviifoluis ;

FCSB : Fraction buthanolique de Cistus salviifolius; FCSA : Fraction aqueuse de Cistus salviifolius ;

FCMH : Frcation hexanique de Cistus monspeliensis; FCME : Fraction éther-di-éthylique de Cistus monspeliensis;
FCMB : Fraction buthanolique de Cistus monspeliensis; FCMA : Fraction aqueuse de Cistus monspeliensis.

I1. Activité antioxydantedes fractions

Les differentes fractions ont montré une forte capacité a piéger le radical libre DPPH*(Fig.31).
FCSE et FCMB ont été trouvés les plus puissants inhibiteurs puisqu’ils ont montré les ICso les
plus basses (3.47£0.01pug/mL et 3.95 + 0.04 pg/mL respectivement) (Tableau 12).
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Figure 31: Pourcentage de réduction du DPPH des fractions

FCSH : Fraction hexanique de Cistus salviifolius; FCSE : fraction éther-di-éthylique de Cistus salviifoluis ;

FCSB : Fraction buthanolique de Cistus salviifolius; FCSA : Fraction aqueuse de Cistus salviifolius ;

FCMH : Frcation hexanique de Cistus monspeliensis; FCME : Fraction éther-di-éthylique de Cistus monspeliensis;
FCMB : Fraction buthanolique de Cistus monspeliensis; FCMA : Fraction aqueuse de Cistus monspeliensis.

Les résultats ont montre que les fractions de la plante CS ont une activité inhibitrice du radical
cationiqgueABTS *tres puissante(Fig. 32). FCSE a présenté significativement I’activité anti-
radicalaire vis-a-vis de I’ABTS"* la plus puissante dans cette plante avec une 1Cso égale a 3.84
+ 0.05 pg/ml. Les fractions FCME, FCMB, et FCMA de la plante CM ont montré une
excellente capacité réductrice de I’ABTS™*. FCMB a le meilleur effet anti-radicalaire avec une
ICso égale a 1.32+ 0.02 pg/mL tandis que FCMH a présenté le plus faible effet avec une 1Cso
de 287.85 £ 11.9 pug/ml (Tableau 12).

Figure 32: Pourcentage de réduction de I’ABTS"" des fractions

FCSH : Fraction hexanique de Cistus salviifolius; FCSE : fraction éther-di-éthylique de Cistus salviifoluis ;

FCSB : Fraction buthanolique de Cistus salviifolius; FCSA : Fraction aqueuse de Cistus salviifolius ;

FCMH : Frcation hexanique de Cistus monspeliensis; FCME : Fraction éther-di-éthylique de Cistus monspeliensis;
FCMB : Fraction buthanolique de Cistus monspeliensis; FCMA : Fraction aqueuse de Cistus monspeliensis.
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Les fractions de Cistus ont montré un effet inhibiteur modéré contre le radical NO*(Fig. 33)en
comparaison avec I’épicatéchine (1Cso= 33.90 +0.30 pg/mL). FCSE a été trouvé la plus active
avec une ICso égale a 176.08 + 0.38 pg/mL suivie par FCMB avec une ICso de 215.46 + 0.16
ug/Ml (Tableau 12), tandis que FCMH n’était pas efficace dans ce test.

Figure 33: Pourcentage d’inhibition de NO*des fractions

FCSH : Fraction hexanique de Cistus salviifolius; FCSE : fraction éther-di-éthylique de Cistus salviifoluis ;

FCSB : Fraction buthanolique de Cistus salviifolius; FCSA : Fraction aqueuse de Cistus salviifolius ;

FCMH : Frcation hexanique de Cistus monspeliensis; FCME : Fraction éther-di-éthylique de Cistus monspeliensis;
FCMB : Fraction buthanolique de Cistus monspeliensis; FCMA : Fraction aqueuse de Cistus monspeliensis.

Tableau 12: Valeurs des ICso (ug/ml) des fractions de Cistus dans les tests de I’activité anti-

inflammatoire

DPPH ABTS™ NO*

1Cso (ug/ml) 1Cs0 (g/ml) 1Cso (ug/ml)
FCSH 7.287 £0.15¢ 8.12+0.11F 379.91+0,31F
FCSE 3.47+0.012 3.84 +0.05 ¢ 176.08 +0.38 2
FCSB 4.24 £0.03° 5.18+0.12°¢ 256.61 +0.21 ¢
FCSA 7.10 +0.21¢ 8.25+0.22 221.85+0.35°¢
FCMH ND 287.85+11.79" ND
FCME 5.00 +0.02 ¢ 3.14+0.18°¢ 272.63+0.03°¢
FCMB 3.95+0.04 % 1.32+0.02 2 215.46 £ 0.16°
FCMA 5.30 + 0.07 ¢ 2.36 +0.002 ° 222.31 £ 2.71°
Trolox 1.47 £0.02F 0.68 +0.02 9 -
Epicatechin - - 33.90 +0.30 ¢
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Les valeurs sont la moyenne de trois répétitions (n = 3) + erreur standard. Les valeurs qui sont dans la méme colonne et qui

ne partageant pas une lettre commune different significativement a p<0.05.

I11. Activité inhibitrice des fractions contre I’a-amylase et I’a-glucosidase
Toutes les fractions ont montré un puissant effet inhibiteur sur I’activité des enzymes a-
amyalse (Fig. 34) et a-glucosidase (Fig. 35) en comparaison avec la substance de référence

I'acarbose (Tableau 13).

L activité inhibitrice des fractions est concentration dépendante. Pour la plante CS, la fraction
FCSE a montré l'activité inhibitrice significativement (p<0.05) la plus élevée sur I'a-amyalse
(1Cs0 = 87.88 £ 0.03 g / ml) et sur l'a-glucosidase (4.78 = 0.02 pg / ml). Alors que la fraction
FCMB s'est révélee la plus active dans l'inhibition de I'a-amyalse (64.18 £ 1.73 pg / ml) et
dans Il'inhibition de I'a-glucosidase (2.93 + 0.08 pg / ml) par rapport aux autres fractions de la
plante CM.

Figure 34: Pourcentage d’inhibition de I’a-amylase des fractions

FCSH : Fraction hexanique de Cistus salviifolius; FCSE : fraction éther-di-éthylique de Cistus salviifoluis ;

FCSB : Fraction buthanolique de Cistus salviifolius; FCSA : Fraction aqueuse de Cistus salviifolius ;

FCMH : Frcation hexanique de Cistus monspeliensis; FCME : Fraction éther-di-éthylique de Cistusmonspeliensis;
FCMB : Fraction buthanolique de Cistus monspeliensis; FCMA : Fraction aqueuse de Cistus monspeliensis.
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Figure 35: Pourcentage d’inhibition de 1’a-glucosidase des fractions

FCSH : Fraction hexanique de Cistus salviifolius; FCSE : fraction éther-di-éthylique de Cistus salviifoluis ;

FCSB : Fraction buthanolique de Cistus salviifolius; FCSA : Fraction aqueuse de Cistus salviifolius ;

FCMH : Frcation hexanique de Cistus monspeliensis; FCME : Fraction éther-di-éthylique de Cistusmonspeliensis;
FCMB : Fraction buthanolique de Cistus monspeliensis; FCMA : Fraction aqueuse de Cistus monspeliensis.

Tableau 13: Valeurs des ICsg des fractions dans les tests d’inhibition des enzymes a-amylase et a-
glucosidase

a-Amylase inhibition a-Glucosidase inhibition

1Cso (ng/ml) 1Cso (Hg/ml)
FCSH 111.15+355° 7.43+0.88%®
FCSE 87.88+0.03 % 478 £0.022
FCSB 114.25 +0.15° 6.70+0.15 %
FCSA 200.60 + 0.8 ¢ 16.05+1.64 ¢
FCMH 254.20 + 13.6 ¢ 20.42+2.20°¢
FCME 93.515 + 0.065 ° 5.43+0.10%
FCMB 64.18 +1.73°2 2.93+0.082
FCMA 142.10+0.9°¢ 10.25+0.25°
Acarbose 311.20+1.38°¢ 18.01+2.00°

Les valeurs sont la moyenne de trois répétitions (n = 3) + erreur standard.

Les valeurs qui sont dans la méme colonne et qui ne partageant pas une lettre commune différent significativement a p<0.05.
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IVV. Analyse des fractions sur HPLC

Les composés phénoliques des différentes fractions de Cistus analysés sur HPLC ont été
présentés dans le Tableau 14. L'identification des composés pour lesquels des standards
étaient disponibles dans notre laboratoire a été réaliseée par la comparaison de leurs temps de
rétention et de leurs spectres UV-vis avec ceux des témoins standards, etleurs concentrations
ont été calculées a partir de I’équation de la régression linéaire des produits standards

analysés.

L'acide gallique est identifié dans toutes les fractions du plante CS sauf dans le FCSH, cette
fraction a été caractérisée par une quantité élevée d'acide rosmarinique (180.38 pg / mg
d'extrait). L'acide gallique est le principal constituant du FCSB (19.68 ug / mg d'extrait) suivi
de I'acide ferrulique (7.50 pg / mg d'extrait), de I'acide vannilique (3.55 ug / mg d'extrait) et
de I'acide syringique en faible quantité (0.31 pg / mg d'extrait). Tandis que la rutine (22,63 pg
/ mg d'extrait) est le principal composé du FCSE, suivie de I'acide rosmarinique (15.45 ug /
mg d'extrait), de I'acide ferrulique (6.34 g / mg d'extrait) et de I'acide gallique (4.89 pg / mg
d'extrait), celui-ci est le seul composé détecté en FCSA avec une quantité de 1.24 pg / mg

d'extrait.

Concernant les fractions de la plante CM, la narginine est identifiée dans le FCMH avec une
faible quantité (1.12 pg / mg d'extrait) et dans le FCME avec une concentration de 12.53 pg /
mg d'extrait, dans cette fraction I'acide tannique est trouvé avec une concentration importante
(143.96 pg / mg de extrait) suivi de la rutine (76.85 pg / mg d'extrait) et de I'acide ferrulique
en faiblequantité (1.17 pg /mg d'extrait). Alors que, la quercétine (10.68 g / mg d'extrait) est
le principal constituant détecté dans la fraction FCMB et l'acide sinapique (11.69 pg / mg
d'extrait) est le seul composeé identifié dans la FCMA, et détecté dans la FCMH avec une
faible concentration (1.04 pug / mg de extrait). D autres produits inconnus ont été également

présents dans nos fractions.
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Tableau 14: Composés phénoliques identifiés dans les fractions dans I’analyse sur HPLC

Standards Tr FCSH FCSE FCSB FCSA FCMH FCME FCMB FCMA

(min)

Acide 17.30 - - - - 1.04 - - 11.69

sinapique

Acide 769 - - - - - 143.96 - -

tannique

Acide 17.03 - 6.34 750 - - 1.17 - -

ferrulique

Quercetine 22.52 - - - - - - 10.68 -

Narginine 18.62 - - - - 1.12 1253 - -

Les résultats sont exprimés en pg/mg d’extrait
Tr: temps de rétention

V. Analyse de la fraction la plus active sur HRMS

Les résultats d’analyse sur HRMS (Fig. 36) nous a permis de constater que la Pedunculagine
(ion m/z [H] égale a 783.07179) et la Punicalagine (ion m/z [H] égale a 1083.06343) sont les
produits majoritaires dans notre fraction FCMB.
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Figure 36: Spectre de masse de FCMB sur HRMS

V1. Analyse de la fraction la plus active et de ses sous-fractions sur CCM

Les resultats des analyses chromatographiques sur CCM des sous-fractions de FCMB (la
fraction la plus active dans les tests biologiques effectués) obtenues suite aufractionnement
par CPC et aprés le rassemblage des sous-fractions identiques sont présentés dans les figures
43, 44, 45.L’observation des plaques CCM sous la lumiére UV a 365 nm (Fig. 37) et a 254
nm (Fig.38) nous a montre la présence de différentes taches de couleurs variés fluorescent ou

sombre, ce qui signifie la présence de différentes classes de composés phénoliques.

La pulvérisation avec le réactif de Neud qui est spécifique pour la caractérisation des
flavonoides nous a montré des taches de couleur orange, jaune, et brune (Fig. 39) ce qui
confirme la présence des substances appartenant a cette grande famille trés hétérogene.

Les sous-fractions (F5, F8, F9, F10, F12, F16, F19, F20, F21) qui ont présentés des taches
dont le rapport frontal (Rf), le nombre, la couleur, I’intensité et la taille sont différentes ont été

sélectionnées afin de les analyser d’une maniére plus précise sur UPLC.
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Figure 37:CCM des sous-fractions de FCMB a 365 nm
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Figure 38: CCM des sous-fractions de FCMB a 254 nm

Figure 39:CCM des sous-fractions de FCMB apres pulvérisation du réactif de Neud
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VII. Analyse de la fraction la plus active et de ses sous-fractions sur UPLC

Les spectres PDA de la fraction FCMB (Fig. 40) ont montré la présence de deux type de
pics,des pics qui sortent a des temps de rétentions de 1 a 3 min et d’autres plus majoritaires
avec des temps de rétention de 7.2 & 8 min. Ces derniers, correspondent aux produits les plus
polaires. Les deux types de pics absorbent aux deux longueurs d’onde 254 nm et 365 nm qui

sont caractéristiques des composes phénoligues.

La comparaison des spectres PDA des sous-fractions obtenues de FCMB (Fig. 41 et 42) nous
a montré une bonne séparation de différents composés de cette fraction traduite par des pics

bien concentrés avec des temps de rétentions différents.

Par contre, I’analyse des spectres Qda nous a montré que les sous-fractions de FCMB ne sont
pas des produits purs mais ils contiennent des composés phénoliques qui sont encore en
mélange. Le tableau 15 représente les composés phénoliques que nous avons pu identifier.

D’autres produits inconnus sont aussi présents dans les sous fractions.

FCMB 1mg/ml Channel description : PDA Spectrum PDA 365.0 nm (PDA Spectrum (200-790 nm))

T T T T T T T T T T T L |
0.00 1.00 2.00 3.00 4,00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.0(
Minutes

FCMB 1mg/ml Channel description : PDA Spectrum PDA 254.0 nm (PDA Spectrum (200-790 nm))

T R L L U U L I
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00

Minutes

Figure 40: Chromatogramme de I’analyse UPLC- PDA de la fraction FCMB
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SampleName: fract 5 Channel Description: PDA Spectrum PDA 254.0 nm (PDA Spectrum (200-790)nm)
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Figure 41: Chromatogrammede I’analyse UPLC- PDA des sous fractions de FCMB a 254 nm
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Figure 42: Chromatogramme de I’analyse UPLC- PDA des sous-fractions de FCMB a 365 nm
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Tableau 15: Composeés phénoliques identifiés dans les sous-fractions de FCMB en UPLC

Fractions m/z [H] Temps de Composé
rétention (min) identifié

F5 301.04 1.480 Acide éllagique
317.16 2.209 Myricitine

F8 169.06 1.264 Acide gallique
305.29 0.985 Epigallocatéchine

F9 169.10 1.250 Acide gallique
289.12 1.045 Catéchine
609.22 7.543 Rutine

F10 305.13 1.757 Epigallocatéchine

gallate

463.27 1.702 Isoquercétine

F12 305.13 1.796 Gallocatéchine
169.11 1.268 Acide gallique

F16 289.14 1.198 Catéchine
179.06 2.204 Acide caféique

F19 783.21 7.442 Pedunculagine

F20 1083.17 8.103 Punicalagine
289.17 4.193 Catéchine
305.21 7.676 Epicatéchine

F21 1083.20 8.135 Punicalagine
781.25 8.066 Punicaline
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Discussion

Les plantes médicinales ont historiguement prouvé leur efficacité en tant que source
potentielle de molécules bioactives, et représentent aujourd’hui un pool attractif pour
découvrir de nouveaux agents antidiabétiques vu la nécessité urgente de nouveau traitement
plus efficace et moins nocif que les médicaments synthétiques prescrits aux patients souffrant

du diabete de type 2.

Dans ce contexte, la présente étude s’intéresse a I’évaluation du potentiel antidiabétique des
plantes Cistus salviifoliusL. et Cistus monspeliensisL. du Maroc et a I’investigation des
possibles mécanismes d’action qui peuvent expliquerleur potentiel thérapeutique. Aussi, nous
avons contribué a la recherche des éventuelles molécules bioactives de ces plantes a I’aide

d’une étude phytochimique bioguidée.

La mise en évidence des différentes classes des métabolites secondaires constituants une
plante, nous permet d’avoir une bonne idée sur ses activités pharmacologiques.L’analyse
phytochimique préliminaire que nous avons effectué au début de I’étude nous a permis de
mettre en évidence la présence des flavonoides, des tanins, des terpénoides, et des
saponosides et I’absence des alcaloides dans les deux plantes ce qui nous a permis de prévoir
des activités pharmacologique potentielles. Les flavonoides grace a leur capacité de moduler
le comportement de plusieurs systemes cellulaires et de modifier I’activité de certaines
enzymes peuvent exercer une multitude d’activités biologiques et thérapeutique, notamment
des activités antidiabétiques (AL-Ishaq et al.,2019), anti-inflammatoires (Maleki et al., 2019),
antiulcéreuses (Zahran et al., 2019) antioxydantes, vasculoprotectrices, antihépatotoxiques,
antiallergiques (Ghedira, 2005), et méme antitumorales (Kikuchi et al., 2019).Les tanins ont
des propriétés antihyperglycémique, anti-hyperlipidémique, et antioxydante. Les terpénoides
sont largement connu par leur propriété anti-inflammatoire (Hortelano, 2009).Les saponosides
possédent une grande variété d’activité biologiques telles que immunomodulatrice, anti-
inflammatoire, cytotoxique et antitumorale. La présence des quinones et anthraquinones dans
la plante C. monspeliensis lui confére des propriétés biologiques intéressantes, certaines
quinones, dérivant de I’anthraquinone, sont des laxatifs stimulants. D’autres activités
antidépressives (hypericin), antiallergiques, anti-protozoaires, antivirales, antibactériennes,
fongicides ont été décrites. Les alcaloides exercent de puissants effets physiologiques et
toxicologiques et sont couramment administrés a de faibles doses car ce sont de violents

poisons ; I’absence de ces composes dans nos plantes est donc était souhaitable. L’étude
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phytochimique quantitative de nos extraits, au moyen des dosages spéctrophotométriques,
avait pour objectif la détermination de leur teneur en polyphénols totaux, en flavonoides et en
proanthocyanidines (appelé également tanins catéchiques ou tanins condensés). Le choix de
quantifier les polyphénols parmi les différentes substances phytochimiques, résulte du fait
qu’ils sont considerés comme les contributeurs majeurs a la capacité anti-oxydante des plantes
médicinales, en plus de ses diverses activités biologiques telles que les activités anti-
hyperglycémique et anti-inflammatoires. De méme, pour les proanthocyanidines et les
flavonoides qui sont considérés comme les classes les plus importantes des polyphénols. Les
résultats ont révélé que I’extrait CSA présente les teneurs les plus élevées en polyphénols
totaux que celles données par I’extrait CMA. Aussi, nous avons constaté que CSA a une
concentration en flavonoides relativement plus élevee que CMA. CSA et CMA ont des
teneurs importantes en tanins catéchiques avec des valeurs non significativement (p<0.05)
différentes. Les teneurs de nos extraits en polyphénols sont supérieures a celles rapportés par
Carev et ses collaborateurs (2020), qui ont trouvés des teneurs de 161.09 + 7.2 mg EAG/qg,
dans un extrait aqueux de Cistus salviifolius de Croatia et ils sont aussi plus elevés a celles
trouvées dans un extrait méthanolique des feuilles de Cistus monspeliensis de Tunisie 33.16 +
0.01 mg EAG/g (Nicoletti et al 2015). Ces variations peuvent étre a I’origine de divers
facteurs, comme les facteurs climatiques et géographiques, le potentiel génétique des especes
individuelles pour la biosynthése des polyphénols, les méthodes d’extraction et I’étape de

maturation qui peut étre également critique a cet egard (Alipour et al 2016).

L’ analyse de la composition minérale des plantes étudiées a montré que C. salviifolius a des
teneurs significativement plus élevées (p<0.05) en Ca, Mg, K, P ,Na et Cu par rapport a CM,
tandis que CM a des quantités significativement plus élevées en Fe. La différence observée
entre les deux plantes en contenu minéral est probablement lié au profil génétique et
partiellement aux conditions environnementales. La présente étude a révélé que les plantes CS
et CM sont riches en Ca, Mg, P, Na et K, qui sont des éléments tres importants dans la
nutrition humaine. A notre connaissance, il n’y a pas des études antérieures sur la composition
minérale des plantes CS et CM. Néanmoins, il a été rapporté que d’autres especes de Cistus
(Cistus ladanifer L. et Cistus libanotis L.) du Maroc ont montré des teneurs élevés en certains
éléments minéraux (Zidane et al 20116).

Avant de commencer notre étude pharmacologique in vivo nous avons d’abord évalué la

toxicité aigué de nos extraits par voie orale chez la souris, le principal but d’étudier la toxicité
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est de connaitre la nature et I’amplitude des effets secondaires des extraits a des doses bien

appropriées, a fin de prévenir tout risque pour I’organisme vivant.

D’aprés I'étude de la toxicité aiglie que nous avons mené comme décrit dans les lignes
directrices 423 de I'OCDE, les extraits CSA et CMA n'ont aucun effet toxique chez la souris
jusgu'a la dose de 2000 mg/ kg par voie orale. En plus, I’administration orale des extraits CSA
et CMA a la dose de 500 mg/kg pendant un mois n’a provoqué aucune toxicité chez la souris.
En effet, la présente étude a été menée a la dose de 500 mg / kg b, wt pour évaluer I’activité
antidiabétique.

Chez les patients diabétiques de type 2, la résistance a l'insuline est initialement compensée
par une augmentation de la sécrétion d'insuline pour maintenir une glycémie normale. On
pense que ce mécanisme compensatoire implique a la fois une amélioration de la fonction
sécrétoire des cellules B pancréatique et une augmentation de la masse de ces cellules.
Cependant, au fil du temps, une sécrétion exagérée d'insuline conduit a une défaillance
progressive des cellules B, les cellules subissent une apoptose et la masse des cellules B est
réduite. Le diabéte induit par STZ-NA chez les animaux du laboratoire correspond au stade du
diabete de type 2 chez I'nomme lorsque la masse des cellules B est réduite. Ce modele
développé par Masiello, et al. (1998) est trés utile dans les études de différents aspects du

diabete, y compris les complications de cette maladie (Szkudelski, T., 2012).

Dans cette méthode la STZ exerce une action cytotoxique sur les cellules B productrice de
I’insuline au niveau du pancréas. Elle est transportée vers les cellules B via le transporteur de
glucose GLUT?2 et provoque des dommages a I'ADN conduisant a une activité accrue de la
poly (ADP-ribose) polymérase (PARP-1) pour réparer 'ADN. Le mécanisme de réparation de
I’ADN consomme de grandes quantités de nicotinamide adénine dinucléotide (NAD). Ainsi,
I’administration du nicotinamide aux souris sert a protéger partiellement les dommages
excessifs causés par la STZ sur les cellules B (Islam, M.S. and Wilson, R.D., 2012).

Les doses de STZ utilisées pour induire le diabete varient considérablement selon le sexe et la
souche (Furman, 2015). Dans notre expérience, nous avons sélectionné la dose de 200 mg / kg
de STZ pour induire le diabete apres avoir testé différentes doses chez nos souris Swiss

albinos.

Dans notre étude nous avons utilisé la méteformine comme témoin positif, ce dernier est un

médicament antidiabétique appartenant a la famille des biguanides qui réagit directement ou
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indirectement sur le foie pour diminuer la production du glucose. 1l s'est également révélé étre
un sensibilisateur a I'insuline et agit probablement dans la lumiere intestinale par le biais de
multiples mécanismes (Rena et al., 2017 ; Flory and Lipska, 2019). L’administration des
extrais CSA et CMA (500 mg / kg b, wt) et la métformin (300 mg / kg b, wt) aux souris
diabétiques a montré une réduction significative de I’hyperglycémie en comparaison avec les
souris du groupe témoin diabétique non traité. Cet effet est probablement dd a une diminution
de la production du glucose hépatique ou a une augmentation de la sécrétion d’insuline par les
cellules B pancréatique puisque CSA et CMA ont réduit le dommage induit par STZ-NC sur
les cellules des ilots de Langerhans. De plus, les groupes traités ont montré une amélioration
significative du poids corporel, indiquant que CSA et CMA peuvent empécher la fonte
musculaire induite par I'hyperglycémie, qui est I'une des caractéristiques observées dans le
diabete induit par STZ (Swanston-Flatt, et al., 1990).

L’augmentation anormale des concentrations de lipides plasmatiques, y compris de
triglycérides, sont des complications fréquemment observées dans le cas du diabéte de type Il
et contribuent au développement de maladies cardiovasculaires graves (Krauss, 2004).
L’administration de CSA et CMA a révélé une réduction significative du taux de triglycérides
sérique. L'augmentation du taux de triglycérides sériques observée chez les souris diabétiques
non traitées est collectivement corrélée avec I'hyperglycémie, la résistance a l'insuline,
I'nyperinsulinémie, la prédisposition abdominale a l'adipose viscérale, I'augmentation de la
teneur en graisse hépatique et le trouble du métabolisme des acides gras (Pang et al., 2014).

En outre, nous avons constaté une élévation significative des taux de creatinine sérique chez
les souris du groupe témoin diabétique par rapport au groupe témoin normal, alors que dans
cette étude il n'y a pas d'augmentation significative des concentrations sériques d'urée, d'acide
urique et de protéines totales. En fait, STZ-NC n'est pas spécifique pour induire une
néphrotoxicité et toutes les modifications de la fonction rénale aprés I'administration de STZ-
NC chez la souris peuvent donc étre attribuées a une altération du métabolisme dans le diabéte
et a sa durée et sa gravité. La créatinine est un composé azoté non protéique produit par la
dégradation de la créatine dans le muscle. Il est considéré comme un marqueur plus spécifique
du rein, car les lésions rénales sont le seul facteur significatif qui augmente le taux de
créatinine sérique (Ahangarpour, et al., 2016 ; Al-Attar, A.M. and Alsalmi, 2019) alors que la
formation d’urée, d’acide urique et des protéines est influencée par plusieurs facteurs tel que
la fonction hépatique, le niveau du catabolisme des protéines et I’hydratation. Le traitement

par CSA et CMA a diminué significativement les concentrations de créatinines sériques chez
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les souris diabétiques jusqu’a des niveaux normaux. Cela indique une amélioration de la
capacité d’excrétion rénale de la créatinine et suggere I’important r6le de nos extraits dans

I’amélioration de la fonction rénale.

Nos résultats sont en accord avec ceux d'El Kabbaoui et al. (2016) qui ont rapporté les
propriétés antihyperglycémiques et hypolipidimiques de I'extrait aqueux d’une autre espece de
Cistus marocain (Cistus ladaniferus L.).

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation, le plus souvent il faut combiner les
réponses de tests différents et complémentaires pour avoir une indication sur la capacité
antioxydante de I’échantillon & tester. L’activité antioxydante de nos extraits est évaluée
d’abord in vitro en utilisant quatre différentes méthodes, le test au DPPH, le test de I’ABTS et
le test FRAP et le test d’inhibition de NO".

Les radicaux DPPH et ABTS sont les substrats les plus couramment utilisés pour I'évaluation
directe de Il'activité antioxydante en raison de leur stabilité en forme de radical et de leur
simplicité d'analyse. Le test du FRAP est également un essai simple et reproductible utilisé

pour évaluer le pouvoir réducteur du fer et il est en tout point complémentaire aux autres tests.

L'oxyde nitrique (NO") est parmi les especes réactives de I’oxygene produit dans lI'organisme
humain par les phagocytes et les cellules endothéliales et synthétisé a partir de I'arginine par
la NO synthase. Le NO" réagit rapidement avec I'anion superoxyde formant un certain nombre
d'especes azotées réactives, y compris le peroxynitrite qui est un puissant oxydant cytotoxique.
Un taux anormalement élevé de NO est généralement observé chez les diabétiques et il a été
rapporté que I'hyperglycémie est impliquée dans sa production excessive (Adela et al., 2015 ;
Singh et al., 2015). L'inhibition du NO peut donc contribuer & réduire de nombreuses
pathophysiologies et complications du diabete associées a sa surproductionChoi et al., 1999 ;
Skrha., 2007).

Les deux extraits testés ont montré un puissant effet anti-radicalaire vis-a-vis du radical libre
DPPH et du radical cationique ABTS'*. Nos résultats sont cohérents avec ceux rapportés par
Nicoletti et al. (2015) qui ont trouvé une ICso égale a 3.00 + 0.36 pug/ml dans le test au DPPH
effectué sur un extrait méthanolique des feuilles de C.monspeliensis de Tunisie. Des résultats
similaires sont également rapportés pour les extraits des bourgeons des fleurs de CS de
Tunisie avec des valeurs d’I1Cso de 5.11 + 0.53 et 4.82 pg/ml pour le test de DPPH et de
I’ABTS respectivement (El Euch et al., 2015). En plus, nos extraits ont montré un effet
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antiradicalaire relativement plus élevé en comparaison avec I’extrait aqueux des parties
aériennes de CS de Syrie qui a montré une valeur d’1Cso de 11 pg / mL dans le test au DPPH
(Waed et al., 2016).

L’extrait CSA a présenté un fort pouvoir réducteur du fer et une capacité inhibitrice du NO
significativement plus élevés que CMA. Cela est corrélé positivement avec leur teneur en

composés polyphénoliques.

Plusieurs études ont montre que le stress oxydatif joue un rdéle important dans la progression
du diabeéte, il est considéré comme le moteur mobilisant les différents facteurs pathologiques
vers les complications de cette maladie et les organes associés (Maritim, et al.,2003; Mishra et
al., 2017 ; Dos Santos et al., 2019).

Les lipides membranaires et principalement leurs acides gras polyinsaturés (AGPI) sont tres
sensibles a l'oxydation en raison de leur degré élevé d'instauration. L’attaque des ERO
radicalaires au sein des doubles liaisons lipidiques membranaires, induit des processus de
peroxydations en cascade aboutissant a la désorganisation compléte de la membrane, altérant
de ce fait ses fonctions d’échange, de barriere et d’information. Le malondialdéhyde (MDA)
est I’un des principaux produits finaux de la peroxydation lipidique qui peut réagir avec les
biomolécules et exercer des effets cytotoxiques, génotoxiques. Le MDA est le biomarqueur
du stress oxydatif le plus fréquement utilisé dans plusieurs pathologies y compris le diabete
(Ito et al., 2019). Dans les conditions normales, le systéme de défense antioxydant du corps
peut produire des piégeurs des radicaux libres en quantité suffisante pour se protéger contre
les effets des ERO. Le SOD Les superoxydes dismutases représentent une des premiéres
lignes de défense contre le stress oxydant. Ce sont des métalloprotéases qui catalysent la
dismutation des ions superoxydes en peroxyde d’hydrogéne stable et moins toxique et en
oxygene moléculaire (Ighodaro, et Akinloye, 2018). Cependant, les diabétiques présentent le
plus souvent un stress oxydatif plus sérieux da a I’hperglycémie chronique et pérsistante qui
réduit I’activité antioxydante totale et favorise ainsi la génération des ERO (Takim, et Isik,
2020).

Dans notre étude, nous avons observé une diminution de l'activité de SOD dans les foies et les
reins des souris diabétiques associée a une augmentation importante de la peroxydation
lipidique dans ces tissus. Nos résultas sont conformes avec les études récentes qui ont

démontré que l'activité des enzymes antioxydantes, telles que la SOD, sont réduites et le degré
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de la peroxydation est élevé dans les tissus des animaux rendus diabétique par la méthode de
STZ-NC (Ramprasad et al., 2017 ; Rashid et al., 2019 ; Takim, et al., 2020).

Nos résultats ont montré que les deux extraits testés ont diminué le taux de I’'MDA et ont
augmenté I’activité de I’enzyme antioxydant SOD au niveau des foies et des reins des souris
diabétiques d’une maniére significative en comparaison avec les souris du groupe témoin
diabétique. Ces résultats suggerent que CSA et CMA sont capable de renforcer le systeme de
défense enzymatique antioxydant, réduire les radicaux libres et peuvent atténuer le dommage
excessive du stress oxydatif au niveau rénal et hépatique chez les diabétiques. Les résultats
ont montré que les deux extraits possédent un effet antioxydant remarquable in vitro; Ce
pouvoir antioxydant a été retrouvé et remarqué in vivo chez les souris diabétique, ce qui
témoigne d’un potentiel thérapeutique important pour la lutte contre les complications du
diabéte émanant d’un stress oxydant.

L’inhibition des enzymes digestives des sucres telles que I'a-amylase et de 'a-glucosidase est
considérée comme une stratégie importante pour contrdler I'hnyperglycémie postprondiale et
I'une des principales approches pour prévenir les complications du diabéte de type 2.
Actuellement, une grande attention est portée aux extraits de plantes médicinales en tant
gu'alternative potentielle aux inhibiteurs classiques de l'a-glucosidase et de l'a-amylase
prescrits qui se sont révélés avoir de nombreux effets secondaires indésirables (Figueiredo-
Gonzélez et al., 2016 ; Majeed et al., 2020).

Nos résultats ont indiqué que les deux extraits ont inhibé significativement I’activité de
I’enzyme a-amylase et a-glucosidase d’une maniére concentration dépendante. En plus, ils
ont montré une capacité inhibitrice de 1’a-glucosidase significativement plus élevée que le
composé de référence acarbose. L’extrait CSA a montré un pouvoir inhibiteur plus puissant
avec une ICso= 0.95 + 0.14 ug/ml. Notre constatation est en accord avec les études
précédentes qui ont montré que certains extraits des plantes médicinales ont une activité
inhibitrice de I’a-glucosidase plus élevee que les puissants inhibiteurs synthétiques tels que
I'acarbose (Zhang, et al 2015 ; Figueiredo-Gonzalez, et al 2016 ; Ortiz-Martinez et al, 2016).

De plus, nos résultats sont en accord avec une étude réalisée sur une autre espece du genre
(Cistus laurifolius L.) par Orhan et al, (2013) qui a montré que I'extrait éthanolique de cette
plante est un puissant inhibiteur de la a-glucosidase (ICso = 6.3ug / mL) et a une remarquable

effet inhibiteur sur I’a-amylase et améliore également I'hyperglycémie chez les rats
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diabétiques de type 2. La puissante capacité inhibitrice que posséde nos extraits vis-a-vis de
l'enzyme a-glucosidase et leur activité inhibitrice de I’a-amylase peut ralentir efficacement la
digestion des glucides, prolonger ainsi le temps de digestion globale, provoquant une
réduction de I'absorption du glucose et, par conséquent, une diminution importante de
I'nyperglycémie postprandiale. De plus, il a été suggéré que l'inhibition de I'activité des
enzymes digestives du sucre peut aider a réduire la formation des produits finaux de glycation
avancée (AGE), qui sont connues comme un facteur de risque majeur de complications
cardiovasculaires chez les diabétiques (Khangholi et al., 2016). Aussi, l'inhibition de
I'nyperglycémie post-postprandiale peut aider a limiter la prise du poids ou & améliorer la
perte du poids chez les patients qui ont le diabete de type 2 (Barrett, and Udani, 2011).

L’inhibition des enzymes a-amylase et a-glucosidante retarde I’absorption du glucose et
représente donc une importante stratégie pour controler I’hyperglycémie postprandiale chez
les patients diabétiques. Mais, les inhibiteurs de ces enzymes restent incapables de prévenir
I’absorption du glucose lorsque le glucose lui-méme est ingéré en grande proportion
(Hanamura, et al., 2006).Par conséquent, l'inhibition directe de I'absorption intestinale du
glucose pourrait représenter un nouveau meécanisme tres important et complémentaire de
I’effet des enzymes digestives des sucres pour un contréle plus efficace de I’hyperglycémie

chez les diabétiques.

Nos résultats ont montré que les extraits CSA et CMA a la dose de 250 mg/kg inhibent
significativement I’absorption du glucose dans l'intestin gréle chez les rats. Cela peut étre
envisagé comme I'un des mécanismes par lesquels nos extraits peuvent réguler I'noméostasie
du glucose chez les animaux diabétiques. En plus aucune différence significative n’a éte
observée entre nos extraits et le référence standard Phlorizin. Ce dernier Phlorizin est un
flavonoide glucosidique qui bloque I’absorption intestinal du glucose par inhibition
compétitive du SGLT1 (transporteur du glucose dépendant du sodium 1) (Ehrenkranz, 2005).
Tandis que des concentrations plus élevées interféraient avec le métabolisme aerobie et
produisaient un gonflement mitochondrial. Dans I'intestin, le glucose est principalement
absorbé par deux transporteurs, en fonction de la concentration de glucose. A de faibles
concentrations, le glucose est transporté a travers la membrane de bordure en brosse contre le
gradient de concentration par le transporteur de glucose dépendant du sodium 1 (SGLT1). A
des concentrations plus élevees, le glucose est transporté principalement par le transporteur
facilité de faible affinité, le transporteur de glucose 2 (GLUT2). Il est bien connu que le

SGLT1 est le transporteur le plus abondant dans I’intestin. L'inhibition du SGLT1 améliore
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I'noméostasie du glucose en réduisant I'absorption du glucose alimentaire dans l'intestin et en
augmentant la libération d'incrétines gastro-intestinales comme le peptide-1 de type glucagon
qui devrait améliorer encore le métabolisme du glucose. Le GLP-1 inhibe en outre la
libération du glucagon, hormone hyperglycémiante et améliore ainsi le métabolisme du

glucose (Song, et al., 2016).

Des études récentes ont montré que les modifications de la glycémie systémique en OGTT
refletent l'activité du transporteur intestinal du glucose SGLT1 (Ducroc, et al., 2007 ;
Stumpel, 2001). Les résultats du test de I’OGTT que nous avons réalisé de maniere aigue chez
les rats au début de I’étude ont montré que nos deux extraits a la dose de 500 mg/kg réduit
significativement le taux du glucose dans le sang veineux des rats par rapport aux témoins
aprés une charge de glucose a une dose de 2g/kg. Aprés une ingestion orale du glucose le
maintien de la tolérance au glucose dépend de la sécrétion d’insuline, de la production
hépatique du glucose, du taux du glucose absorbé dans le tube digestive en plus de

I’absorption du glucose par les tissus périphériques (Ndong, et al., 2007).

Pour I’évaluation de I’activité anti-inflammatoire, les expériences ont été réalisées sur le
modele de I'oedeme aigue de la patte de rat induit par la carragénine, une des méthodes les
plus utilisées pour I'étude des potentialités anti-inflammatoires des nouveaux agents supposés
actives (Morris, 2003). Selon Otterness et Gans (1988), dans ce modeéle expérimental, la
distribution et le meécanisme d’action des anti-inflammatoires seraient proches des
phénomenes observés chez I’hnomme. En plus, ce test trouve un intérét particulier, dans la
mesure ou c’est un test dans lequel la participation des dérivés de la cyclo-oxygénase produits
au cours du métabolisme de I'acide arachidonique, et la production des especes réactives a
I'oxygene sont bien établies (Smith et al, 1974). L’injection de la carragénine provoque la
libération successive de plusieurs médiateurs chimiques qui sont responsables du processus
inflammatoire. La phase initiale de la réponse inflammatoire dure environ 1 h 30 min, est
provoquée par la libération d'histamine et de sérotonine; la deuxiéme phase est médiée par la
bradykinine de 1 h30 min a 2 h30 min; et enfin une troisieme phase, dont le médiateur est
suspecté d'étre des prostaglandines produites sous I’action de cyclo-oxygénase, intervient de 2
h 30 min a 6 h aprés l'injection de carraghénine (Di Rosa, 1972). De plus, la réponse
inflammatoire est également liée a l'infiltration locale et I'activation de neutrophile et a la
production des radicaux libres dérivés de I'oxygene (Posadas et al, 2004 ; Salvemini et al
1996). L’industrie pharmaceutiqgue a mis sur le marché plusieurs substances anti-

inflammatoires synthétiques, efficaces mais leur intérét est généralement perturbé par des
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effets secondaires génants notamment lorsqu'ils sont administrés par voie orale. Les anti-
inflammatoires non stéroidiens tel que I’indométacine qui est une des molécules les plus
connues, génerent des troubles digestifs et rénaux graves (Arnold et al 1974 ; Roth, 2012 ;
Wang et al 2019).

Nos extraits a la dose teste (500 mg / kg), ont montré une inhibition progressive et
significative de I’oedéme induit par la carragénine chez la patte des rats en comparaison avec
le groupe témoin ce qui traduit leur importante capacité anti-iflammatoire. La richesse de nos
extraits en constituants polyphénoliques capables de piéger les radicaux libres et surtout en
flavonoides qui sont largement connus par leurs propriétés anti-inflammatoires, ainsi que
I’importante activité antioxydante que présentent ces extraits peuvent expliquer en partie leurs
intéressants effets anti-inflammatoires. Les résultats de la présente étude sont en accord avec
I'étude d'El Youbi et ses collaborateurs. (2016) qui ont montré que I'extrait aqueux des feuilles
de Cistus ladaniferus (L.) du Maroc posséde un puissant effet anti-inflammatoire sur I’cedéme
induit par la carragénine chez la patte de rat. Cependant, les résultats de Kupeli et Yesilada
(2007) ont montré que I’extrait aqueux des feuilles de Cistus laurifolius (L.) de Turquie ne
montre aucun effet inhibiteur sur le modéle de I’cedéme induit par la carragénine, tandis que
I'extrait éthanolique était significativement actif a la fois a la dose de 250 et 500 mg / kg. Les
différences entre les différentes espéces de Cistus dans la réponse anti-inflammatoire peuvent
étre probablement liées aux conditions environnementales, aux méthodes et solvants
d’extraction et a la partie de la plante utilisée, et au profil génétique qui permettent a chaque
espece vegétale d’avoir des constituants phytochimiques spécifiques et donc une réponse

biologique variable.

Les composés phénoliques sont les principales biomolécules des plantes qui sont largement
connues pour leur potentiel thérapeutique contre diverses maladies. Dans I'organisme humain,
les composés phénoliques peuvent agir comme des protecteurs des lipides, des protéines et de
I'ADN contre les especes réactives de I’oxygene et donc jouer un rdle central dans la
prévention du stress oxydatif et de ses pathologies associées telles que le diabéte de type 2
(Fenercioglu et al., 2010 ; Noh et al., 2011). Les composés phénoliques de différentes
fractions de nos plantes ont été analysés sur HPLC. Les résultats de cette analyse ont montré
une importante variabilité entre les différentes fractions de Cistus pour tous les composés
mesurés. Cette variation est peut étre attribuée a la différence des caractéristiques génétiques
entre ces deux especes de plante et peut également étre due a la différence de polarité du

solvant. En effet, plusieurs études rapportées ont montré que le solvant d'extraction a un
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impact sur les concentrations chimiques (Turkmen et al., 2006 ; Spigno et al., 2007 Rafinska
et al., 2019). Parmi les composés phénoliques que nous avons analysés sur HPLC seul la
quercétine a été identifié dans la fraction la plus active FCMB avec une concentration de
10.68 pg/mg d’extrait. La quercétine est parmi les flavonoides les plus connu par ses
intéressantes activités biologiques telles que I’activité antioxyadante, antiinflammatoire, et
antidiabétiques. Elle inhibe I’hyperglycémie d’une maniere concentration dépendante (Bule,
etal., 2019).

Parmi les différentes fractions de la plante C. salvifolius, la fraction FCSE a été révélé la plus
active dans le piégeage des radicaux libres DPPH, ABTS et NO, et dans I’inhibition des
enzymes digestives de sucre. Cependant, I’extrait aqueux de cette plante a montré une forte
capacité inhibitrice de ’enzyme a-glucosidase (1Cso= 0.95 + 0.14 pg/ml) plus potentielle que
la FCSE (I1Cs0=4.78 + 0.02 pg/ml) et méme plus élevée que I’inhibiteur standard Acarbose
(IC50=18.01 £ 2.00pg/ml). Ce résultat, suggére que cette plante contient des molécules
bioactives qui réagissent en synergie et potentialisent son effet antihyperglycémiant. Par
contre, chez la plante C. monspeliensis nous avons constaté que la fraction la plus active de
cette plante (FCMB) a exercé une activité de piégeage des radicaux libres DPPH et ABTS
ainsi qu’une activité inhibitrice de I’enzyme a-amylase (ICso = 64.18 £ 1.73 pg/ml) et o-

glucosidase (ICs0=2.93 + 0.08 pg/ml) plus importante que I’extrait aqueux CMA.

La comparaison entre les deux fractions les plus active de chaque plante nous a permis de
constaté que FCMB et FCSE possedent une activité inhibitrice non significativement
différente dans le test de DPPH et dans les tests d’inhibition d’a-amylase et d’a-glucosidase.

Cependant, la fraction FCMB a présenté un rendement plus important que FCSE. En effet,
nous avons selectionné la fraction FCMB pour effectuer une analyse phytochimique d’une

maniere plus precise afin d’identifier leur molécules bioactives.

La fraction FCMB a été analysée sur UPLC et sur HRMS et soumis par la suite a un

fractionnement sur CPC.

Le profil de la fraction FCMB sur UPLC nous a montré que les composés majoritaires de
cette fraction sont des composeés polaire et I’analyse sur HRMS nous a permis de constaté que

la punicalagine et la pedunculagine sont les produits les plus majoritaires dans cette fraction.

Les sous fractions obtenues apres la séparation de différents constituants de FCMB a I’aide de
CPC ont été analysées par la suite sur UPLC afin d’identifier leur molécules bioactives. Les
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résultats ont montré une variabilité dans la composition de chaque sous fraction et les
composés détectés sont principalement des acides phénoliques (acide éllagique, acide
gallique, acide caféique) des flavonoides (myricitin, rutin, isoquercetin), des tanins
catéchiques (epigallocatechin, epigallocatechin gallate, gallocatechin, catéchin) et des tanins
ellagiques (pedunculagin, punicalin et punicalagin). L’analyse des spectres Qda nous a montré
que les sous fractions de FCMB ne sont pas des produits purs mais ils contiennent des
composés phénoliques qui sont encore en mélange, d’autres produits que nous n’avons pas pu
identifier sont aussi présents dans les sous fractions. La sous-fraction F21 qui a été révélée la
plus importante en termes de quantité a comme principal composition la punicaline et la
punicalagine qui sont des tanins éllagiques. Cette famille de composés phénoliques possedent
un large spectres de propriétés biologiques notamment des propriétés antioxydantes et
antidiabétiques, ainsi que des potentiels thérapeutiques contre les maladies cardiovasculaires
et anti-inflammatoires (Larrosa, et al., 2010 ; Cardullo, et al., 2020).Nos résultats sont en
accord avec des études récentes qui ont montré la richesse des especes de Cistus en composés
phénoliques (Carev, et al., 2020 ; Lahcen, et al., 2020).
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En conclusion, les résultats obtenues dans la présente étude ont montré que les extraits aqueux
des parties aériennes des plantes Cistus salviifolius et Cistus monspeliensis du Maroc a la dose
de 500 mg/kg par voie orale possédent une importante activité antihyperglycémique
significative chez les souris Swiss Albino dont le diabéte de type 2 a été induit par I’injection
de I’agent chimique diabétogene STZ associé au nicotinamide. Sur ce modéle du diabéte nos
extraits ont diminué également d’une maniére significative les taux de triglycérides, ce qui
signifie leur capacité a améliorer le métabolisme lipidique. De méme, ils ont montré une
diminution significative des concentrations sériques de créatinine chez les souris ce qui traduit
leur capacité a prévenir ou empécher les lésions rénales dans les conditions du diabéte. Aussi,
I’administration orale de nos extraits a prévenu significativement la perte pondérale chez les
souris diabétiques traitées en comparaison avec les souris diabétiques non traitées. L’analyse
histologique du pancréas des souris ont révelé que les extraits a la dose étudiée ont réduit le

dommage induit par la STZ au niveau des 1lots de langerhans par rapport aux témoins.

L’etude de la toxicité aigiie a montré que nos extraits ne possédent aucune toxicité ou effet
indésirables sur les souris par voie orale jusqu’a la dose de 2000 mg/kg. De méme, les deux
extraits n’ont montré aucun effet toxique sur les différents parameétres biochimiques des souris

a la dose étudiee (500 mg/kg).

La deuxieme démarche de cette étude s’est penchée sur la recherche des possibles
mécanismes d’action de nos extraits qui peuvent expliquer ou justifier leur potentiel
antidiabétique. Ainsi, nous avons évalué leur capacité a inhiber les enzymes digestives de
sucre, leur effet sur I’absorption intestinale du glucose, leur pouvoir antioxydant et en fin leur

activité anti-inflammatoire.

Nos extraits ont présenté une importante activité inhibitrice de I’enzyme o-amylase et une
forte capacité inhibtrice de I’enzyme a-glucosidase, I’extrait CSA a été révélé la plus active
avec une ICso égale a 0.95 £ 0.14 pg/ml.En plus, CSA et CMA ont réduit significativement
I’absorption intestinale du glucose chez les rats ex situ.

Les extraits agueux de nos plantes ont montré un puissant pouvoir antioxydant dans les
différents tests effectués in vitro, ce pouvoir antioxydant a éte retrouvé et remarqué invivo
chez les souris diabétique, les deux extraits ont diminue efficacement les taux du marqueurs

du stress oxydant MDA et ils ont significativement amélioré I’activité de I’enzyme SOD.
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Les extraits aqueux ont montré également une importante activité anti-inflammatoire dans le

test de I’cedéme induit chimiquement par la carragénine chez les rats.

A la lumiére de ces résultats, la derniére démarche de notre étude s’est focalisé sur le
fractionnement et la separation des différents constituants chimiques de nos plantes afin

d’identifier leurs molécules bioactives a I’aide d’une étude phytochimique bioguidée.

Aprés fractionnement, nous avons constaté que I’extrait aqueux de la plante C salviifolius a
montré un effet inhibiteur plus puissant que la fraction la plus active de cette plante (FCSE)
sur I’enzyme a-glucosidase et une activité réductrice plus élevée du radical ABTS, et non
significativement différent du radical libre DPPH. Ce résultat suggéere que cette plante
contient des molécules bioactives qui réagissent en synergie et potentialisent son effet

antihyperglycémiant.

La fraction FCMB de la plante C. monspeliensis qui a été révélée la plus active dans la plupart
des tests effectué in vitro a été soumis a un sous-fractionnement sur CPC, et les sous-fractions
obtenues ont été analysées sur UPLC afin d’identifier leur composition. Les résultats ont
montré une variabilité dans la composition de chaque sous-fraction et les composés détectés
sont principalement des acides phénoliques (acide éllagique, acide gallique, acide caféique)
des flavonoides (myricitine, rutine, isoquercétine), des tanins catéchiques (epigallocatéchine,
epigallocatéchine gallate, gallocatéchine, catéchine) et des tanins éllagiques (Pedunculagine,
punicaline et punicalagine). L’analyse des spectres Qda nous a montré que les sous-fractions
de FCMB ne sont pas des produits purs mais ils contiennent des composés phenoliques qui
sont encore en melange, d’autres produits que nous n’avons pas pu identifier sont aussi
présents dans les sous-fractions de FCMB. La sous-fraction Fz1 qui a été révélée la plus
importante en termes de quantitt a comme composition principale la punicalin et la

punicalagin qui sont des tanins éllagiques.

Les travaux sur la sous-fraction F21 doivent se poursuivre afin d’isoler et de purifier leurs

molécules, d’évaluer leurs activités antidiabétiques et d’étudier la relation structure-activite.

Les résultats obtenus dans la présente étude constitue une justification scientifique de I’usage
traditionnel des plantes Cistus salviifolius et Cistus monspeliensis et confirme leur potentiel
thérapeutique contre la maladie du diabéte de type 2. Ces résultats ouvrent la porte vers des
nouvelles recherches cliniques et des nouvelles perspectives dans le traitement du diabéte et

ses complications.
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Résumé

Titre : Etude phytochimique et pharmacologique du potentiel antidiabétique des plantes
Cistus salviifolius L et Cistus monspeliensis L du Maroc.

Auteur : Karima Sayah

La présente étude s’inscrit dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales du Maroc
et la nécessité urgente des nouveaux agents antidiabétiques plus efficaces, moins chers et
moins toxiques que les médicaments synthétiques actuels. L’objectif de ce travail était
d’évaluer le potentiel antidiabétique des plantes Cisus salviifolius L. et Cistus monspelinesis
L. et d’investiguer les possibles mécanismes d’action qui peuvent expliquer leur propriété

thérapeutique.

L’activité antidiabétique des extraits aqueux des parties aériennes des plantes C. salviifolius et
C. monspliensis a été évalué chez les souris rendus diabétiques par injection de STZ associé
au nicotinamide. Les résultats ont montré que nos extraits a la dose de 500 mg/kg par voie
orale réduit significativement 1’hyperglycémie, diminue les taux sériques de triglycérides et
de créatinines et prévenue également la perte pondérale des souris en comparaison avec les
groupes témoins. Les extraits aqueux de nos plantes ont montré un puissant pouvoir
antioxydant in vitro et in vivo chez les souris diabétiques, ils ont montré un puissant effet
inhibiteur contre les enzymes o-amylase et a-glucosidase, une importante activité inhibitrice
de I’absorption intestinale du glucose, et une activité anti-inflammatoire prometteuse chez
I’animal. Ces activités peuvent étre envisagées comme les principaux mécanismes par
lesquels nos extraits régulent I’homéostasie du glucose chez les souris diabétiques.

A la lumiére de ces résultats, la derniére démarche de notre étude s’est focalisé sur le
fractionnement et la séparation des différents constituants chimiques de nos plantes afin

d’identifier leurs molécules bioactives a 1’aide d’une étude phytochimique bioguidée.

Les résultats obtenus dans la présente étude constitue une justification scientifique de 1’usage
traditionnel des plantes C. salviifolius et C. monspeliensis et confirme leur potentiel
thérapeutique contre la maladie du diabéte de type 2. Ces résultats, ouvrent la porte vers des
nouvelles recherches cliniques et des nouvelles perspectives dans le traitement du diabete et

ses complications.

Mots-clés : Cistus salviifolius, Cistus monspeliensis, activit¢é antidiabétique, STZ-

nicotinamide, a-glucosidase, a-amylase, activité antioxydante, activité anti-inflammatoire.
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Abstract

Title: Phytochemical and pharmacological study of the anti-diabetic potential of Cistus

salviifolius L and Cistus monspeliensis L plants of Morocco.
Authors: Karima Sayah

The present study fits into the framework of the valorization of the medicinal plants of
Morocco and the urgent need of new antidiabetic agents more effective, less expensive and
less toxic than the current synthetic drugs. The objective of this study was to evaluate the
antidiabetic potential of the plants Cisus salviifolius L. and Cistus monspelinesis L. and to

investigate the possible mechanisms of action which can explain their therapeutic property.

The anti-diabetic activity of aqueous extracts of the aerial parts of C. salviifolius and C.
monspliensis plants was evaluated in mice made diabetic by injection of STZ associated with
nicotinamide. The results showed that our extracts at the dose of 500 mg/kg orally
significantly reduced hyperglycemia, decreased serum triglyceride and creatinine levels and
also prevented weight loss in mice compared to control groups. The aqueous extracts of our
plants showed a potent antioxidant power in vitro and in vivo in diabetic mice, a potent
inhibitory effect against a-amylase and a-glucosidase enzymes, a significant inhibitory
activity on intestinal glucose absorption, and a promising anti-inflammatory activity in
animals. These activities can be considered as the main mechanisms by which our extracts
regulate glucose homeostasis in diabetic mice.

In the light of these results, the last step of our study focused on the fractionation and
separation of the different chemical constituents of our plants in order to identify their

bioactive molecules using a bioguided phytochemical study.

The results obtained in the present study constitute a scientific justification of the traditional
use of the plants C. salviifolius and C. monspeliensis and confirm their therapeutic potential
against the type 2 diabetes. These results open the door to new clinical research and new
perspectives in the treatment of diabetes and its complications.

Key-words: Cistus salviifolius L, Cistus monspeliensis L, anti-diabetic activity, STZ-

nicotinamide, a-glucosidase, a-amylase, antioxidant activity, anti-inflammatory activity.
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Annexes

Annexe 1 : Courbes d’étalonnage pour le dosage des composes phénoliques sur
spectrophotometre.

Y=0.1076X + 0.01570

R?= 0.9961

Absorbance

Concentration d'acide gallique en pg/ml

1- Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols

Y= 0.001x+0.056

R?=0.9923

Absorbance

Concentration de Rutine en pg/ml

2- Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides
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Y= 0.0006123x-0.002053

R%= 0.9722

Absorbance

Concentration de Catéchine en pg/ml

3- Courbe d’étalonnage pour le dosage des proanthocyanidines

Page | 149



Annexe 2 : Courbes d’étalonnage pour le dosage de I’activité antioxydante
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R?=0.9940
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1- Courbe d’étalonnage pour le dosage du FRAP
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2- Courbe d’étalonnage pour le dosage de ’'MDA
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Annexe 3 : Courbes d’atalonnage pour I’analyse phytochimique sur HPLC
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Aire du pic
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Aire du pic
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Annexe 4 : Articles publiés
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RESUME

La présente étude s’inscrit dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales du Maroc et la
nécessité urgente des nouveaux agents antidiabétiques plus efficaces, moins chers et moins toxiques
que les médicaments synthétiques actuels. L’objectif de ce travail était d’évaluer le potentiel
antidiabétique des plantes Cisus salviifolius L. et Cistus monspelinesis L. et d’investiguer les possibles
mécanismes d’action qui peuvent expliquer leur propriété thérapeutique.

L’activité antidiabétique des extraits aqueux des parties aériennes des plantes C. salviifolius et C.
monspliensis a été évalué chez les souris rendus diabétiques par injection de STZ associé au
nicotinamide. Les résultats ont montré que nos extraits a la dose de 500 mg/kg par voie orale réduit
significativement 1’hyperglycémie, diminue les taux sériques de triglycérides et de créatinines et
prévenue ¢galement la perte pondérale des souris en comparaison avec les groupes témoins. Les
extraits aqueux de nos plantes ont montré un puissant pouvoir antioxydant in vitro et in vivo chez les
souris diabétiques, ils ont montré un puissant effet inhibiteur contre les enzymes a-amylase et o-
glucosidase, une importante activité inhibitrice de 1’absorption intestinale du glucose, et une activité
anti-inflammatoire prometteuse chez I’animal. Ces activités peuvent étre envisagées comme les
principaux mécanismes par lesquels nos extraits régulent 1’homéostasie du glucose chez les souris
diabétiques.

A la lumiére de ces résultats, la derniére démarche de notre étude s’est focalisé sur le fractionnement et
la séparation des différents constituants chimiques de nos plantes afin d’identifier leurs molécules
bioactives a I’aide d’une étude phytochimique bioguidée.

Les résultats obtenus dans la présente étude constitue une justification scientifique de I’usage
traditionnel des plantes C. salviifolius et C. monspeliensis et confirme leur potentiel thérapeutique
contre la maladie du diabéte de type 2. Ces résultats, ouvrent la porte vers des nouvelles recherches
cliniques et des nouvelles perspectives dans le traitement du diabéte et ses complications.

Mots-clés : Cistus salviifolius, Cistus monspeliensis, activité antidiabétique, STZ-nicotinamide, o-
glucosidase, a-amylase, activité antioxydante, activité anti-inflammatoire.

ABSTRACT

The present study fits into the framework of the valorization of the medicinal plants of Morocco and
the urgent need of new antidiabetic agents more effective, less expensive and less toxic than the
current synthetic drugs. The objective of this study was to evaluate the antidiabetic potential of the
plants Cisus salviifolius L. and Cistus monspelinesis L. and to investigate the possible mechanisms of
action which can explain their therapeutic property.

The anti-diabetic activity of aqueous extracts of the aerial parts of C. salviifolius and C. monspliensis
plants was evaluated in mice made diabetic by injection of STZ associated with nicotinamide. The
results showed that our extracts at the dose of 500 mg/kg orally significantly reduced hyperglycemia,
decreased serum triglyceride and creatinine levels and also prevented weight loss in mice compared to
control groups. The agueous extracts of our plants showed a potent antioxidant power in vitro and in
vivo in diabetic mice, a potent inhibitory effect against a-amylase and a-glucosidase enzymes, a
significant inhibitory activity on intestinal glucose absorption, and a promising anti-inflammatory
activity in animals. These activities can be considered as the main mechanisms by which our extracts
regulate glucose homeostasis in diabetic mice.

In the light of these results, the last step of our study focused on the fractionation and separation of the
different chemical constituents of our plants in order to identify their bioactive molecules using a
bioguided phytochemical study.

The results obtained in the present study constitute a scientific justification of the traditional use of the
plants C. salviifolius and C. monspeliensis and confirm their therapeutic potential against the type 2
diabetes. These results open the door to new clinical research and new perspectives in the treatment of
diabetes and its complications.

Key-words: Cistus salviifolius L, Cistus monspeliensis L, anti-diabetic activity, STZ-nicotinamide, a-
glucosidase, a-amylase, antioxidant activity, anti-inflammatory activity.

Structure de recherche: Equipe de Recherche des Analyses Biopharmaceutiques et Toxicologiques,
Laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie, Faculté de Médecine et de Pharmacie de Rabat, Maroc.
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