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Résumé

Crataegus azarolus est une plante trés répandue dans I'Est Algérien. Elle appartient
a la famille des Rosacées et est traditionnellement utilisée dans les pays arabes pour le
traitement du diabéte.c’est un fruit ayant des propriétés biologiques importante y'a compris

activité antidiabétique et antioxydante .

A travers de notre recherche bibliographique ; aprés macération des parties aériennes
de la plante crataegus azarolus dans une solution méthanolique, et aqueux, deux extraits sont
obtenus : méthanoique et aqueux. L’analyse quantitative des extraits du feuilles de crataegus
azarolus | est représentée par le dosage spectral des substances bioactives (les polyphénols,

les flavonoides) et a montré sa richesse en ces deux molécules bioactives.

Les extraits sont séparés en utilisant les méthodes de la chromatographie en phase
liquide a haute performance pour aboutir des produits purs.Les composés phénoliques qui
sont déterminés par (HPLC)sont les Polyphénols totaux, les flavonoides, les acide
ascorbique, B carotene, tanins condenseés ont une activité antioxydante déterminée par DPPH.
Une étude phytochimique de I’extrait de plante a révélé la présence de certains principes
actifs tels que les flavonoides, tripterpenes, saponosides et tanins qui pourraient étrea 1’origine

de I’effet antidiabétique. On constate également 1’absence d’alcaloides.

L’activité¢ antidiabétique des extraits a été illustrée chez les rats diabétiques
traités par gavage gastrique pendant 21 jours .le traitement a commencé 72 heures apres
injection de 1’alloxane et confirmation de I’hyperglycémie chez les animaux, pour évaluer
plusieurs paramétres physiologiques comme I'effet hypoglycémiant , pondérale et | 'étude
histopathologique. Les résultats de cette expérience s’avérent que 1’extrait des feuilles ayant

une activité antidiabétique remarquable a la dose 150 mg /kg de I'extrait aqueux .

Mots Clés : crataegus azarolus L, extraits, alloxane, antioxydant et antidiabétiques,
flavonoides, DPPH, HPLC.



Abstract

Crataegus azarolus is a very widespread plant in East Algeria. It belongs to the
Rosaceae family and is traditionally used in Arab countries for the treatment of diabetes; it is

a fruit with antioxidant, anti-diabetic properties.

Through our bibliographic research; after maceration of the aerial parts of the
crataegus azarolus plant in a methanolic and aqueous solution, two extracts are obtained:

methanoic and aqueous.

The quantitative analysis of extracts from the leaves of crataegus azarolus | is

represented by the spectral assay of bioactive substances: polyphenols, flavonoids.

The extracts are separated using the methods of high performance liquid
chromatography to finally give pure product Phenolic compounds which are determined by
(HPLC).Total polyphenols, flavonoids, ascorbic acid, f—carotene, condensed tannins have an

antioxidant activity determined by DPPH.

A phytochemical study of the plant extract revealed the presence of certain active
ingredients such as flavonoids, tripterpenes, saponosides and tannins which could be at the
origin of the anti-diabetic effect. There is also the absence of alkaloids, substances known to

be toxic.

The anti-diabetic activity of the extracts was illustrated in diabetic rats treated by
gastric gavage for 21 days. Treatment started 72 hours after injection of alloxan and
confirmation of hyperglycemia in the animals, to evaluate several physiological parameters
such as 'hypoglycemic and weight effect in addition to histopathological study .. the results of
this experiment prove that the extract of the leaves having antidiabetic activity at a dose of
150 mg / kg.

Keywords: crataegus azarolus L, extracts, alloxan, antioxidant and antidiabetics, flavonoids,
DPPH, HPLC.
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Liste des abréviations
ADN : L'acide désoxyribonucléique
AICIs : trichlorure d’aluminium
CAT : catalase
Cu/ZnSOD : Superoxyde dismutase cytoplasmique
DPPH : 2, 2-diphényl-1-picrylhydrazyl
DTL1 : diabete de type I
DT2 : diabete de type 1l
EPS : extrait fluide de plante standardisé
ERO : Espéces Réactives de I’Oxygene
FeC13 : chlorure ferrique
GSH-PX : glutathion peroxydases
H : hydrogene
H202 : Peroxyde d’hydrogene
H202 : peroxyde d'hydrogéne
HAT : transférer les atomes d'hydrogene
HCL : acide chlorhydrique
HIV : virus de I'immunodéficience humaine
HPLC : Chromatographie liquide a haute performance
LADA : Lantent Autoimmune Diabetes in Adults
LDL : lipoprotéines de basse densité

LOX : lipoxygenase



MnSOD : Superoxyde dismutasemitochondriale
MODY : Maturity Onset Diabetes Of the Young
NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NO°® : Monoxyde d’azote

0O2. : peroxyle

O2¢- : superoxydes

OH. : hydroxyl

OMS :L’Organisation mondiale de la Santé

ONOQO : Peroxynitrite

PHGPx : phospholipide-hydroperoxyde glutathion peroxydase
RL : radical libre

SeCys : séléno-cystéine

SET : transfert d'électrons uniques

SIDA : syndrome d’immunodeficienceacquise

SIPF : suspension intégrale de plante fraiche

SOD : Superoxyde dismutase

SOD : superoxydedismutase

UV : rayonnement ultraviolet



Introduction générale

Depuis I’antiquité les plantes médicinales constituent un potentiel médical accessible,
disponible et a moindre codt. Elles sont devenues par la suite une source principale de la
découverte de nouveaux principes actifs, déja environ 170000 molécules bioactives ont été
identifiées a partir de plantes(Boudjada,2018).

De nos jours, le traitement a base de plantes est reconnu pour sa facilité¢ d’utilisation
et son efficacité, et sa tendance de plus en plus a se développer pour rechercher des molécules
actives d’origine naturelle a causes des effets indésirables des produits chimiques
synthétiques (Ghnimi,2015).

La phytothérapie est I’art d’utiliser les plantes pour se soigner. il s’agit donc d’une
thérapeutique allopathique (c’est-a-dire soigner par des substances qui ont I’effet inverse a la
pathologie dont la souffrance de patient) destinée a prévenir et a traiter des troubles
fonctionnels et des états pathologiques bénins par des plantes médicinales dénuées de toxicité
dans les conditions normales d’utilisation. C’est une thérapeutique inspirée de la médecine
traditionnelle basée sur un savoir empirique enrichi au fil des générations(Limonier,2018).

Selon I’OMS, 80% de la population mondiale a recours aux plantes pour se soigner,
ceci sous plusieurs formes : plantes séchées ou pas (tisanes) ou préparations immédiatement
dérivées (poudres, teintures, extraits...)(Toure,2015).

L'Algérie possede une flore végétale riche et diversifiee. Parmi les plantes médicinales
qui constituent le couvert végétal, se trouve L“azerolier« Crataegus azarolus L ». L'azérolier
est localisé surtout dans le Tell Algéro-Constantinois, d'une fagon spontanée en forme de
foréts assez rares et parfois planté en haies ou en cl6ture dans les jardins en zone rurales
(Lakach,2015)

Cette plante est largement utilisée dans la médecine traditionnelle comme bon remede
pour les douleurs des appareils digestif et urinaire. Elle régularise les rythmes cardiaques, la
circulation sanguine, 1“hypertension artérielle et calme le systéme nerveux. D“ailleurs , elle
posséde plusieurs activites thérapeutiques : antispasmodique, astringente, diurétique,

fébrifuge, hypotensive et sédative (Hadjira et al.,2011)

Le stress oxydatif est impliqué dans de trés nombreux mecanismes pathologiques,

notamment ceux dus au vieillissement, tels que 1’athérosclérose, le cancer, les maladies auto-



immunes, les maladies de Parkinson ou encore d’Alzheimer et le diabete de type 2
(Toure,2015).

La recherche sur les antioxydants dans les plantes s’est beaucoup développée ces
dernieres années, afin de permettre de trouver les meilleurs antioxydants possibles dans
I’espoir de protéger notre santé et méme guérir ces différentes maladies (Guillouty,2013).

Le diabéte est I'une des plus anciennes maladies connues de I'numanité dont I'effet
dévastateur augmente de jour en jour et gravement a un niveau épidémique. Cette pathologie
est considérée aujourd’hui comme le mal du si¢cle. Cette maladie métabolique chronique, liée
aux changements de mode de vie et les habitudes alimentaires de ces 30 dernieres années,
voit en effet son incidence croitre de maniére exponentielle et touche désormais plus de 350
millions de personnes a travers le monde (Alexis Guerin,2014).

Donc notre travail consiste a répondre a la question suivante: "est ce que les extraits
(aqueux, méthanolique et hydro-méthanolique) des feuillets du Crataegus azarolus L peuvent
provoquer ’activité antioxydant et antidiabétique ?

Notre étude consiste a 1’évaluation de I’activité antioxydant et antidiabétique des
I’extraits de la plante L“azerolier « Crataegus azarolusL », espéce de la famille des Rosacées.
Elle comporte deux parties :

» La premiére partie se compose une étude bibliographique avec trois chapitres :

- Le stress oxydant et le diabéte

-Présentation de la plante étudiée
-La phytothérapie

» La deuxiéme partie présente les matériel et les méthodes d’extraction des
composes Phénoliques qui utilisés dans ce mémoire . Et I’évaluation de leurs
activités antioxydants et antidiabétique.

» La troisieme partie présente les travaux antérieurs, il s’agit des comparaisons
entre des résultats relatifs a notre theme de mémoire. Les points que nous avons
les abordé :

- Les analyses qualitatives et quantitatives

- Les activités antioxydante et antidiabétique
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Chapitre I : Le stress oxydant et le diabéte

1 Stress oxydant
1.1 Définition
Les Espéces Réactives de 1’Oxygene (ERO) sont présentes dans la cellule a des doses
raisonnables; leur concentration est régulée par 1’équilibre entre leur taux de production et
leur taux d’élimination par les systémes antioxydants (Migdal & Serres, 2011).Lorsque cet

équilibre est defavorable, il entraine un stress oxydatif (figure 01).

- Antioxydants

+ Radicaux Libres

STRESS OXYDATIF

Figure 01 : stress oxydatif (Burg, 2016)

Le stress oxydant se définit par un déséquilibre profond entre les antioxydants
et les pro-oxydants (Yosri, 2016), Ce déséquilibre provient, soit d’une production
exagérée d’agents oxydants (radicaux libres et ERO),soit d’une altération des
mécanismes de défense cependant comme dans tout phénoméne important, un
déréglement dans ces réactions d’oxydations peut créer un dysfonctionnement au niveau
des cellules (Baraka, 2014).

1.2 Effets sur ’organisme du stress oxydant
Les Especes Réactives de 1’Oxygéne réagissent avec de nombreuses molécules
(Guillouty, 2016) , ce qui entraine certaines modifications de ces derniére set 1’apparition
des dégats souvent irréversibles pour les cellules tel que 1’oxydation des sucres et des

protéines, peroxydation des lipides et mutations génétiques (Gutteridge & Halliwell,
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1993), provoquant ainsi un dysfonctionnement dans les activités vitales des cellules a

I’origine du développement de diverses pathologies (Koechlin, 2006).

1.3 Cible ERO

La production de ces espéces pro-oxydantes est normale a une faible
concentration ,ou elle s'accompagne d'un réle physiologique important , comme la
contribution a la synthése de I’ADN, des hormones stéroides, et des acides
biliaires... (Massart, 2011);mais aussi I’implication dans des nombreux  processus
pathologiques a une concentration élevée , leurs effets dans certains stimulation
pathologiques endogenes (hyper-LDLémie, hypertension, diabéte...) ou exogénes (polluants

environnementaux, tabagisme...)(figure 02 ) (Belkheiri, 2010).

Le role prépondérant aux espéces réactives de 1’oxygene est la provocation des
attaques des cibles molécules cellulaires (Bonnefont, 2007), parmi lesquelles I'ADN, les
protéines, les lipides, les acide-aminés, les sucres et les métaux induisant des dommages
oxydatifs moléculaires. lls agissent selon trois modes d'actions : en arrachant soit un électron,
soit un atome d'hydrogéne ou encore en s'additionnant sur les doubles liaisons
(Zerargui, 2015).

Especes réactives de l'oxygéne

ADN Lipides Protéines

Oxydation des acides Peroxydation lipidique Oxydation des
nucléiques | groupements soufrés

(sulfoxyls, sulfhydryls)

Production d'aldéhydes
(malonadialdéhyde,

hydroxynonenal...)
Altération Perturbationde l'intégrité Altération des protéines
des membranaire Systémes enzymatiques

génes Altération fonctionnelle des récepteurs activés/inactivés

Dommages cellulaires

Figure 02 : Les différentes cibles des Especes Réactives de I'Oxygene (Poisson, 2013)
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1.4 Les radicaux libres
Un radical libre (RL) est une entité chimique (atome, molécule, fragment de molécule)
capable d’exister sous forme indépendante, contenant au moins un électron libre sur sa couche
externe, ce qui augmente considerablement sa réactivité par nécessité de se combiner avec un

autre électron pour atteindre la stabilité selon un phénoméne d’oxydation (Massart, 2011).
Les radicaux libres peuvent étres formés par trois procedes :

1. Addition d’un é€lectron libre a un non radical (NR + e—R")

2. Perte d’un ¢€lectron par un non radical (NR - e —»R")

3. Scission homolytique d’une liaison covalente (A :B—A'+B") (Massart, 2011)

1.4.1 Origine RL
Les mitochondries sont le sieége d’une importante production physiologique d’ERO ;
en effet, au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale, environ 2% de ’oxygéne est

transformé en radicaux superoxydes (O2¢-) (Bonnefont, 2007).

Les autres sources de production de radicaux libres sont classées en deux catégories :

- les sources endogénes : les radicaux libres sont des produits des réactions de
I’organisme (Production de radicaux libres lors des respirations, oxydatives

(mitochondries), Cellules phagocytaires Métabolisme de 1’acide arachidonique...)

- les sources exogénes : les étres vivants sont exposés quotidiennement a des polluants

(fumée de cigarette, rayons ultraviolets, radiations...)(Figure 03 ) (Pastre, 2005).

Radiations
‘.‘ ionisantes Tabac
a8 -

- oD ™
Métabolisme .d Oz O.H P
o-H ot @@ 7
QQQOO Yo
' Mitochondries Dégats sur I’ADN
_ - L% T8 FTTh .
*P -09° .0 NN @
o, H,O, O.H O.H 'Lj
O3 + UV
Inflammation dans I'atmospheére

O“do _ Pollution (ﬁ) -@

atmosphérique

Globules blancs

Figure 03 : les sources des radicaux libres (www.namassté.fr)
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1.4.2 Les principaux radicaux libres

Les principaux radicaux libres sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 01: les principaux radicaux libres du stress oxydant (Yosri, 2016)

Radical superoxyde 02.-

Radical hydroxyl OH.

Radical peroxyle , R=substrat organique RO2.

Radical Peroxynitrite ONOO
Peroxyde d’hydrogene H202
Monoxyde d’azote NO°

2  Les systémes antioxydants
2.1 Définition

Pour se protéger contre toute production excessive en espéces radicalaires, notre
organisme est équipé d’un systéeme complexe de défense antioxydant, localise dans les

compartiments intra et extracellulaire (Yosri, 2016).

Il sont des agents qui réagissent facilement avec les substances oxydantes pour
les inactiver et les éliminer, ou diminuer leur production. Ils sont des apports
alimentaires (vitamines, sels minéraux, flavonoides,...) qui fournissent des antioxydants
exogenes et d’antioxydants endogéne qui sont produits par 1’organisme  (enzymes,

protéines, bilirubine, acide urique,...) (Massart, 2011).

Les antioxydants sont définis selon Halliwell, 1999 ; Braz, 2019 comme toutes
substances qui, lorsquelles sont présentes méme a de faibles concentrations, retardent ou
inhibent de maniére significative les processus d'oxydation chez les étres vivants. Cela se
produit en raison de leur capacité a transférer les atomes d'hydrogéne (HAT) et / ou le
transfert d'électrons uniques (SET) pour éliminer I'état non apparié des radicaux libres et pour

chélater les métaux résultant du processus d'oxydation.

Un antioxydant peut donc : prévenir la synthese des radicaux libres et désactiver
directement les ROS (Desmier, 2016).
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Dans le systeme de défense antioxydant de notre organisme, on distingue des systémes
enzymatiques et des systemes non enzymatiques(figure04) (Kehili, 2018).

2.1.1 Le systéme antioxydant enzymatique
Les antioxydants enzymatiques sont considérés comme la premiére ligne de
défense de l’organisme contre les ERO (Khither, 2019). Les principaux systémes
enzymatiques comprennent les super oxydes dismutases (SOD), la catalase (CAT) et
plusieurs formes de glutathion peroxydases (GSH-PX)(Kehili N,2018 ; Halengj et al.,
2007).

2.1.1.1 Superoxyde dismutase (SOD)

L’0O2--étant le principal précurseur de ROS, sa dismutation par la superoxide
dismutase (SOD) est importante pour 1’organisme et la signalisation cellulaire. La SOD
cytoplasmique Cu/ZnSOD (SOD1), la SOD mitochondriale MnSOD(SOD2) et la SOD
extracellulaire Cu/ZnSOD (SOD3) sont produites a partir de génes distincts et sont
localisées dans des compartiments différents mais elles catalysent la méme réaction
(Perrotte, 2019)avec une efficacité comparable. Elles accéléerent la vitesse de dismutation

de I’anion superoxyde eperoxyde d’hydrogene (Kehili, 2018).

2.1.1.2 Les catalases et les glutathion peroxydases

Par la suite, la catalase (CAT) et la Glutathion peroxydase (GPX) sont toutes les deux
capables de transformer le H202généré par les SOD en eau et dioxygeéne (Perrotte, 2019).La
CAT est enzyme est considérée comme la source majeure de protection. Elle est abondante
dans le foie et les globules rouges.Elle se retrouve préférentiellement dans les peroxysomes
eten plus faible quantité dans le cytosol(Garait,2006 ; Khither, 2019).la  glutathion
peroxydase est une enzyme dépendante du sélénium. Elle contient un seul résidu séléno-
cystéine (SeCys) dans chacune de ces quatre sous-unités identiques, ce qui est essentiel
pour l'activité enzymatique (Kehili, 2019). Il existe associée a la membrane mitochondriale,
la phospholipide-hydroperoxyde glutathion peroxydase (PHGPx) qui est spécifiquement
impliquée dans ladiminution de la peroxydation lipidique(Garait,2006)

2.1.2 Systemes antioxydant non enzymatiques

La defense antioxydant est composeée d’antioxydants endogenes, qui sont
synthétisés par le corps, et d’antioxydants exogenes, obtenue a partir de 1’alimentation sous
forme de fruits et légumes riches en vitamine C, vitamine E, caroténoides, ubiquinone,

coenzyme Q, flavonoides, glutathion et acide lipoique(Halengjet al., 2007 ;Kehili, 2019).
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Figure 04 :Les anti-oxydants(Poisson, 2013)

Les antioxydants non nutritionnels comprennent des produits naturels comme 1’extraits
des plantes, utilisés tels quels ou aprés modifications chimiques, des produits extraits
d'animaux terrestres ou marins (enzymes ou protéines antioxydantes), des produits de

synthése imitant les enzymes, chélatant le fer ou piégeant les radicaux (Favie, 2003).

2.2 Activité antioxydant

Le mécanisme d'action de I’ activité antioxydant des molécules peut étre évaluée soit
in vivo ou in vitro, en utilisant des tests qui miment le phénomene physiologique (Prior
& Schaich, 2005) pour évaluer I‘activité antioxydant in vitro plusieurs méthodes sont
disponibles pour mesurer l'activité antioxydant des aliments et les systémes biologiques
(Benhammou, 2011),par les méthodes qui impliquent le mélange d‘espéces oxydantes,
tels que des radicaux libres ou des complexes métalliques oxydés, avec un échantillon
qui contient des antioxydants capables d‘inhiber la génération de radicaux , classées en
deux groupes selon deux mécanismes : soit par le la THA (transfert d’atome d’hydrogéne) et
la SET( transfert d’un simple électron)(Benhammou, 2011).Le résultat final est le méme,

quel que soit le mecanisme, mais la cinétique et le potentiel de réactions secondaires different.

Les méthodes basées sur la THA mesurent la capacité classique antioxydant pour
éteindre les radicaux libres pour donner d’hydrogéne (AH tout donneur H), alors que les
méthodes basées sur le transfert d‘électron ( SET) mesurent la capacité d‘un antioxydant

a transférer un électron qui réduira n‘importe quel composé (Prior & Schaich, 2005).
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3 Lediabéte
3.1 Définition
Le diabéte est une maladie métabolique chronique qui se caractérise par une
perturbation des métabolismes glucidique, lipidique et protéique (Betu, 2018).1I représente un
vrai probléme de santé publique a 1’échelle mondiale. Il s’agit d’une affection chronique se
traduisant par un taux de sucre élevé dans le sang(Apema et al., 2012),il apparait lorsque la
concentration du sucre est supérieure a 1.26 g/l (Makan, 2006).

Le diabéte sucré se définit aussi selon L’Organisation mondiale de la Santé (OMS)
comme un état d’hyperglycémie permanente avec une glycémie a jeun supérieure ou égale a
1,26 g/l (7Tmmol) a deux reprises et/ou supérieure ou égale a 2 g/l (11mmol/l) & n’importe

quel moment de la journée( Makan, 2006).

D’insuline est I’hormone de la phase alimentaire. Elle est responsable de la régulation
de la glycémie post prandiale. Chez I’individu sain, la normo-glycémie (valeur basale) est
rétablie trois heures aprés ’hyperglycémie postprandiale (Diop, 2015).Une carence ou un
défaut d’insuline entraine une hyperglycémie chronique qui est la cause principale de la
survenue des complications dégénératives de la maladie diabétique (Naceiri mrabti,
2018).

3.2 Types de diabéte
Cette pathologie se décline sous plusieurs sous types dont les majeurs sont ceux du
type 1, du type 2 :

3.2.1 Lediabéte de type 1 (DT1)

Etait anciennement connu sous le nom de diabéte juvénile ou diabéte « maigre ». Cette
forme de la pathologie est dite insulino-dépendante. DT1 est di a la destruction auto-
immune des cellules B-pancréatiques qui conduit a un déficit absolu de la sécrétion de
I’insuline . Le diabete de type 1 peut toucher les personnes de tout age mais affecte surtout

les enfants et les jeunes et concerne 10 % des patients diabétiques. (Betu, 2018 ;Diop, 2015).

3.2.1.1 Physiopathologie du diabéte de type I

Ce diabéte insulinodépendant est provoqué par une réaction auto-immune au cours de
laquelle les propres moyens de défenses de l'organisme attaquent les cellules béta du pancréas
qui produisent I'insuline. Alors I'organisme devient incapable de fabriquer I'insuline dont il a

besoin (Kone, 2017). Le diabéte de type 1 peut étre idiopathique c'est-a-dire sans cause
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évidente ou auto-immune;LADA (Lantent Autoimmune Diabetes in Adults) .1l peut toucher
des personnes de tout &ge,chez les enfants ou les jeunes adultes (Makan, 2006).

3.2.2 Lediabéte de type 11 (DT2)

Le diabéte de type 2 ou diabete non insulinodependant est une affection
multifactorielle résultant a la fois d’une prédisposition génétique et des facteurs
environnementaux (obésité, sédentarité). 1l représente plus de 80% des diabétes et est
subdivisé en deux types : le diabete de type 2A avec insulinodéficience prépondérante et le

diabéte de type 2B avec insulinorésistance prépondérante (Makan, 2006)

3.2.2.1 Physiopathologie du diabéte de type Il
Le diabéte de type 2 est une maladie multifactorielle. L hyperglycémie est due
a une altération de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose par les cellules B du

pancréas endocrine, ce qui se traduit par une insulinorésistance (Naceiri mrabti, 2018).

3.2.3 Autres types de diabetes
Il existe aussi des formes plus rares de diabete :

e Le diabete gestationnel : diabéte temporaire qui survient chez certaines femmes
enceintes.

e Le diabéte MODY (Maturity Onset Diabetes Of the Young) : un diabete lié a la
mutation d'un gene (représente entre 2 a 5% des diabetes non insulino-dépendants)
(Delpech, 2015).

3.3 Les symptomes du diabéte

Les signes cardinaux sont :

e polyurie

e polydipsie,

e déshydratation

e asthénie

e altération de la conscience
e polyphagie

e perte de poids

e nausée

e vomissement
¢ infections bactériennes ou mycosiques

Les symptdmes évoluent selon la fluctuation de la glycémie. (Erika, 2019).
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3.4 Epidémiologie du diabéte

3.4.1 Dans le monde
Le diabete sucré est actuellement un probleme de santé publique majeur dans le
monde ou son taux prévalence augmente de maniere constante. Ainsi, le diabéte sucré touche
environ 387 millions dans le monde. Les estimations de prévalence en 2035 sont de plus de
592 millions de personnes atteintes dans le monde. Une hyperglycémie chronique conduit
bien souvent a de nombreuses complications qui auront une issue fatale dans un grand
nombre de cas (Ribot, 2016).

3.4.2 En Algérie
Le nombre des diabétiques en Algérie a doublé en 1’espace de 15 ans, selon le
ministére de la Santé. L’inactivit¢é physique, la mauvaise alimentation, [’obésité,
I’hypertension en sont les principales causes. En 2004, la prévalence de cette maladie
chronique a été estimée a 8,9% chez la population &gée de 25 a 64 ans. (Azzegag, 2018).Elle

est passee a 14,4% en 2018 et ce chiffre augmente chaque année. (communiqués, 2019).

3.5 Complications du diabéte
Quel qu’en soit le type, le diabéte peut entrainer des complications qui affectent

plusieurs parties de 1’organisme et accroitre le risque général de déces prématuré.
Au nombre des complications possibles figurent :

= []infarctus du myocarde,

= J’accident vasculaire cérébral, 1’insuffisance rénale,
= [’amputation des jambes,

= |a perte de vision

= |ésions nerveuses. (Margaret, 2016).

3.6 Les plantes médicinales et diabéte
Les plantes médicinales renferment de nombreux actifs qui ont des activités
thérapeutiques.Dans le monde, les plantes ont toujours été utilisees comme médicaments(
Tahri, 2012).

Plusieurs plantes médicinales ont pour leur utilisation bénéfique dans différents le
cas du diabete. Ces plantes peuvent retarder le développement de complications diabétiques

et corriger les anomalies métaboliques(Jarald et al., 2008).
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L’activité antidiabétique des plantes peut dépendre de plusieurs mécanismes :

» Reéduction de la résistance a l'insuline.

» Stimulation de la sécrétion d'insuline par les cellules béta d'lots ou / et inhibition de
I'insuline dégradante processus

» Fournir certains éléments nécessaires comme le calcium, le zinc, le magnésium, le

manganese et le cuivre pour les cellules béta.

Régénérer et / ou réparer la béta pancréatique cellule.

Augmenter la taille et le nombre de cellules dans le Tlots de Langerhans.

Stimulation de la sécrétion d'insuline.

Effet protecteur sur la destruction des bétacellules.

Amélioration de la digestion et réduction dans la glycémie et l'urée.

V V. V V V V

Prévenir le stress oxydatif qui est peut-étre impliqué dans le dysfonctionnement des

cellules béta pancréatiques trouve dans le diabéte. (Jarald et al., 2008).

4 Diabéte et stress oxydant

Le stress oxydant augmente dans les différents tissus que se soit dans le cas du diabete

expérimentale ou chez les patients diabétiques (Guerin, 2014).

Au cours du diabete, 1i¢é a un syndrome métabolique, I’hyperglycémie est
associée a un stress oxydant lié a une hyperproduction de radicaux libres et ROS
intracellulaires et ceux-ci prolongent le gradient de proton généré par la chaine
respiratoire mitochondriale est a [’origine de la production de radicaux superoxydes
(O2¢ -), qui est l'une des especes réactives de l'oxygéne qui peut endommager les
cellules dans de nombreuses voies a travers le stress oxydatif, entrainant un désequilibre
d'oxydo-réduction, ( Guerin, 2014 ; Naceiri mrabti, 2018 ).

Les espéces réactives de I'oxygéne générées lors de I'hyperglycémie causent
principalement des dommages de I'ADN, des protéines et des lipides. En plus il est évident
I'activation des voies du stress oxydant est sensible par I'élévation du glucose et des
acides gras, elle conduit a deux niveaux de résistance a I'insuline et une diminution de la
sécrétion d'insuline et la dysfonction des cellules B sécrétrices de l'insuline (Naceiri

mrabti, 2018)

Les especes réactives de I'oxygene générées lors de [I'hyperglycémie causent
principalement des dommages de I'ADN, des protéines et des lipides. En plus il est évident
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I'activation des voies du stress oxydant est sensible par I'élévation du glucose et des
acides gras, elle conduit a deux niveaux de résistance a I'insuline et une diminution de la

séerétion d'insuline et la dysfonction des cellules B sécrétrices de l'insuline (Naceiri

mrabti, 2018).
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Chapitre 11 : Généralité sur crataegus azarolus

Introduction

Depuis des annees, l'aubépine (Crataegus Azarolus L) existe en Algérie et est utilisee
dans déférents domaines et spécialement comme aliment ; cette utilisation se prolonge jusqu'a
nos jours. Aubépine (Crataegus espéces), appartenant a la famille des Rosacees, qui sont des
petits arbres ou arbustes. Le nom commun de (Crateagus azarolus L) est aubépine ou azérole.

L’arbre d'aubépine préfere les étages de secteurs inféricurs de la forét (Boudraa, 2008).

1 Etymologie

Azérolier ou Epine d'Espagne (Crataegus Azarolus) est un arbre fruitier du genre

Crataegus appartement a la famille des Rosaceae, originaire du bassin méditerranéen.

Crataegus : nom générigue des aubépines (rosacées), désignant en latin ("Crataegon” ou
"Crategus” et en grec ("&pa ta ryog ou kpa ta ryov"), l'azerolier (Crateagus azarolus L.) ;
peut-étre du grec " kpa 10¢ " par allusion a la dureté du bois. Le nom botanique des aubépines
est dérivé d'un terme qui, chez Théophraste, désignait l'azerolier. Le genre Crataegus

comprend plus de 600 espéces. Ce nombre varient selon les auteurs (Saadoudi,2008).

2 Historique et origine

L'aubépine a eté découverte en 1896 par le Docteur J. C. Jennings, a Chicago, qui utilisait
ces plantes pour les traitements des maladies cardiovasculaires chez les personnes agées.

Au début de xx siecle, ils ont commencé a étudier sérieusement les propriétés

thérapeutiques de 1’aubépine. Aujourd’hui, la plante connait une grande vogue en Europe.

Au cours des années 1980 et 1990, ils ont mis au point des extraits normalisés qui ont fait

I’objet de nombreux essais cliniques(Boudraa, 2019).

L’azerolier est originaire de I’Europe tempérée, de I'Asie Mineure et de 1’Asie du Sud Est et
d’Amérique du Nord. Il n'aurait fait son apparition a Rome que pendant le regne d'Auguste.
En France, il est rencontré pres du littoral méditerranéen et en Corse. Il est souvent cultive

pour ses fruits et son aspect décoratif (Abdeddaim, 2016).
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3 Caractéres morphologiques

L’azerolier est un Arbuste ou arbrisseau (4-6m), plus rarement petit arbre (jusqu'a
12m), trés épineux. Son écorce lisse est de couleur gris clair. Ses feuilles caduques, alternes
sont divisées en 3 a 5 lobes entiers ou peu dentés, de couleur verte blanchatre en dessous. Ses
fleurs sont blanches roses en inflorescences denses. Ses fruits assez gros, (1,5 a 2cm de
diametre) appelés azeroles sont de couleur jaunatre a maturité (Figure 05). Leur saveur est
tres fade, & goQt acidulé et agréable (Saadoudi et al,2012).

Figure 05 : Photographie de différentes parties de 1’espéce Crataegus Azarolus((Zidi,
2010 ;Boudraa, 2019):(A) photographie des fruits , (B) photographie des fleurs , (C)
photographie des feuilles.

4 Classification botanique

Régne : Plantae
Sous régne : Tracheobionta

Embranchement : Spermaphytae / Magnoliophyta (Angiospermes)
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Classe : Magnoliopsida (Dicotylédones)
Sous classe : Rosideae
Ordre : Rosales
Famille : Rosaceae
Sous famille : Maloideae
Genre : Crataegus
Espéce : Crataegus Azarolus (Zidi, 2010)
L'Azerolier compte plusieurs sous espéces. On peut citer(Zidi, 2010):

v Crateagus azarolus subsp. aronia

v’ Crateagus azarolus subsp. azarolus

v' Crateagus azarolus subsp. chlorocarpa Moris
v

Crateagus azarolus subsp. pontica C.Koch

5 L'habitat et répartition géographique
5.1 Habitat

L'Azerolier préfére les climats chauds, les positions ensoleillées, les sols neutres, bien drainés
sans exces d'argile(Boudraa, 2019).

Cette aubépine pousse spontanément dans les foréts et broussailles des plaines et de la

montage jusqu’a 2000 m d’altitude. Elle peut vivre jusqu’a 500 ans (Boudraa, 2019).
5.2 Répartition :

5.2.1 Dans le monde

Le genre "Crataegus" comprend plus de 600 especes des régions tempérées froides de
I'hémisphere Nord : Europe, Asie et surtout I'Amérique du Nord. Cette espece s’installe au
bord des ruisseaux, des fosses et des foréts humides et en bordure des chemins de toutes les
régions tempérees d'Europe, de I'Asie occidentale et de I'Afrique du Nord. L'azerolier est

cultivé en région méditerranéenne (Farhat et al, 2014).

L’Azerolier est tres répandu au sud de I’Europe (France — Espagne.....etc.), Asie mineur

(Jordanie — Liban — Palestine- Turquie— Syrie - Iraq .....etc.), en Chine, le nord de
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I’Amérique, I’ Afrique du nord (Tunisie- Maroc - tell Algero-Constantinois ...etc) et aussi le
Proche Orient comme(L’Egypte)(figure 06)(Christensen,2012).

Caraibes

- Les zones ou se trouve 'Azerolier ( Cratasgus ararolus)

Figure 06 : Répartition géographique de Crataegus azarolus.(Boudjada, 2018)

5.2.2 En I’Algérie

En Algérie, I'azerolier est localisé surtout dans les régions de Constantine(figure 07),
d'une fagon spontanée en forme de foréts assez rares et parfois planté en haies ou en cléture
dans les jardins en zone rurales. En plus de Crataegus azarolus ; il existe d'autres espéces en
Algérie tell que: Crataegus oxyacontha L. (boumekherri ou babaadjina), Crataegus
monogynaJdacqg.(Ssp de C. oxycontha), Crataegus mauraet I'hybride azarolusxoxyacontha C.
ruscinonensisGren et (Azerolier du Roussillon), Ce dernier existe dans le constantinois, il
défére de C.azarolus par ses pédicelles glabres et ses fruits plus petits (10-15mm) au lieu de
15 a 30 mm (Boudjada, 2018).

La présence de I'azérolier a pu étre confirmée dans les régions suivantes :

e Constantine : Djebel EI Meridj, EI Khroub et Ain Abid ;
e Guelma: Oued Zenati, Ras el Akba ;
e Souk Ahras : Bouchegouf;

e Sétif: Bougaa, Ain Roua, Ain Kbira, Beni Aziz, djebel Boutaleb et
OuledTebene(Boudjada, 2018).
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Figure 07: Aire de répartition du « Crateagus azarolus L» en Algérie (Boudjada, 2018).

6 Culture:

L’ Azerolier est multiplié soit par semis stratifiés des graines ou par greffage sur une aubépine.
Il ne se léve pas sur les montagnes, on le trouve dans les foréts, les broussailles et plaines et
dans les régions bien arrosées et semi arides. Il s’accommode a tout type de sol, méme tres
pauvre, sec et rocailleux a condition qu’il ne soit ni excessivement calcaire ni trop argileux. I

apprécie le soleil et ne redoute aucunement le froid (plante rustique)(Pascal et al,2020).

7 Composition biochimique du fruit de Crateagus Azarolus L :

La composition biochimique de fruit de Crataegus azarolus L est donnée dans le

tableau suivant :
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Tableau 02 :La composition biochimique de la partie comestible de Crateagus azarolus
L(Koyuncu et al, 2007).

Propriété Valeur
Teneur en eau % 64,2
Sucre totaux % 15,9
Protéine % 0,95
Flavonoides % 1-2
Acidité total mg/100g 1,38
Vitamine C mg/100g 27,58
Vitamine A (Prov A) mg/100g 380-680
Camg 9,80

P mg 1,16

K mg 1,58
Mg mg 7,10
Na mg 2,00
Cumg 0,16
Mn mg 0,24

> La partie comestible du fruit est composée de 15,9 g de sucre, 0,95 g de protéines
et 1,38 mg dacidité totale dont l'acide caféique, malique, tartrique et
citrique(Drouet, 2004)..Elle a une teneur élevée en Ca, K, Mg, Na, P, Cr, Co, Fe,
Mn, Si, Se, Zn. (Boudraa, 2019).

> La pulpe des "azeroles" contient quarante quatrecomposés volatils dont les plus
importants sont caracterisés par les aldéhydes aliphatiques et aromatiques, les
cétones, les alcools, les monoterpénes et les terpenes(Drouet, 2004).

> Le fruit de l'azérolier est considéré comme une bonne source d'antioxydants
(vitamine A et E et la vitamine C).Selon Bignami et al (2003), ont été montré que
la pulpe de fruit de Crataegus azarolus est treés riche en polyphénols de 1,8 a 2,4%

de la matiére fraiche(Pascal et al,2020).
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8 Différentes utilisations des fruits de crateagus azarolus

8.1 Usages alimentaires
Jus Et Vin

v

v

Par fermentation des fruits de Crateagusazarolus, on peut faire une boisson
alcoolique ressemblant au cidre( Saadoudi, 2008 ).

Le rendement en jus pulpeux, par blanchiment, broyage, et tamisage centrifuge,
est de l'ordre de 80 a 85%, selon I'état de maturité et les perforations des
tamis(Pascal et al,2020)

les fruits peuvent &tre consomméescrus ou utilisés en jus, gelées et confitures. Ils
sont réputés riches en vitamines A et C (Chakass et al, 2008).

Leurs fruits traditionnellement exploités sont sources de minéraux et vitamines
qui pourraient constituer une matiere premiére non négligeable pour

I’alimentation. Ils sont consommés frais ou secs(Boudraa et al., 2010).

8.2  Usages médicinal

v

Depuis longtemps, apprécié par leur astringence, I’aubépine permet de réduire les
diarrhées et les maux du cycle menstruel et d'assouplir la peau. De plus ses
remarquables propriétés tonicardiaques avaient été reconnues(Drouet, 2004).

Les fleurs ont un effet sur la régulation des rythmes cardiaques et de la
circulation sanguine, tonifient le muscle cardiaque, calment le systéme nerveux et
le systéme sympathique, combattent I'hypertension artérielle, agissent sur
I’insomnie, les problémes de respiration, et de I’angoisse(Rajeb et al,2010).

Les feuilles sont employées pour leur propriété tonicardiaque, anti-diarrhéique.
Elles soignent le cancer, le diabete et la faiblesse sexuelle(Rajeb et al,2010).

Les fruits sont utilisés pour le traitement des maladies cardiovasculaires et
I’athérosclérose du fait qu’ils possédent un potentiel cardiotoniquet(Pascal et
al,2020).

8.3 Usages pharmacologique

v

I'azerolier est préparé en pharmacie sous diverses formes: sirop, dragée, associé
a d'autre plantes ; telles que le saule blanc et aussi se trouve sous forme de
comprimés, comme d’acérola (la vitamine C « 23-25% » naturelle), cet extrait
serait un bon reconstituant de convalescence en cas de forte fatigue (Boudraa,
2008).
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v Le fruit de Crateagusazarolusest utilisé dans les préparations pharmaceutiques
principalement en raison de ses actions neuro, de cardio-sédatif et de sa basse
toxicité(Pascal et al,2020).

9  Intérét des biomolécules « Les activités biologique d’azerolier »

e Pour les phytothérapeutes, c’est la plante du cceur. Elle est utilisée pour différents
problémes cardiaques, comme les troubles de I’excitabilit¢ cardiaque
(tachycardies paroxystiques et extrasystoliques...) et aussi comme cardiotonique
en cas d’insuffisance cardiaque légére, comme les formes bénignes
d’insuffisance coronarienne ou la fatigue du cceur sénile (Zidi, 2010).

e Elle est aussi utilisee Comme antiangineuse (angine de poitrine), sédative,
relaxante, vasodilatatrice, hypotensive, antispasmodique, Diurétique, anti-
diarrhéique, anti-lithiasique, hypoglycémiante, astringente, antidiabétique,
antipyrétique, anticancéreuse, contre les vertiges et les bourdonnements d’oreilles
(acouphénes), contre 1’artériosclérose et l'athérosclérose, contre les hémorragies,
dans la pleurésie, contre la goutte, comme antioxydant, contre la faiblesse
sexuelle en médecine arabe traditionnelle et enfin contre les troubles de la
ménopause(Rjeibi et al,2020).

e Plante traditionnellement connue pour son pouvoir anti-athérosclérotique,
antihyperlipidémiant, régulateur de la tension artérielle et du rythme cardiaque
(Ben Jemaaet al.,2016).

10 Marché de crataegus azarolus

Devant les écoles primaires ou a I’entrée des marchés et des souks, les vendeurs de «
zaarour » marquent leurs territoires munis de leurs couffins remplies de ces baies jaunatres.
Vendu, aujourud’hui, a 50 da le « Kess » (un verre de 25 cl), ’azérole a toujours était le fruit

de prédilection des enfants et des petits friands de gateries(Boudraa, 2019).
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Chapitre 111 : La phytothérapie

1 Définition

La phytothérapie est une thérapie médicale qui utilise les plantes pour élaborer des
Remeédes destines a améliorer le bien-étre général et a soigner. Elle utilise la plante ou ses
extraits(Kandouli,2018).

Le mot "phytothérapie” se compose étymologiquement de deux racines grecs : phuton
et therapeia qui signifient respectivement "plante™ et "traitement". Elle est considérée comme
médecine complémentaire voire alternative pour certains, et elle est souvent percue comme
moins  nocive et iatrogene que les meédicaments issus de  I’industrie

chimique(Bellamina,2017).

Selon I’OMS, cette phytothérapie est considérée comme unemédecine traditionnelle,
est encore massivement employée dans certains pays dont les pays en voie dedéveloppement.
C’est une médecine parallele du fait de [D’absence d’étude clinique(Tableau

03)(Bellamina,2017).

Tableau 03 :Les différentes formes galéniques de phytothérapie (Limonier, 2018)

Présentation Formes galéniques

Formes solides e Gélules
e COMPrimes
e Extraits fluides
e Teintures, alcoolatures, alcoolats
e Teinture mere
Formes liquides « SIPF (Suspensions Intégrales de Plantes
Fraiches)
e Maceérats glycerines
e Digestés huileux et huiles infusées
e Sirops, eau distillée, élixirs floraux

e Huiles essentielles
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e Pommades
Formes destinées a I’usage externe e Liniments

o Gel

e Décoction, tisane

e Huile essentielle

2 Plantes médicinales

Depuis D’antiquité, les plantes médicinales sont considérées comme une source
majoritaire des produits utilisés en thérapeutique. Elles ont constitué la source majeure de
médicaments grace a leur richesse en métabolites secondaires(Gayet,2013)

Environ 80% de la population mondiale a recours aux préparations traditionnelles a
base de plantes en tant que soins de santé primaires. De plus les effets secondaires causes par
les plantes sont minimes voire absents, au contraire des médicaments semi-synthétiques ou
synthétiques(Toure,2014).

Les connaissances empiriques accumulées depuis des milliers d’années ont permis la
sélection de plantes pour soigner diverses maladies. Certains de ces usages anciens sont
aujourd’hui Vérifiés par des études scientifiques et ont conduit a I’isolement de nouveaux
principes actif et a la mise sur le marché de médicaments a base de plantes ou d’extraits
standardisés .De la plante entiére ou partie de la plante utilisée au départ, on a en suite utilisé
des extraits totaux ,obtenus par( décoction ,macération ,infusion ou percolation ) avec
différents solvants  liquides ou secs pour faciliter la prise et standardiser les
traitements(Beddou,2015).

Les plantes médicinales trouvent encore leurs indications thérapeutiques dans le
traitement de plusieurs maladies en Algérie, y compris le diabete. Des enquétes
ethnobotaniques récentes effectuées dans le but de répertorier les plantes médicinales

antidiabétiques dans 1’Ouest et I’Est Algérien (Kandouli,2018).

2.1 Les propriétés des plantes
Les propriétés des plantes sont multiples, elles peuvent agir, entre autres, sur (Gayet,2013):

» le systéme nerveux : contre la déprime, les maladies dégénératives (Alzheimer)...
» la sphere digestive : contre les spasmes, les flatulences, les aigreurs d’estomac...
» la sphere respiratoire : contre la toux, la sinusite, la bronchite, 1’asthme...

» la sphere immunitaire : stimuler les défenses en hiver, lutter contre une mycose...
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> la sphére hormonale : contre les troubles de la ménopause, de la glande thyroide, de la
libido...

» la sphére urinaire : contre les cystites, ’adénome de la prostate, les calculs rénaux...

3 Les éléments actifs des plantes médicinales

3.1 Meétabolites primaires
Se trouvent dans toutes les cellules de 1’organisme d’une plante pour y assurer sa
survie, ils sont classés en quatre grandes familles, a savoir, les glucides, les lipides, les acides
aminés (Protéines) et les acides nucléiques. lls sont caractérisés par leur caractere nécessaire

et vital a la survie de la cellule ou de I’organisme(Djebaihia,2019).

3.2 Meétabolites secondaires
Les plantes produisent un grand nombre de métabolites issus du métabolisme
secondaire qui ne sont pas produits directement lors de la photosynthése, mais résultent de
réactions chimiques ultérieures. On trouve des métabolites secondaires dans toutes les parties
de plantes, mais ils sont distribués difféeremment selon leurs roles. Cette distribution varie
d'une plante a l'autre (Djebaihia,2019).
Parmi les principales familles de métabolites secondaires trouvées chez les plantes on

distingue : les polyphénols, les terpénes et les alcaloides(Kandouli,2018).

3.2.1 Les Flavonoides

Les flavonoides constituent le plus grand groupe de composés phénoliques, avec plus
de 6000 composés naturels qui sont quasiment universels chez les plantes vasculaires. Ils
présentent une structure commune de phenylbenzopyrane C6-C3-C6, constituée de deux
noyaux aromatiques (cycles A et B) reliées par une chaine de trois atomes de carbone,
habituellement un hétérocycle oxygéné (cycle C).lls sont des composés phénoliques et
interviennent pour protéger les plantes des herbivores et contrdler les transports des auxines
(Figure 08) (Hamdaoui, 2018).
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Figure 08: Structure générale d’un flavonoide (Balasundram et al., 2006)
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3.2.2 Tanins
Le terme tannin fut introduit a la fin du dix huitieme siécle pour définir les substances

organiques présentes dans les extraits aqueux des feuilles, écorce, bois, fruits, galles de
certaines fougeres, gymnospermes et angiospermes. Ce sont des composés phénoliques
solubles dans I’eau, de poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Daltons, et ayant, outre
les propriétés habituelles des phénols, la capacité a précipiter les alcaloides, la gélatine et
autres protéine(figure 09)(Hamdaoui,2018).

O~_OH

HO OH
s OH

Figure 09: Structure générale d’un tanin (Pasdeloup grenez,2019)

3.2.3 Polyscharide
Les sources de polysaccharides végétaux sont multiples. On distingue les
polysaccharides de structures (cellulose, hémicellulose, pectines), les polysaccharides de
réserve (amidon, caroube), les polysaccharides exsudats (gomme arabique) et enfin les
mucilages(figure 10)(Hamdaoui,2018).

OoH OH OH
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Figure 10: Structure générale d’unpolyscharide (Pasdeloup grenez,2019)

3.2.4 Phénol
Petites molécules constituées d’un noyau benzénique et au moins d’un groupe
hydroxyle, elles peuvent étre également estérifiées, éthérifiées et liées a des sucres sous forme
d’hétérosides. Leur biosyntheése dérive de I’acide benzoique et de 1’acide cinnamique
(figurell)(Palici,2016).
Ce sont surtout des antiseptiques (arbutoside de la busserole), des antalgiques (dérivés

salicylés de la reine des prés et du saule) et des anti-inflammatoires (Pasdeloup,2019).
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Ces dérivés possedent également des propriétés antitumorales ; En effet, ils peuvent
bloquer la nitrosation des amines soit par réduction du nitrite en oxyde nitrique, soit par
formation de dérivés C-nitroso en agissant non seulement in vitro, mais également in
vivo(Huang et Ferraro, 1991). Ces composés possédent des activités anti-oxydantes et Anti-
radicalaires (Palici,2016).

Parmi ces composés 1’acide gallique, 1’acide caféique, 1’acide chlorogénique qui
captent les radicaux superoxydes produits par le systtme NADPH / Methosulfate de
phénazine(Cheurfa,2015).

OH OH

Figure 11: Structure générale d’un phénol (Pasdeloup,2019)

3.2.5 Les Coumarines

Les coumarines sont des substances naturelles dérivant de la benzo-a-pyrone ; ils
résultent de la lactonisation de 1’acide ortho-hydroxycinnamique. elles sont des molécules
largement répandues dans tout le regne végétal (Pasdeloup,2019).

Elles possédent des propriétés tres diverses et existent sous forme libre solubles dans
les alcools et dans les solvants organiques ou les solvants chlorés ou encore liées a des sucres
(hétérosides) sont plus ou moins solubles dans 1’eau (Hamdaoui,2018).

Les plantes a coumarines simple comme le mélilot (Melilotus officinalis (L.) Lam.,
Fabaceae) etle marronnier d’inde (Aesculus hippocastanum L., Sapindaceae) ont des
propriétés antiinflammatoires a tropisme vasculaire souvent anti-agrégants plaquettaires et des
propriétés veinotonique et vasculoprotecteur (Pasdeloup,2019).

3.2.6 Les Saponines
Les saponines sont des glycosides contenus dans les plantes qui doivent leur nom au
fait qu’elles moussent lorsqu’on les mélange avec I’eau .Elles sont des constituants de
nombreuses plantes médicinales, elles existent sous deux formes : les stéroides et les

triterpénoides (Pasdeloup,2019).
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3.2.7 Les Alcaloides
Sont des substances basiques, contenant un atome ou plus d’azote généralement inclus
dans un systeme hétérocyclique. Ce sont des composeés relativement stables qui sont stockés

dans les plantes en tant que produits de différentes voies biosynthétiques(Hamdaoui,2018).

4  Extrait des plantes médicinale

L’appellation « extrait de plante » n’est pas appropriée, dans la mesure ou I’extrait de

plante porte précisément un nom : un alcoolat, une teinture mere, un sirop, une poudre.

Il existe plusieurs sortes d’extraits, la plupart du temps réservés aux compléments

alimentaires ou a la fabrication de médicaments (Gayet,2013).

4.1 Les différentes types d’extraits (Gayet,2013) :

4.1.1 L’extrait sec
Est le résultat de 1’évaporation du solvant sur une plante. Il est ensuite encapsulé en

gélule. I est jusqu’a dix fois plus concentré que la plante en poudre en gélule.

4.1.2 L’extrait liquide
Est le résultat d’une macération dans un solvant (alcool, eau), il a une consistance molle,
il est surtout utilisé dans les sirops, les teintures, les suspensions intégrales de plantes fraiches

(SIPF) ou les extraits fluides de plantes standardisés (EPS).

4.1.3 Les extraits standardises

Sont obtenus de la méme facon que précédemment, seulement ils sont définis par la
teneur précise de leur principal principe actif (exemple : griffonia standardisé a 30 mg de L-5
HTP).

4.1.4 Les lyophilisats
Sont obtenus par séchage du végétal congelé, 1’objectif étant de dessécher le végétal sans

apport de chaleur.
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5 Activités biologique des extraits de plantes médicinales

5.1 Activité antioxydant
Un antioxydant est défini comme toute substance qui lorsqu'elle est trouvée a des

concentrations faibles par rapport a celles d'un substrat oxydable, retarde ou prévient
significativement I'oxydation de ce substrat(Abudunia,2018).

Les antioxydants sont des systémes enzymatiques ou non-enzymatiques, endogenes ou
exogenes( tableau 04)(Abudunia,2018).
Tableau 04 : Principaux antioxydants non enzymatiques et sources alimentaires associées
(Abudunia, 2018)

Antioxydants Sources alimentaires

Vitamine C Agrume, melon, brocoli, fraise, kiwi,

chou, poivron

Vitamine E huile de tournesol, de soja, de mais,

beurre, oeufs, noix

B-caroténe Légumes et fruits
Sélénium Poissons, oeufs, viandes, céréales,
Volailles
Zinc Viande, pain complet, Iégumes verts,

huitres, produits laitiers

Flavonoides Fruits, Iégumes, the vert

Acides phénoliques Céréales complétes, baie, cerises

Tannins Lentilles, thé, raisins
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5.1.1 Meécanisme d’action des antioxydants
Les antioxydants peuvent protéger I’organisme contre les effets néfastes des especes

réactives comme suit;

inhibition de la formation des radicaux libres.
neutralisation des radicaux libres.

augmentation du systéme de défense du corps.

D N N NN

réparation des dommages résultants de radicaux libres(Ferdjioui,2014).

5.1.2 Types des antioxydants

5.1.2.1 Antioxydants primaires
La cellule est pourvue d’enzymes antioxydantes qui sont des systeémes de défense tres
efficaces. Cette ligne de défense est constituée de superoxydedismutase (SOD), de catalase et

de peroxydase (glutathion et ascorbate).

5.1.2.2 Antioxydants secondaires
Ce sont des molécules exogenes. Contrairement aux enzymes antioxydantes, une
molécule d’antioxydant piege un seul radical libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau, cette

molécule d’antioxydant doit donc étre régénérée par d’autres systémes (Djebaihia,2019).

5.2 Activitéanti-inflammatoire
L’inflammation c’est un processus normal et complexe qui se produit en réponse a des
agressions physiques (choc thermique), chimiques ou infectieuses.Le plus souvent cette
réaction est bénéfique pour I’organisme agressé. Elle met en jeu de nombreux systémes
biologiques qui visent a détruire ou a éliminer la substance étrangére(Ferdjioui,2014).
Plusieurs plantes prouvent leur activité anti-inflammatoire,tels que: Zingiber
officinale, Urtica dioica, Nerium oleander ,Harpagophytum procumbe etOenothera

biennis utilisées en médecine traditionnelle(Abudunia,2018).

5.3 Activite antidiabétique
Une des remarquables applications de la phytothérapie, est 1’utilisation des plantes

médicinales pour le traitement du diabéte sucré(Zerriouh,2015).

Ainsi plusieurs plantes sont utilisées par la population pour maintenir un taux de

glucose sanguin dans les normes. Cette pratique a fasciné des chercheurs pour entreprendre
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des expériences afin de comprendre le mécanisme d’action de ces remedes naturels et d’en

tirer les principes actifs(Bayle,2017).

Les complications du diabéte sont fortement liées a certain nombre de facteurs. A coté
de I’hyperglycémie chronique et la glycosylation non enzymatique des protéines, un facteur
tres important impliqué dans la genése de ces complications est le stress
oxydatif(Abudunia,2018).

De méme d’autres mécanismes d’actions ont été proposés pour d’autres molécules
isolées de plantes, par exemple ’acide ursolique ,untriterpene isolé de Rosmarinusofficinalis
L, qu’est actif comme antidiabétique par I’augmentation de la translocation des vésicules de
I’insuline, la sécrétion de I’insuline et 1’augmentation du contenu du glycogéne musculaire

soléaire(Bayle,2017).

5.4  Activités antimicrobienne et antivirale

La thérapeutique des infections bactériennesse base principalement sur 1’usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut
entrainer la sélection de souches multi résistantes d’ou 1I’importance d’orienter les recherches
vers la découverte de nouvelles voies qui constituentune source d’inspiration de nouveauX
médicaments a base des plante (Abudunia,2018).

Les plantes ont développé plusieurs stratégies pourcontroler les infections
bactériennes. Beaucoup de travaux portés sur I’activité antimicrobienne des extraits de plantes
médicinales telles que fennel (Foeniculum vulgare), peppermint (Mentha piperita),thyme
(Thymus vulgaris), ont montré que ces extraits sont actifs non seulement contre leshactéries
mai aussi contre les champignons, les levures et les virus(Kebieche,2009).

- Le mécanisme des effets antimicrobiens des polyphénols est sans doute tres
complexe. Parmi les hypotheses avancées, il faut citer(Saffidine,2015) :

v L’inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes.

v’ Séquestration de substrats nécessaires a la croissance microbienne ou la chélation de
métaux tels que le fer.

v L’inhibition du métabolisme microbien.

Des travaux ont mis en evidence un impact des flavonoides sur le rétrovirus HIV

responsable du syndrome d’immunodeficience acquise (SIDA).
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5.4.1 Mécanisme d’action
L’action antibactérienne des phénols est li¢e a leurs capacités a dénaturer les protéines
et sont généralement classés comme agents agissant en surface. Leur action conduirait a la
fuite des constituants cellulaires des bactéries tels que les protéines, le potassium et le
phosphate. Ces effets pourraient étre dus a la destruction du peptidoglycane ou aux

dommages de la membrane cellulaire(Saffidine,2015).

5.5 Activité de systeme cardiovasculaire

Les flavonoides sont réputés pour leur effet protecteur sur la santé cardiovasculaire en
modifiant plusieurs processus pathologiques qui interviennent dans 1’apparition des maladies
cardiovasculaires. Certains flavonoides auraient un effet positif dans 1’athérosclérose et les
formes stables de maladies cardio-vasculaires en diminuant I’oxydation de LDL par inhibition
de LOX, une atténuation du stress oxydatif et une diminution de 1’inflammation.les
flavonoides agiraient par inhibition de I’agrégation plaquettaire et une diminution des
ROS(Saffidine,2015).
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Chapitre 1V : Matériel Et Méthodes

Introduction

Une petite partie de cette étude expérimentale(juste la préparation des extraits a été

réalisée au niveau de laboratoire de biochimie de I'universit¢ de Djilali Bounadma de

khemis- Miliana. durant .. mois de Mars ,alors que une grande partie n’a été pas réalisé vue

au COVID-19 dont les analyses qualitatives et quantitatives, activités antioxydante et

diabétique.

Les extraits étudiés sont obtenu a partir des feuilles du Crataegus Azarolus, notre
travail a pour objectif de faire :

L’étude qualitative et quantitative des extraits.
L’étude de I’activité anti oxydante.
L’¢tude de I’activité antidiabétique.

1 Matériel utilisé

11

Matériel non biologique
Etuve séchant

Réfrigérateur

Agitateur magnétique et plaque chauffante

Boite de Petri(en verre)

Mortier et Pistil

Thermométre a sonde

Balance électrique

opapier filtre

Pompe sous vide - Erlenmeyer a vide - Céne en caoutchouc — Blichner
appareil glucomeétre

1.1.1 Reéactifs chimiques

Les produits chimiques spécifiques tels quechlorure ferrique (FeC13) et acide

chlorhydrique (HCL),chlorure ferrique, acide sulfurique, chloroforme ,solution ammoniaque,

les réactifs de Mayer et de Wagner et de FolinCiocalteu , acide phosphotungstique (H3 PW12
040) ,d’acide phosphomolybdique (H3PMo12 040),trichlorure d’aluminium (AICI3) d’acide

gallique, m'éthanol, d'alloxan monohydraté.
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1.2 Matériel biologique
1.2.1 Matériel animal
Les animaux utilisés dans cette expérience sont des souris males/femelles issues de la
souche Swiss albinos, en nombre de 25 souris provenant de I’institut pasteur, d’un poids vif

moyen de 20-30 g. Largement utilisés dans divers domaines de la recherche.

1.2.2 Matériel végétal
Le matériel végétal est constitué des feuilles de Crataegus Azarolus, elle sont récoltées
a Khamis - Miliana (wilaya de d'Ain Defla) en mois de Février 2020.

2 Meéthodes

2.1 Séchage et broyage
Apres la récolte, les feuilles sont nettoyées a 1’eau pour enlever la poussiere puis
étalées et séches a température ambiante et a 1’obscurité durant 20 jours(jusqu’a 1’obtention
d’une plante vraiment séche). puis finement broyés a 1’aide d’un moulin a café (Mahmoudi,
2013).

2.1.1 Détermination de la matiére séche et de I’humidité

Le Taux d’humidité :

Afin detaux d'humidité (déterminer la teneur en eau) une quantité de feuilles fraiches
de masse Ms =5 g £ 0,01g a été séchée dans une étuve a 105 °C pendant 24 heures(jusqu'a un
poids constant). La masse des feuilles séchées (Ms) a été déterminée a l'aide d'une balance
précise a 0,01g et la teneur en eau est donnée par la formule ci dessous :(Bourkhisset
al.,2009)

H (%) = [(Mf - Ms) / M¢] x 100

H(%): Taux d’humidité exprimé en pourcentage.

La Matiere seche MS% = 100 - H%
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2.2 Préparation des extraits végétaux
Les extraits de plantes ont été obtenus a partir de feuilles séches de notre plante

Crataegus azarolus.

Deux étapes sont réalisées pour cette experience scientifique. La premiére se résume

dans I'extraction aqueuse et méthanolique des échantillons Crataegus Azarolus.

L’extrait des principes actifs, a été obtenu a partir des feuilles du Crataegus
Azarolusen utilisant une technique d’extraction solide- liquide par 1’eau  distillée

(infusion) et par méthanol(macération ).

2.2.1 Extraction par infusion al’eau
On verse de I’eau bouillante sur une quantité donnée de matiere végétale puis on laisse

reposer la mixture pendant environ 15 mn (Potel, 2002).
» Protocole expérimental :

Les extractions sont effectuées par Infusionselon la méthode décrite par (Awa et al.,
2018). 10 g de poudre végétale, ont été ajoutés 100 mL d’eau distillée. L’ensemble a
été porté a ébullition pendant 15 min.

2.2.2 Extraction par macération
Consiste en la mise en contact du matériel végétal avec le solvant sons ou avec
agitation, habituellement a température ambiante. Une macération sans agitation, peut durer
de 4 a 10 jours (Leardro, 2013).

Les extractions sont effectuées par macération selon la méthode décrite par (Medini et

al., 2018) .avec quelques modifications.
» Protocole expérimental macération

A 10 g de poudre fine des feuilles du Crataegus Azarolus, a été ajoutée d’un mélange

méthanol pur 100 ml, Aprés agitation pendant 24h.

2.3 Filtration et évaporation
Ce mélange a été enfin filtré sur du papier filtre, sont evaporées a sec (dans

I'¢tuve a 47°C pendant 24h), les résidus obtenus sont solubilisés dans I’eau distillée.
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2.4 Conservation de I’extrait
Les extraits obtenus ont été conservés dans un réfrigérant a température a 4°C et a l'abri

de la lumiere par un papier d’Aluminium jusqu’a utilisation(Oueslati et al., 2018).

2.5 Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction a été obtenu par la formule suivante :

R (%)=(Me/Mv)*100

R (%) = Rendement de I’extraction en %
Me = Masse de ’extrait apres I’évaporation du solvant en mg.

Mv = Masse de la matiere végétale utilisée pour I’extraction en mg(Awa et al., 2018)

3 Etude in vitro

3.1 Les Analyses qualitatives
Cette étude permet de mettre en évidence la présence de quelques groupes chimiques
(polyphénols, flavonoides, tanins....etc.) dans les extraits. Ces essais permettent d'avoir des

informations préliminaires sur la composition chimique.

3.1.1 Recherche des polyphénols
La réaction au chlorure ferrique (FeC13) a permis de caractériser les polyphénols A 2 ml
de chaque extrait, on ajoute une goutte de solution alcoolique de trichlorure ferrique a 2 %. La
présence de dérivés polyphénoliques provoque I'apparition d'une coloration bleue ou vert
foncé(Cheurfa,2016).

3.1.2 Recherche des flavonoides
Le test consiste a ajouter a 1 ml des extraits quelques gouttes d'acide chlorhydrique
concentré (HCL) et 0.5g de magnésium (Mg). On laisse agir 3 minutes. Une coloration orange

ou rouge implique la présence des flavonoides(Cheurfa,2016).
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3.1.3 Recherche des tanins
La présence des tanins est mise en évidence par 1’addition a 1 ml de ’extrait aqueux
(5%) de la plante de 2 ml d’eau et de 2 a 3 gouttes de solution de FeCl3 diluée a 1%. Un test
positif est révélé par ’apparition d’une coloration bleue-noire ou bleue-verte (Daira et
al.,2016).

3.1.4 Recherche des stérols et triterpénes
A 2 ml de chaque extrait, I ml d'acide sulfuriqueconcentré est ajoutée, Le chloroforme
a été ajoute le long des coteés du tube d'essai. Les tubes a essai ont été bien agités. Apres un
repos, l'apparition de la couleur rouge dans la couche supérieure a montré la présence de
stérol et I'apparition de la couleur jaune dans la couche inférieure a indiqué la présence de
triterpenoides(Cheurfa,2016).

3.1.5 Recherche des saponines
La détection des saponosides est réalisée en ajoutant un peu d’eau a 2 ml de I’extrait
aqueux, la solution est fortement agitée. Ensuite, le mélange est laissé pendant 20 minutes. La

présence des saponosides est évaluée comme suit :

- Pas de mousse = test négatif

- Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif

- Mousse de 1-2 cm = test positif

- Mousse plus de 2 cm = test trés positif (Daira et al.,2016).

3.1.6 Recherche des glycosides
2 ml de chloroforme est ajouté a 1 ml de I'extrait, I'apparition d'une coloration brun-
rougeatre apres l'ajout de H 2 SO 4 indique la présence des glycosides (EL-Haoudet al,
2018).

3.1.7 Recherche des alcaloides

Les alcaloides ont été caractérisés a partir des réactifs de Burchard (réactif iodo-
ioduré) et de Dragendorff (réactif a 1’iodo-bismuthate de potassium). 6 ml de chaque solution
ont été évaporés a sec. Le résidu est repris par 6 ml d’alcool a 60°. L’addition de 2 gouttes du
réactif de Dragendorff sur la solution alcoolique provoquait un précipité ou une coloration
orangée. L ajout de 2 gouttes du réactif de Burchard sur la solution alcoolique provoquait un
précipité de coloration brun-rougeatre et indiquait une réaction positive (N’guessanet al,
2009).
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3.2 Les analyses quantitatives :

3.2.1 Dosage des polyphénols totaux (méthode de folin et ciocalteu)
Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique de

folinciocalteu.
Principe :

La teneur polyphonique totale est habituellement déterminée colorimétriqguement avec
Spectrophotometre  UV-VIS.Cette méthode est basée sur la réaction d’oxydation des
polyphénols parles constituants du réactif de FolinCiocalteu ; acide phosphotungstique (H3
PWI12 040) etd’acide phosphomolybdique (H3PMol2 040).Ces derniers réduits en un
mélange d’oxydesbleus de tungsténe et de molybdéne.Présentent une absorbance maximale a
765nm. La coloration bleue ainsi produite sera proportionnelle a la quantité des polyphénols
présents dans I’extrait végétal(Abdeddaim,2016).

Mode opératoire :

0.2ml de chaque extrait végétal est bien mélangé avec 1.5 ml de réactif de Folin (dilué
dix fois dans I’eau distillée). Les solutions sont mélangées et incubées a 1’obscurité pendant 5
minutes. 1.5 ml de bicarbonate de sodium (60g/l) sont additionnés au milieu réactionnel. Aprés
2h d’incubation a la température ambiante, I’absorbance de tous les extraits a été mesurée par un

spectrophotometre UV/ visible & 765 nm contre le blanc sans extrait (Abdeddaim,2016).

La courbe d’étalonnage est obtenue dans les mémes conditions que précédemment en

utilisant une gamme de concentrations de solution d’acide gallique préparée dans le méthanol
- Les expériences sont répétées 3 fois.
v’ Expression des résultats :

La teneur en polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de régression de la
gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon de 1’acide gallique (5-200 pg/ml) et
exprimée en milligramme équivalent d’acide gallique par 100 gramme du poids de la matiere
seche(mg EAG / 100g MS) (Ali haimoud,2017).

3.2.2 Dosage des flavonoides :
La méthode de trichlorure d’aluminium (AICl3) est utilisée pour quantifier les

flavonoidesdans nos extraits.
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Principe :

Le dosage des flavonoides a éte réalisé selon la méthode colorimétrique de Quettier-
Deleu et ces collaborateurs (2000).Dont le principeétant la capacité du groupement
hydroxyle (OH) libre en position 5 des flavonoides a se complexer au chlorure d’aluminium
par chélation de I’ion Al3+ formant ainsi un complexe jaunatre qui présente un maximum
d’absorbance a 488nm (Figure 12)(Mezahem, 2015).

Figure 12: Mécanisme de I’interaction du chlorure d’aluminium avec les flavonoides
(Mezahem, 2015)

Mode opératoire :

Iml d’extrait végétal (1mg/ml) a été mélangé avec 1ml de Solution méthanolique de
chlorure d’aluminium (AlICIza 2%). Apreés incubation pendant 10 mn a température ambiante,
la mesure de ’absorbance a été effectué¢e a 488 nm. Un blanc a été préparé en mélangeant 1

ml de solution d’extrait avec 1 ml de méthanol pour chaque extrait.

v Expression des résultats

La concentration en flavonoides contenue dans les différents extraits, est calculée
parréférence a une courbe d’étalonnage, en utilisant la quercétine comme standard et
laconcentration a été exprimée en mg équivalent de quercétine /g de matiere seche(Mezahem,
2015).
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3.2.3 Chromatographie liquide a haute performance HPLC
Parmi les différentes méthodes chromatographiques existantes, la chromatographie
liqguide a haute performance (HPLC-C18) (Figure 13.) a été utilisée pour analyser les

différents extraits.

Figure 13 : Schéma principal de la chromatographie en phase liquide a haute performance.
(HPLC)(Penchev, 2010)

1- Reservoirs des solvants, 2 - Dégazeur, 3 - Valve de gradient d'élution, 4 - Doseur de phase mobile (ou éluant),
5 - Pompe & haute pression, 6 - Vanne d'injection en position "inject”, 6' - Vanne d'injection en position "load", 7

- Boucle d’injection de 1'échantillon, 8 — Précolonne (éventuelle), 9 - Colonne analytique, 10 — Détecteur, 11 -
Acquisition du signal, 12 - Décharge déchets.

Principe :

L'échantillon a analyser est poussé par un liquide (appelé phase mobile) dansune
colonne remplie d'une phase stationnaire. Le debit d'écoulement de la phase mobile estélevé
ce qui entraine une augmentation de la pression dans le systeme. Ce débit élevédiminue le
temps nécessaire pour séparer les composants le long de la phase stationnaire(Ali
Haimoud,2017).

Mode opératoire :

L’analyse des composés phénoliques dans les différents extraits étudiés a étéréalisée
en utilisant la chromatographie liquide a haute performance de marque WATERS(HPLC)
couplée & un détecteur multi-longueur d’onde UV visible. L’analyse s’effectueselon les
conditions opératoires:

v" La colonne en acier de longueur de 25x0.46 cm,
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v" Phase stationnaire C18.

v Solvant d’élution: méthanol/ethanolique (V/V).

v Longueur d’onde: 220, 280, 300 et 365nm
Les pics ont été identifiés par les temps de rétention de congruents par rapport aux
standards(Ali haimoud,2017).

3.3 Evaluation de I’activité antioxydant

Pour évaluer l'activité antioxydante in vitro ; différentes méthodes ont été
développées. Ces méthodes impliquent le melange d'espéces oxydantes, tels que des
radicaux libres ou des complexes métalliques oxydés, avec un échantillon qui contient
des antioxydants capable d'inhiber la génération de radicaux. Parmi les quelles test
DPPHe (2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyle)(Boudra, 2019).

Principe :

En présence d’un antioxydant donneur d’hydrogeéne (AH), il est réduit en 2,2-
diphenyl-1-picryl-hydrazine (DPPH-H) (Hadjadj, 2017). En présence de composés anti-
radicalaires, le radical DPPHe est réduit et change de couleur en virant au jaune qui peut étre
suivie a 517 nm ce qui entraine une diminution de son absorbance. (figurel4)(Boubekeur,
2019).
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Figurel4 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPHe(Talbi et al.,2015)
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Mode opératoire :

La capacité d'élimination des radicaux DPPH a été mesurée en utilisant la méthode de
Keser et al(2014). En bref, solution 0,1 mM de DPPHe dans de 1'éthanol a été préparé, et 1 ml
de cette solution a été ajouté a 3 mL de solution d'extraits d'aubépine a 100 pg / mL
concentration. L'absorbance a 517 nm a été déterminée aprés 0,5 h contre une solution a blanc

contenant de méthanol.
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Le pourcentage de piégeage du radical est calculé selon 1’équation suivante :

%Inhibition (DPPH)= [(AO-A1)/A1] x100

A0 = Absorbance du blanc,

Al = Absorbance de I’extrait a une concentration donnée. (Oueslati et al., 2018)

4  Etude In Vivo

4.1 Evaluation de I’activité antidiabétique
L’étude ¢évaluant les effets antidiabétiques d’un extrait est réalisée d’abord sur

I’animal (les souris)sain et sur un animal présentant le diabéte (Medjdoub, 2013).
Protocol expérimental :

La recherche de I’activité antidiabétique est effectuée sur les souris rendu diabétique

par I’alloxane, décrites par Lartey et al., (2020) ont été utilisés.

4.1.1 Induction du diabéte chez les souris par I’alloxane
L'état diabétique a été induit chez des souris par un injection intra péritonéale unique
d'alloxan monohydraté (150 mg /kg).L'alloxan a d'abord été pesé individuellement pour
chaque animal selon le poids corporel puis dissous dans 0,5 ml de solution saline(0,9% NaCl)

juste avant I'administration a I'animal.

Deux jours apres I’administration d’alloxan, la glycémie a jeun des souris a été
déterminés, et ceux avec, le taux de glucose dans le sang est supérieur a 200 mg/di(7.8 mM),

sont considérés comme diabétiques et par conséquent, inclus dans I'étude.

4.1.2 Mode d’action de I’alloxane(ALX)

L'une des méthodes les plus efficaces pour induire le diabete expérimental est
l'induction chimique par 1’Alloxane2,4,5,6-tetraoxypyrimidine, est une pyrimidine
oxygénée( figure 15)(Medjdoub, 2013). Il est utilisé che , les souris en provoquant une
nécrose sélective des cellules B des ilots pancréatiques et inhibe la sécrétion de 1’insuline
glucose-dépendante . Il s'accumule de maniére préférentielle dans les cellules béta par
absorption via le transporteur de glucose GLUT2(Kebir, 2018), ainsi une déficience

insulinique chronique (Kebieche, 2009).
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Cela provoque un diabéte sucré insulinodépendant (appelé «Alloxan Diabetes») (Kebir,
2018).

O O

O NH
HN
O

Figure 15 : Structure chimique de 1’alloxane.(Medjdoub, 2013).

4.1.3 Administration Des Extraits
Les souris ont été divises en 04 lots de 4 souris chacun, les extraits administrés de
facon quotidienne pendant trois semaines par gavage intra- gastrique a des doses montrais

dans le tableau suivent :

Tableau 05 : Désignation des lots et la dose administreée.

lots Désignation La dose administrée
1 Témoin (T) Aucune dose
2 Diabétique non traité (DNT) Aucune dose
3 Diabétique traité par [’extrait de 1’infusion 200 mg/Kg/j
(DT 1)
4 Diabétique traité par ’extrait de la 200 mg/Kg/j

macération (DTM)

4.1.4 Suivi Des Parametres

Pour I’évaluation de 1’activité antidiabétique, plusieurs parametres physiologiques sont

étudiés(Medjdoub, 2013).
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4.14.1 Glycémie

L’effet antidiabétique a été évalué sur une période 21 jours, la glycémie est mesurée
chaque semaine a 1’aide d’un glucometre et des bandelettes (ACCU-CHEK) pour chaque
souris. La prise de sang se fait par incision au niveau de la partie distale de la queue, apres

mis a jeun pendant 16 heures avec libre acces a 1’eau.

4.1.4.2 Evolution Pondérale
La moyenne du poids de toutes les souris a ét¢ mesurée avant I’induction du diabéte, et
son ¢évolution au niveau de chaque lot a été¢ déterminer deux fois par semaine a I’aide d’une

balance ¢€lectronique jusqu’aux 21éme jours.

4.1.5 Etude histopathologique
(Naceiri, 2018; Larteyet al., 2020)

e Prélevement de pancréas :

Apres 20 jours de traitement, les souris des différents groupes, ont été sacrifiées, et
aprés dissection, le pancréas a été isolé et conservé dans le formol a 10% pour une

subséquente étude histopathologique

e Fixation des pancréas prélevés :

Cette étape a pour but de conserver les structures cellulaires dans un
étatmorphologique aussi proche que possible de ’etat vivant. Les pancréas récupérés sont
lavées avec de I’eau physiologique, et immediatement immerges dans le formol (10%) afin
d’eviter leurs dégradation et obtenir une rigidité tissulaire suffisantes. Les organes sont
coupés en petits fragments et déposés dans des cassettes spéciales en plastigques.

e La confection des coupes

Cette étape a pour but la réalisation des coupes histologiques et pour cela, les
prélevements fixées sont lavées (lavage) a 1’eau courante pendant 30 minute ou plus, afin
d’éliminer I’excés de fixateur, passons ensuite a 1’étape de des hydratation qui se fait d’une
fagons automatique a 1’aide d’un appareil de traitement de tissus .Celui ci est régler sur un
cycle de 18 heures :

1. Déshydratation
Les prélevements découpés en tranches fines (2-3 mm sur 1-2cm) et placés dans des

cassettes sont passés successivement dans 7 bacs d’alcool ethylique a titrage croissant de 70°a
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100° pour réaliser une déshydratation en douceur et non brutale qui risque de rétracter les
cellules.
2. Inclusion
Les tissus déshydratés ont été immergés dans deux bains successifs de paraffine
liquide pendant 24 heurs, pour que cette derniére s’infiltre dans les échantillons.
e Réalisation des coupes
Les coupes du bloc de paraffine ont été reéalisées avec un microtome permettant
d’obtenir des tranches de section (coupes histologiques) de 4 a 5 microns d’épaisseur. Les
coupes sont recueillies sur des lames de verre a partir d’un bain marin et étalée a 1’aide d’une
solution d’eau gélatinée, puis laissées seche dans 1’étuve pendant une nuit a 37°C.
e Déparaffinage des coupes
Avant la coloration, les coupes doivent étres débarrassées de la paraffine, les lames
sont baignées dans 2 bains successifs de xylene pendant 15 minutes chacun suivi de 3 bains
successifs d’éthanol de degrés décroissant (100%, 90%, 70%) pendant 3 minutes chacun, puis
rince a I’eau distillée pendant 1 minute.
e Coloration des coupes
Cette étape permet de mettre en évidence spécifiquement les différentes structures
tissulaires et cellulaires et pour cela, les lames ont été mises dans un bains
d’hematoxylinependant 03 mn, suivi d’un bain d’eosine pendant 5 mn, puis rincées dans deux
bainssuccessifs d’éthanols a 90%, suivi d’un séchage.
e Observation microscopique
L’observation a été effectuée a des grossissements G x10. La prise des photos a été

effectuée avec un appareil photos numérique (SONY DIGITAL STILL CAMERA).
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Chapitre V : Travaux antérieurs

Introduction

Un peu des travaux ont été effectués sur les extraits étudies obtenus a partir des
feuilles du Crataegus Azarolus, qui ont traité les Analyses qualitatives et quantitatives,
I’activité antioxydante ;en revanche, il y’a peu de travaux voir nul a propos de 1’évaluation de

I’activité antidiabétique sachant que elle est I'objectif principale de ce travail.

1 Lesanalyses qualitatives

Les résultats obtenus dans 1’analyse de la composition chimique de I’extrait
methanoliques et aqueux des feuilles de Crataegus Azarolus sont présentés dans les
tableaux (06) et (07).

Le tableau (06) : les résultats des analyses phytochimiques des extraits méthanoliques

et aqueux des feuilles de Crataegus Azarolus (Kallassy et al.,2017)

Agueux Methanolique

Alcaloides _ +++
Tannins _ _
Saponins +++ _
Phenol +++ +++
Flavonoids +++ +
Quinones _ +++
Coumarin _ _
Sterols + _ ++
Steroides

Flavones + +
Anthocyanins _ _

—, absent; +, low in abundance; ++, moderate in abundance; +++, high in abundance.



Chapitre V

D’apres Kallassy et al., (2017) ,I'extrait methanolique est riche en Alcaloides ,Phenol et
Quinones ,par ailleurs il est pauvre en Tannins, Coumarin Saponins et Anthocyanins. ; Alors
que,l’extrait Aqueux contient une grande concentration de Saponins, Phenol et Flavonoids. et

I’absence de Alcaloides, Tannins, Quinones ,Coumarin, Sterols + Steroides et Anthocyanins.

Le tableau (07) : les résultats des analyses phytochimiques de extrait méthanolique

des feuilles deCrataegus Azarolus(Lakache et al.,2016)

extrait méthanolique

Alkaloids +
Tannin (gallic acid) -
Tannin (catechique) +

anthraquinones +

anthracyanines -
steroids ++
triterpenes ++

saponin

+++: Strong positive test; ++: Low positive test; +: Weak positivetest; —: Negative test.

Les résultats trouvés par Lakache et al., (2016), sont en accord avec ceux
deKallassy et al., (2017) ou, ils déclaraient quedans 1’extrait methanolique une grande

concentration observé de Alcaloides tannin catechique , Steroides et triterpenes et une

absence de Saponins ,tannin gallic, Anthocyanins.

Travaux antérieurs
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2 Les analyses quantitatives

2.1 Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides
La teneur en polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de régression de la

gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon de 1’acide gallique.

La concentration en flavonoides contenue dans les différents extraits, est calculée par

référence a une courbe d’étalonnage, en utilisant la quercétine comme standard(tableau 08).

le tableau 08 : les résultats des dosages des Phénols totaux, Flavonoides et tanins des

différentes extraits methanolique des feuilles de Crataegus Azarolus.

Phenols totaux Flavonoides Tanins
Extrait (ugEAg/mgext) (LgEQ/mgext) (ngECat/mgext)
(Abu-Gharbieh et al.,2017) | 1.3+0.7 1.1+£03 -
(Lakache et al.,2016) 67.68+2.241 5.18+0.123 -
(Bouaziz et al.,2014) 188.91+0,633 21.03+0.810 115.33+1.191
(Nadiaet al.,2014) 228.72+0.01 1673.85+0.00 24.49+0.00

les résultats obtenus par (Abu-Gharbieh et al., 2017) sont inférieurs que les résultats
de (Lakache et al., 2016).Dans le taux des polyphénols totaux est (67,68 + 2,241), et les
Flavonoides (5,18 + 0.123) .tandis que les résultats de (Bouaziz et al., 2014) sont plus élevés
avec un taux des polyphénols de (188.91 + 0.633) et des flavoides de(21.03 + 0.810) .On autre
les résultats de (Nadia et al., 2014) révelent les teneurs les plus éleves d'un taux des
polyphénols de (228,72 + 0,01) et de (1673,85 + 0,00) des flavonoides . le taux de tanins
de(Nadia et al., 2014) est de (24.49+0.00), il est plus faible que(Bouaziz et al., 2014 ).
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La concentration en phénoliques et flavonoides totaux des differents extraits depend de
la polarité de solvants utilisés dans la préparation d'extrait. Selon ces études, les richesses des
extraits et ses fractions de Crataegus azarolus dans les flavonoides et principalement dans les

composés phenoligues peuvent expliquer leur activité antioxydante et antidiabétique.

2.2 Chromatographie liquide a haute performance HPLC
L’analyse des composés phénoliques dans les différents extraits méthanolique des
feuilles de Crataegus Azarolus €etudiés a été realisée en utilisant la chromatographie liquide a
haute performance de marque WATERS (HPLC) couplée & un détecteur multi-longueur
d’onde UV visible.

Les résultatssont présentés dans les tableaux (09) et (10) et (11) :

Les résultats de (Belkhir et al.,2013)prouvent que nombreux flavonols (quercétine,
isoquercitrine, kaempferol 3-O-glucoside) ont été trouvés principalement dans extrait
méthanolique ou l'isoquercitrine (quercétine-3-O-glucoside) représentait 44,9% des composes
phénoliques totaux. L'apigénine représentait la seule flavone détectée dans les feuilles

d'azeroliers tunisiennes.
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Le tableau (09) : les résultats desrésultats de HPLC (Belkhir et al.,2013)

Peak No. | Rta | Amax | [M+H]+ | Identity Concentration
(min) | (hm) | (m/z)
1 568 |279 |291 (-)-Epicatechin 30.60 + 1.66
2 11,44 | 325 | 355 Neochlorogenic
acid ND
(3-O-
caffeoylquinic
acid)
3 13,07 | 324 | 355 Cryptochlorogenic ND
acid
(4-O-
caffeoylquinic
acid)
4 15,7 | 326 | 355 Chlorogenic acid ND
(5-O-
caffeoylquinic
acid)
5 18,47 | 279 | 291 (+)Catechin 0.90 + 0.66
6 37,26 | 355 | 465 Hyperosid 27.36 +1.33
(quercetin
-3-0O-galactoside)
7 37,7 | 354 | 465 Isoquercitrin 68.40 *+ 2.66
(quercetin-3-O-
glucoside)
8 41,68 | 340 | 271 Apigenin ND
9 42,19 | 278 | 449 Kaempferol 3-O- 11.44 + 0.66
glucoside
10 47,8 | 371 | 303 Quercetin 13.68 +1.33
totale 152.38 £ 8.3
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Le tableau (10) : les résultats des résultats de HPLC(Abu-Gharbieh et al.2017)A = 28nm

Travaux antérieurs

Perak No Rétentions time | Identifies component %
1 6.81 Pyrogallol 0.17
2 6.92 Gallic acid 0.24
3 8.235 Protocatechuic acid 3.95
4 8.444 Catechin 4.82
5 8.593 Chlorogenic acid 2.97
6 8.950 Catechol 1.90
7 10.040 Caffeic acid 0.75
8 11.620 Ferulic acid 0.75
9 12.466 Salicylic acid 11.91
10 12.943 Ellagic acid 9.78
11 14.980 Cinnamic acid 0.47
Total 37.73
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Le tableau(11) : les résultats de HPLC(Abu-Gharbieh et al.2017)A=330 nm

Peak No Retention time Identified component | %

1 3.83 Quercetin 0.01
2 11.78 Rosmarinic acid 0.89
3 12.44 Rutin 6.50
4 14.576 Narenginin 0.43
5 14.952 Hispertin 0.80
6 16.167 Apigenin 0.16
7 18.657 Chrysin 0.82
Total 9.61

Les résultats obtenus

de (Abu-Gharbieh et al.,2017) dans le tableaux 11- 12

montrent que :Les analyses RP-HPLC de I'extrait méthanoique de feuilles de C. azerole sont

révélés que 11 composants ont été identifiés a A = 280 nm (correspondant a 37,73% de la

composition totale, tableau 2) dont 8 étaient des acides phénoliques (30,77%) avec une

prévalence de salicylique acide (11,91%) et acide ellagique (9,78%) et un flavonoide

(catéchine) outre le diphénol, le catéchol; pendant ce temps, a A = 330 nm, 7 composants

étaient connus (tableau 3); dont six étaient des composés flavonoides avec le rutine majeure

(6,50%).
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3 L’activité anti-oxydante

Les resultats obtenus pour I’activité anti oxydante Al Mustafa et al(2008) en pakistan et
Bouaziz et al (2014) en Algérie, contre le radical 2, 2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) de
les extraits (aqueuse, méthanol) du Crataegus Azarolus sont présentés dans le tableau (12) et
(13).

Tableau 12 : les résultats de I’activité de piégeage des radicaux libres des différents extraits

de C.azarolus en pakistan.

Ext aqueuse méthanol

(Al Mustafa et|9.4 + 0.6 mg/g 45.6 + 1.5 mg/g
al., 2008)

Tableau 13 : les résultats de I’activité de piégeage des radicaux libres des différents extraits

de C.azarolus en Algérie

Ext aqueuse méthanol

(Bouaziz et al., | 0.066+0.0004 mg | 0.016+0.0004 mg
2014) /ml /ml

D’aprés ces études cités dans les tableaux , ’extrait aqueux de C.azarolus a
provoqué d'inhibition activité de piégeage des radicaux libres de 9.4 + 0.6 mg/g en pakistan
et dans Algérie 0.066+0.0004 mg /ml.

Drailleurs, ’extraits méthanolique de C.azarolus a provoqué d'inhibition activité de
piégeage des radicaux libres de 45.6 + 1.5 mg/g en pakistan et en Algérie0.016+0.0004 mg

/ml.

Les résultats Al Mustafa et al (2008) de L'activité antioxydante a été déterminée
par DPPH et ABTS pour des extraits de méthanol de 45,6 £ 1,5 mg / g de poids sec de plante

supérieur a 9,4 + 0,6 mg / g dans des extraits aqueux.
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Les résultats Bouaziz et al., (2014)ont montré que toutes les fractions pouvaient

réduire lintensité du signal DPPH et que leurs activités de piégeage des radicaux

augmentaient avec l'augmentation de la concentration(Cette activité a été comparée au BHT

comme antioxydant synthétique.).IC50 pour l'activité de piégeage des radicaux DPPH: de

méthanol (0,016 + 0,0004 mg / mL)sont

0,0004 mg / mL).

4 L’activité Antidiabétique

inférieure a ceux de I’extrait aqueux (0,066 *

Les résultats de I’activité antidiabétique obtenus par 1’étude de Zidi (2010) sur

Crataegus azarolus dans la région d'El Tarf ( Algérien) sont présentés dans le tableau (14):

Tableau 14 : Effet de I'extrait aqueux de Crataegus azarolus sur les rats diabétiques

Les lots Lot diabétique traité lot témoins
Les doses 150 mg /kg | 300 mg/kg (dll) | 225mg/kg diabétique non Normal
(dn (DTd2) (dt traité (TD) (TN)
(DTd1) (TDt3)
Détermination | une chute | baisse est | baisse est | une aucun effet
de la | importante de | inférieur a celle | inférieur  a | augmentation | hypoglycémiant
glycémie la  glycémie | du (DTd1) celle du | important et | (glycémie
apré un temps (DTd1) constante  par | constante)
court rapport (TN)
Détermination | Une  baisse | une Un gain des | diminution Un gain des
des pois | réguliére des | augmentation | poids des poids | poids corporels
corporels poids des poids | corporels est | corporels par
corporels par | corporels plus | inférieur lot | rapport (TN)
rapport (TD) | important par | (TN)
rapport(TDt3)
disparition quasi totale de | Nécroses au niveau de lilots de
L'étude nécroses des cellules | Langerhans aucun effet
histologique | Langerhans
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4.1 Discussion
411 glycémé

Les deux doses dl (150 mg /kg)et dIl (300 mg/kg) de plante entrainent une réduction
tres hautement significative de la glycémie. néanmoins en effet la dose dl (150 mg /kg) de la
plante semble étre la plus efficace, en raison de sa rapidité d'action, par I'ampleur de la baisse
de taux de glucose et par la durabilité de son effet (glycémie a une valeur plus ou moins
constante autour de 1g/l. par ailleurs la glycémie du lot normal traité par dlll de L'extrait ne
présente auncun effet différence avec celle lot normal non traité observe ainsi aucun effet

hypoglycémiant.

4.1.2 Poids corporel
Les rats des lots normaux ont présenté un gain de poids corporel lié & une croissance

normale des animaux, cependant les rats normaux traité par une dose 225mg/kg ont un gain
de poids inférieur a celui des rats sain ce que pourrait signifier que la plante a la
dose 225mg/kg réduirant légérement la croissance des rats et les rats diabétique présentent
une diminution continue des poids corporel ,cette perte de poids des diabétique est due au
catabolisme les plus particuléirement des lipides, suit a I'insulinodéficience.l'amélioration des
poids corporelles deux lots traités par deux doses de la plantes pourrait étre expliquer par
pouvoir de plante a restaurer le stock en triglysérides , grace a l'amélioration de
I'insuliosécrétion et de la glycémie.

4.1.3 L'étude histologique
L'étude histologique réalisée révele que I'examen des coupes de pancréas montre les

ilots de langerhans du lot diabétique la destruction de certaines cellule de langerhans
expliquerait le taux réduit de I'insuline observé, en par ailleurs la Iésions tissulaires limitées
les lots dlI et dll expliqueraient I'insulinémie proche de la normale. Les 2 doses de la plante
ont restauré la sécrétion de I'insuline en régeneration les cellules B de langerhans (mot
incomplet) détruites par I'alloxane. Cet effet observé pourrait étre du a la présence des

composés antidiabétiques.



Conclusion générale

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances et
composés naturels bioactifs. Leur utilisation en phytothérapie connait de nos jours un intérét
sans précédent.

Les extractions par des solvants sont les procédures les plus couramment
utilisées pour préparer les extraits de matiéres vegétales en raison de leur facilité

d'utilisation, leur efficacité et leur large applicabilité.

L’étude des propriétés antioxydantes et antidiabétiques des extraits du feuilles sa
isonnier de Crataegus azarolus L., espece appartient a la famille des Rosacées, a permis
d’obtenir des résultats intéressants. Les flavonoides, semblent les principes actifs les plus
intéressants. Ce sont des antioxydants. Ils pourraient contenir 1’épicatéchine, molécule, tres

abondante dans les aubépines.

Une étude phytochimique de l'extraits aqueux et méthanolique a été réalisée et a
révélé la présence de substances actives telles que les flavonoides, les tanins et les
saponosides, qui pourrait étre a 1’origine de I’effet régénératif de la plante et donc 1'origine de

I'effet antidiabétique observé.

L’analyse des différents extraits du Crataegus azarolus L. par HPLC a révélé la
présence de quelques composés phénoliques dans les extraits tels que dans D’extrait
méthanolique : la rutine et I’acide caféique sont présents, dans 1’extrait aqueux la présence de

’acide caféique.

Le criblage préliminaire des extraits le pouvoir piégeur du DPPH dans les extraits
(Age et Met) les extraits de teneur considérable et élevée en composés phénoliques.

Effectivement, le test au DPPH réveéle que ces deux extraits sont les plus actifs

Le extrait aqueux  des feuillets de C.azarolus entrainent ont un effet une chute
importante de la glycémie apré un temps court et Une baisse reguliére et rétablissement du

poids corporel a la dose 150 mg /kg .



L'étude histologique au niveau des pancréas des rats diabétiques a montré que la plante
aux de dose 150 mg /kg a exerce une restauration des flots de Langerhans lésés par I'effet de

I’alloxane.cette dose a un effet correcteur du diabete.

Une étude phytochimique parallele de I'extrait a été réalisée et a révéle la présence de
substances actives telles que les flavonoides, les tanins et les saponosides, qui pourrait étre a

I'origine de I'effet antidiabétique observé.

L'activité antioxydante de ces extraits végétaux et leur régle potentielle dans
I'élimination des radicaux concordaient avec leur utilisation potentielle en tant qu'agents

antidiabétiques.

A partir de notre recherche en peut concluant que les feuilles du Crataegus azarolus L
étudiées représentent une source importante de substance et de composés naturels bioactifs

antioxydantes et antidiabétiques.
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