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Résumeé

Le diabete a une incidence élevée dans le monde entier, qui se caractérise généralement par un
trouble métabolique trés complexe, C'est pourquoi cette recherche aujourd'hui des options
permettant d'atténuer I'nyperglycémie. Le but de la présente étude était de déterminer I'effet
hypoglycémiant de I'extrait aqueux des parties aériennes d 'A#riplex halimus. L « guettaf » chez
des rats femelles rendues diabétiques par la sterptozotocine, ainsi que de réaliser quelques
activités biologiques (antioxidante, anti-inflammatoire et cicatrisante).

En effet, des paramétres hématologiques, biochimiques et I’étude histologique des reins et des
foies ont été évalués a la fin de ’expérience. Le dépistage phytochimique des extraits a révélé
la présence des flavonoides, des tanins, des saponines, des mucilages, des glycosides et des
protéines, ainsi que l'absence d’alcaloides, de quinones, de coumarines, de terpénoides et
d’anthraquinones combinées. L’analyse chromatographique par HPLC-UV de [Dextrait
méthanolique et aqueux d’A.halimus L a mis en évidence la présence de 10 composés
phénoliques (03 acides phénols et 07 flavonoides). L'analyse quantitative, basée sur des
mesures photométriques, montrant des concentrations en flavonoides de 01,26 + 0,06 etde 0,84
+ 0,01 mg EQ/g d'extrait pour les extraits méthanoliques et aqueux respectivement, ainsi que
des concentrations en polyphénols totaux de 05,24 + 0,07 et de 1,09 + 0,08 mg EAG/g d'extrait.
L'évaluation de l'activité antioxydante in vitro a l'aide des tests de DPPH et de ’ABTS pour les
extraits aqueux et méthanoliques de |’4.halimus, montre que I'extrait aqueux a révélé un effet
antioxydant plus puissant que I’extrait mathanolique. L’administration orale d’extrait aqueux
de I’Atriplex halimus a la dose de 5000 mg/kg aux rats et souris n’induit aucun signe de toxicité
aigué ou de mortalité au cours des 14 jours d’observation. Les résultats de I’activité
antidiabétique realisée in vivo montrent que le traitement avec l'extrait aqueux d'Atriplex
halimus L induit une réductionsignificative dela glycémie chez les rats des groupes D100 (dose
100 mg/kg) et D200 (dose 200 mg/kg) par rapport au groupe diabétique et protége les rats contre
les complications diabétiques, ces résultats ont été confirmés par I'examen histologique des
tissus du pancréas qui indique une amélioration des ilots de Langerhans de rats traités avec cet
extrait de plante. De plus, I’activité anti-inflammatoire a été évaluée a l'aide d'un modéle
d'cedéme plantaire induit chez la souris par la carragénine, et il a été constaté que I'extrait aqueux
d'Atriplex halimus présente une activité anti-inflammatoire intéressante a une dose de 100
mg/kg. Enfin, I’activité cicatrisante a été évaluée dans un modele de plaie par excision circulaire
expérimentale chez le rat. Les résultats ont montré que I'extrait d'Atriplex halimus, sous forme

de creme appelée "ATRIPLUS", avait un effet significatif sur la cicatrisation des plaies. Les



résultats obtenus confirment que I'extrait aqueux de parties aériennes d'Atriplex halimus’
présente un potentiel prometteur pour les activités biologiques étudiées. Ces résultats
démontrent clairement I'efficacité de cette plante dans diverses applications.

Mots-clés : L’Atriplex halimus, anti-hyperglycémiante, Toxicité, extrait aqueux, anti-

inflammatoire, cicatrisante.



Abstract

Diabetes has a high incidence worldwide, which is generally characterized by a very complex
metabolic disorder, that is why this research explores today options to mitigate hyperglycemia
The aim of the present study was to determine the antidiabetic effect of the aqueous extract of
the aerial parts of Atriplex halimus. L "guettaf" in rats returned diabetic by stz, and to avaluate
some biological activities (toxicity test, antioxidant, anti-inflammatory and healing) of this
plant with different doses. Hematological, biochemical parameters and histological study of the
kidneys and livers were evaluated at the end of the experiment. Phytochemical screening of the
extracts revealed the presence of flavonoids, tannins, saponins, mucilages, glycosides and
proteins, as well as the absence of alkaloids, quinones, coumarins, terpenoids and combined
anthraquinones. Chromatographic analysis by HPLC-UV of the methanolic and aqueous extract
of A.halimus L revealed the presence of 10 phenolic compounds (03 phenolic acids and 07
flavonoids). The quantitative analysis, based on photometric measurements, show that
flavonoid concentrations was 01.26 =+ 0.06 and 0.84 = 0.01 mg EQ/g of extract for the
methanolic and aqueous extracts respectively, as well as total polyphenol concentrations was
05.24 + 0.07 and 1.09 £ 0.08 mg EAG/g of extract. The evaluation of antioxidant activity using
DPPH test and ABTS test for aqueous and methanolic extracts of A.halimus show that the
aqueous extract revealed a more potent antioxidant effect than the methanolic extract. Oral
administration of aqueous extract of Atriplex halimus at a dose of 5000 mg/kg to rats and mice
did not induce any signs of acute toxicity or mortality during the 14 days of observation. The
results of the antidiabetic activity carried out in vivo show that treatment with the aqueous
extract of Atriplex halimus L presents a significant reduction in blood sugar levels in rats in
groups D100 (dose 100 mg/kg) and D200 (dose 200 mg/kg) compared to the diabetic group and
protects the rats from diabetic complications, these results were confirmed by the histological
examination of pancreatic tissues which indicates an improvement in the islets of Langerhans
of the rat treated with this plant extract. Furthermore, the anti-inflammatory activity was
evaluated using a carrageenan-induced plantar edema model in mice, and it was found that the
aqueous extract of our plant exhibits interesting anti-inflammatory activity at a dose of 100
mg/kg. Finally, the healing activity was evaluated in an experimental circular excision wound
model in rats. The results show that Atriplex halimus extract, in the form of an ointment called
"ATRIPLUS", had a significant wound healing effect.



The results obtained confirm that the aqueous extract of aerial parts of Atriplex halimus.L

presents promising potential for the biological activities studied. These results clearly
demonstrate the effectiveness of this extract in various applications.

Keywords : Atriplex halimus.L, anti-hyperglycemia, Toxicity, agqueous extract, anti-
inflammatory, healing.
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Introduction



l. Introduction

Le diabete sucré est défini comme un trouble du métabolisme des glucides, des lipides et des
protéines, caractérisé principalement par une hyperglycémie chronique (Hamza et al., 2019;
Zanotto et al., 2019). De plus, il a été démontré que I'hyperglycémie peut endommager
considérablement les vaisseaux sanguins, déclenchant le développement d'une maladie
vasculaire athérosclérose, en particulier au niveau dela rétine (rétinopathie diabétique), du ceeur
(maladie coronarienne), des reins (néphropathie diabétique), des membres inférieurs (maladie
vasculaire périphérique), et potentiellement également affecter nerfs périphériques (neuropathie
diabétique) (Organisation mondiale de la Santé, 2016).

Actuellement, le diabéte est un probléeme auquel il faut accorder une grande importance au
niveau social, puisqu'il est présent dans le monde entier, il est possible de souligner qu'il s'agit
de I'un destroubles métaboliques les plus importants causant desdéceés dans le monde (Shehata
et al., 2017), et on estime qu’en moyenne 7 millions de personnes sont décédées des suites de
complications liées au diabete en 2021 (Saeedi et al., 2019). De plus, actuellement 537 millions
de personnes souffrent de diabéte, la majorité vivant dans des pays a revenu faible ou
intermédiaire, et 1,6 million de déces sont directement attribués au diabéte chaque année.

Le nombre decas et la prévalence dudiabete ont augmenté régulierement au cours desdernieres
décennies (Organisation mondiale de la Santé, 2016). La prévalence du diabéte (pourcentage
de la population agée de 20 a 79 ans) en Algérie était de 6,7 % en 2019, selon Collection
bancaire d’indicateurs de développement (World Bank, 2020).

Il existe deux principaux types de diabéte sucré : Le diabéte insulinodépendant ou diabete de
type I, les cellules béta pancréatiques produisent trés peu ou pas d'insuline en raison d'une
réaction auto-immune qui les détruit partiellement ou complétement, et on sait qu'elle n'affecte
que 10 % des populations diabétiques. Le diabéte non insulinodépendant ou type Il est un
trouble métabolique non insulinodépendant, caractérisé par une hyperglycémie chronique.
Cette maladie survient généralement chez les personnes &agées et touche davantage les
personnes obéses ou en surpoids (ADA, 2009).

Au cours dela derniére décennie, la phytothérapie est devenue plus importante, ayant un impact
a la fois sur la santé et sur le commerce international. Le retour au produit naturel est
indispensable car il serait moins toxique et tout aussi efficace (Missoun et al., 2018). L'Algérie
a un climat diversifié et une vaste situation géographique, ce qui en fait un trésor de plantes
médicinales. De plus, le commerce des plantes est trés facile et bon marché. En outre, de

nombreuses personnes souhaitent avoir plus d'autonomie dans leurs soins médicaux en Algérie.



De nombreuses études ethnobotaniques menées sur l'utilisation des plantes médicinales dans le
traitement du diabete en Algérie (Hamza et al., 2019).

Ces études identifient 171 plantes réparties en 58 familles, la plupart de ces plantes ont été
utilisées par des patients diabétiques et ceux-ci ne connaissent pas leur toxicité, et ce sans
aucune étude pharmacologique expérimentale. C'est pour cette raison gue nous avons choisi
pour notre etude I'Atriplex halimus L.

Atriplex halimus L est un halophyte. L'arbuste appartient a la famille des Chénopodiacées et est
largement répandu en Europe et en Afrique du Nord, y compris au Sahara en Algérie, elle est
communément appelée « Guettaf » en médecine traditionnelle la plante entiére est utilisée en
infusion ou en décoction pour le traitement de différentes maladies, les rhumatismes, cystite et
la lithiase urinaire, 1’anémie, le diabéte , les maladies cardiaques et les affections thoraciques
(Chikhi etal., 2014; Nedjimi et al., 2013; Slama etal., 2020; D. Walker & Lutts, 2014) Certaines
études pharmacologiques confirment [l'utilisation en médecine traditionnelle, les extraits
éthanoliques, méthanoliques et aqueux qui présentent des activités antimicrobienne,
anticancéreux, antidiabétique et anti-hémolytique (Al-Senosy et al., 2018; Chaouche et al.,
2021; Chikhi et al., 2014; Yahia et al., 2023). L'analyse HPLC de I'extrait d'acétate d'éthyle a
indiqué que la plante contenait duflavonol, de la flavanone et des glycosides de flavone (Chikhi
et al., 2014) ainsi que la présence de myricétine, de quercétine, de glycosides d'isorhamnétine,
d'acides phénoliques simples et d'esters (Clauser et al., 2013). Cependant, il existe peu d'études
sur les activités phytochimiques et pharmacologiques d'A.halimus L, notamment en Algérie.
Par conséquent, cette étude se concentre sur l'effet antidiabétique des parties aériennes
d'Atriplex halimus L collectées dans la région de Bechar sur les rats Wistar. Pour ce faire, Le
rapport de recherche était organisé comme suit :

Une Partie théorique. Cette section présente les données génerales sur le diabete et la
physiopathologie et relate les différents traitements.

Une Partie expérimentale. Cette section présentera les objectifs, la méthodologie utilisée, qui
repose sur deux volets :

Le premier volet : porté sur des analyses phytochimiques qualitatives ainsi que la détermination
des teneurs en composés phénoliques dans les extraits des parties aériennes de 1’Atriplex
halimus. De plus, des analyses chromatographiques du profil phénolique par HPLC-UV ainsi
que des dosages des éléments minéraux par 1’absorption atomique ont été réalisées.

Le deuxiéme volet a été consacré a tester la toxicité aigué de la plante chez les rats et souris et
a évaluer des activités pharmaco-biologiques : antioxydant in vitro et antidiabétique, anti-
inflammatoire, cicatrisante, in vivo. Des analyses statistiques, biochimiques et des examens

histologiques ont soutenu cette partie d'étude, quia été enrichie par des discussions instructives.
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Enfin, une conclusion et des recommandations de recherche ont également été formulées afin

de poursuivre I'étude de ces extraits et d'explorer de nouvelles applications potentielles.



Partie 1 : Revue bibliographique



Chapitre | : Diabete et physiopathologie



Revue bibliographique Chapitre I: Diabéte et physiopathologie

1. Diabete et physiopathologie
.1 Généralité sur le diabete
Le diabéte sucré est une maladie métabolique complexe caractérisée par une hyperglycémie
chronique (taux ¢élevé de glucose sanguin), résultant d’une anomalie de la sécrétion d'insuline,
de l'action de l'insuline ou des deux ensembles, qui conduit a un déséquilibre dans le

métabolisme des glucides, des protéines et des lipides (Maritim et al., 2003).

Environ 422 millions de personnes dans le monde souffriront dediabéte en 2020, la majorité
vivant dans des pays a revenu faible ou intermédiaire, et 1,6 million de décés sont
directement attribués au diabéte chaque année. Le nombre de cas et la prévalence du diabete
ont augmenté réguliérement au cours des dernieres décennies (OMS, 2020). La prévalence
du diabete (% de la population agée de 20 a 79 ans) en Algérie était de 6,7 % en 2019, selon

la collection d’indicateurs de développement de la Banque mondiale (BM, 2020).

1.1.1 Types de diabéte

.L1.1.1 Diabete de type 1

Le diabete de type 1 ou diabéte insulinodépendant est une affection auto-immune se
manifeste par la dégradation des cellules B des ilots de Langerhans du pancréas, ce qui
entraine une insuffisance en insuline et finalement une augmentation du taux de sucre dans
le sang (Asmat et al., 2016; Ozougwu, 2013), Compose enivrent 5 a 10% des cas de diabéte
(Banday et al., 2020).

L’apparition du diabéte type 1 est causée par la destruction de la majorité des cellules  du
pancréas et par leur dysfonctionnement. Cela est d a une inflammation locale résultant de
Iinfiltration des Tlots par des divers événements moléculaires immunitaire (lymphocytes
TCD4 et TCD8 cytotoxiques.) (Atkinson et al., 2019 ; Reis et al., 2000).

.1.1.2  Diabéte type 2

Le diabéte detype 2 ou non insulinodépendant (DNID) est un trouble métabolique chronique
qui affecte habituellement les adultes agés de plus de 40 ans et qui présente 95 % des cas de
diabete. Ce type de pathologie est caractérisé par une altération de la sécrétion d’insuline par
les cellules béta pancréatiques et une diminution de la sensibilité a I’insuline au niveau des
tissus cible (foie, muscle ou tissus adipeux) et une régulation altérée de la production
hépatique de glucose qui conduit finalement a une défaillance des cellules B des Tlots de
Langerhans. (Defronzo, 1997; Halim & Halim, 2019) .En effet, Cette pathologie est trés
souvent associé a des multiples défauts génétiques et a des certaines facteurs
environnementaux tels que ’obésité, le vieillissement, l'inactivité physique (Risérus et al.,

2009).
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1.1.1.3  Diabéte gestationnel

Le diabéte gestationnel ou diabete de grossesse est une anomalie métabolique définie par
un ¢état de ’apparition d’intolérance du glucose, qui affecte certaines femmes durant la
période de grossesse, et qui touche environ 17 % des femmes gestante dans le monde
(Behboudi-Gandevani et al., 2019).11 se Caractérise par une hyperglycémie chronique
pendant la gestation résultante d'une altération de la capacité des cellules béta a maintenir
une normo glycémie en raison d'une résistance globale a I'insuline et d'une demande accrue
d'insuline, d’ou par la suite un dysfonctionnement des cellules  pancréatique (Selvakumar
et al., 2018) D’ailleurs, (Kenna et al., 2016; Pirson et al., 2016) ont indiqué que La
pathogenése/étiologie de ce type de diabéte (DG) est similaire a celle du diabéte de type 2.
En effet, les femmes ayant un diabete gestationnel ont un risque plus élevé de développer un
DT2 (Bellamy et al., 2009). Le diabéte gestationnel est peut induire descomplications graves
pendant la grossesse et a ’accouchement (David et al., 2019; Schaefer-Graf et al., 2018).
1.1.1.4  Autres types de diabétes sucrés

Ces types de diabetes sont des formes pathologiques secondaires a une autre maladie tels
que les maladies endocriniennes (syndrome de Cushing, hyperthyroidie, etc.), pancréatiques
(pancréatite, pancréatectomie, etc.), Infections virales (, cytomégalovirus, etc.). Parmi ces
diabetes, on retrouve le diabéte monogénique qui est causé par des mutations génétiques,
impliqués dans I’identité et la fonction des cellules P pancréatiques. Ces types de diabete
comprennent le diabéte néonatal, qui survient peu de temps apres la naissance, et le diabéte
MODY (diabéte de la maturité chez les jeunes), qui survient avant I'age de 25 ans (Firdous
et al., 2018).

.1.2 Physiopathologie du diabete

Les conséquences physiologiques du diabéte sucré sont liées a des anomalies fonctionnelles
au niveau des cellules B, du foie, des muscles ou des tissus adipeux, qui peuvent entrainer
des troubles de I’homéostasie du glucose (Defronzo, 1997).

La diminution de I’insuline ou de résistance a I’insuline dans I’organisme conduit a une
diminution de I’absorption du glucose dans les tissus périphériques, ce qui entraine une
hyperglycémie  extracellulaire et hypoglycémie intracellulaire.  L’hyperglycémie
extracellulaire entraine un coma hyperglycémique et une diérese osmotique), tandis que
L’hypoglycémie intracellulaire provoque la glycogénése qui méne au catabolisme des
graisses (causant l’acidocétose diabétique) et diminue la synthése des protéines et des
gammaglobulines (provoquant la cachexie, la polyphagie et la cicatrisation des plaies
(Asmat et al., 2016; Ozougwu, 2013) ( Figure 1).
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Figure :1 Physiopathologie du diabéte sucré (Asmat et al., 2016).

Dans le diabéte sucré de type 1, il y a une insuffisance de la production d'insuline causée par la
destruction auto-immune des cellules béta pancréatiques, entrainant des anomalies
métaboliques associées au diabéte (DID) (Ozougwu, 2013).

Le diabéte sucré non insulinodépendant (DNID) présente deux mécanismes fondamentaux dans
sa génération, la résistance des tissus périphériques a I'insuline (I’insulinorésistance) et
l'incapacité du pancréas a produire de l'insuline (insulinopénie); ces deux caractéristiques sont
liées a une intolérance au glucose (Defronzo, 1987).

1.1.2.1  L’insulino-résistance

La résistance périphérique a I'insuline est caractérisée par une diminution de la réponse
biologique a I’action de I’hormone, ce qui conditionne le bindme hyperglycémie et hyper
insulinémie (Gonzélez, 2012). En outre, La conséquence physiologique de la résistance a
I’insuline qui se produit pendant le jetine est I’absence d’inhibition de la synthése hépatique du
glucose, la principale cause de ’hyperglycémie a jeun. A 1’état postprandial, I’hyperglycémie
est due au fait que le glucose n’est pas correctement absorbé par les tissus insulinodépendants
(muscle et tissu adipeux, en particulier) (Monnier, 2010 ; Gutiérrez-Rodelo et al., 2015).
.L1.2.1.1 Au niveau du tissu adipeux

En conséquence de la résistance insulinique, les cellules adipeuses entrainent une

augmentation des lipolyses et donc une hyperproduction d’acides gras libres, ce qui inhibe
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la cascade d’action de I'insuline et bloquent leur effet dans tout I’organisme en stimulant la
synthése de cytokines pro-inflammatoires (Monnier, 2010 ; Nozaki et al., 2020).

1.1.2.1.2 Au niveau du foie

La résistance hépatique a I’insuline résulte del’incapacité de I’hyperinsulinémie a supprimer
la production de glucose (la gluconéogenése), ce qui entraine une hyperglycémie a jeun et
une diminution du stockage du glucose dans le foie apreés le repas (Nozaki et al., 2020).
1.1.2.1.3 Au niveau du muscle

De méme, L’apparition de la résistance a I’insuline musculaire, est associée a une
accumulation des lipides dans le muscle squelettique, qui inhibent 1’action des enzymes

impliquées dans I'utilisation du glucose (Nozaki et al., 2020) .

1.L1.2.1.4 Au niveau du pancréas

L’accumulation des acides gras au niveau des cellules béta pancréatiques provoquent une
lipotoxicité, ce qui entraine une hyperglycémie et une résistance a I’insuline (Halbron et al.,
2013).

.L1.2.2  Trouble de la sécrétion d'insuline pancréatique

Une certaine production d’insuline endogéne est maintenue, mais la quantité sécrétée est
inférieure a celle sécrétée par les individus normaux ayant la méme concentration de glucose
dans le plasma. Le défaut de sécrétion d’insuline est lié a I’intensité de ’hyperglycémie a

jeun et est plus évident aprés I’ingestion de glucides (F. Wang et al., 2001).

1.1.2.3  Complication du diabéte

(Askarishahi et al., 2019 ; Viigimaa et al., 2020) Ont indiqué que si le diabéte n’est pas
controlé a long terme, I’hyperglycémie provoque des complications aigues (métaboliques)
et chroniques (systématiques), qui sont responsables d’une morbidité considérable et d’une

surmortalité chez les diabétiques (Tousoulis et al., 2013) (Figure 2).

1.1.2.3.1 Complications aigués métaboliques

Ils’agit de complications a court terme, notamment I’hypoglycémie, I’acidocétose et le coma
hyperosmolaire non cétonique.

1.1.2.3.2 Les complications chroniques

Microvasculaires et macrovasculaires qui affectent presque toutes les parties du corps telles
que la prise de poids, la neuropathie, la néphropathie, rétinopathie et artériosclérose. (Asmat
et al., 2016 ; Duckworth et al., 2001).
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Figure : 2 Complications du diabéte sucré (Tousoulis et al., 2013).

.L1.2.4  Physiopathologie du stress oxydatif

De nos jours, des preuves expérimentales ont été rapportées qui soutiennent le réle du stress
oxydatifs dans la physiopathologie de diverses complications diabétiques (Ighodaro, 2018).
Il a été démontré que le diabéte sucré induise une cascade des réactions biochimiques qui
impliquent dans la genése du stress oxydatifs par différentes voie métabolique (Figure. 3),
En raison de la production accrue d’espéces réactives d’oxygene (ROS) (Newsholme et al.,
2007) . Cependant, desconcentrations élevées deradicaux libres conduisenta des processus
délétéres qui peuvent altérer les structures cellulaires en raison du stress oxydatif (Tucker &
Palmer, 2011). En effet, L’induction du stress oxydatif peut se produire par de nombreux
mécanismes y compris : 'oxydation du glucose, une glycation non enzymatique des
protéines et la formation de produits avancés de glycation (AGE), la voie des polyols,
augmentation du flux de voie de I’hexosamine une peroxydation lipidique, I’inhibition de
Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase (GADPH), NADPH oxydase (Nicotinamide
Adenine Dinucleotide Phosphate) (Magnani & Mattevi, 2019; Maritim et al., 2003;
Panigrahy et al., 2017).
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Figure 3:Les mécanismes potentiels par lesquels le diabéte augmente le stress oxydatif
(Poblete-Aro et al., 2018).

m oie des polyols I

.1.3 L’inflammation et diabéte

1.1.3.1  Généralités sur Pinflammation

L’inflammation est un processus physiologique complexe de défense de ’organisme contre
différentesagressions endogénes ou exogenes qui entraine une altération tissulaire (Medzhitov,
2008). Selon Virshette et ces collaborateurs, 2019 I'inflammation se caractériser par cinq
symptomes cliniques fondamentaux : douleur, chaleur, rougeur et gonflement et la perte de
fonction, causés par l'accumulation de leucocytes, de protéines plasmatiques et de dérivés
sanguins dans les tissus extravasculaires ou se produit une lésion (Hannoodee & Nasuruddin,
s.d, 2020).

L'apparition des symptomes caractéristiques des phases du processus est provoquée par la
libération de médiateurs chimiques par les cellules endothéliales, les mastocytes, les
macrophages, les leucocytes et les plaquettes (Germolec et al., 2018; C. Liu et al., 2017)
(Figure 4).
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Figure 4: Schéma des principaux médiateurs de I'inflammation (Germolec et al., 2018; C. Liu
et al., 2017)

Parmi les principaux médiateurs préformes de l'inflammation, on peut citer diversité de
molécules : Les acides aminés modifiés tels que I’histamine et la sérotonine, qui sont
immediatement libérées par les granules cytoplasmiques en réponse au stimulus nocif.
Quelques minutes plus tard, des médiateurs lipidiques tels que les prostaglandines (PG), les
leucotriénes (LT) et le facteur d'activation plaquettaire (PAF) peuvent se former, tandis que des
meédiateurs protéiques (cytokines telles que les interleukines (I'lL-6, I'IL-1, I'IL-2) et le facteur
de nécrose tumorale alpha TNF a, I'IFN-y et le facteur de croissance transformant (TGF)-B)

sont synthétisés (Germolec et al., 2018; C. Liu et al., 2017) .

Selon les mécanismes qui entrent en jeu lors dudéveloppement del’inflammation, on distingue
trois phases : aigué, subaigué et chronique. Dans la phase aigué, il y a une augmentation de la
perméabilité capillaire et une vasodilatation locale, tandis que dans la phase subaigué, une
infiltration de leucocytes et de cellules phagocytaires se produit. En revanche, Dans
l'inflammation chronique, les caractéristiques les plus importantes sont : un infiltrat cellulaire
composé de macrophages, de lymphocytes et de plasmocytes, une destruction tissulaire
importante, la formation de tissu fibreux et une angiogenese (prolifération de petits vaisseaux
sanguins) qui prévaut sur I'exsudat liquide (Kumar et al., 2010; Wakefield & Kumar, 2003).
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1.1.3.2  Physiopathologie de ’inflammation

L’inflammation est un processus physiologique complexe de défense de I’organisme contre
une agression externe ou interne qui entraine une altération tissulaire (De Smet, 2017). Ce
processus devient bénéfique pour notre systéme de défense lorsqu’elle est contrdlée.
(Rubinow & Rubinow, 2017) , ont montré que, les réponses inflammatoires non contrdlées
peuvent impliquer dansnombreux troubles humains, y compris les affections neurologiques,
cardiovasculaires, rénales, hépatiques ; deplus, de nombreuses complications pathologiques
associées au diabete sont compatibles avec I’inflammation.

Au cours du diabete, des concentrations élevées en glucose favorisent la production et la
libération locales de cytokines et de chimiokines et des molécules d’adhésiondesleucocytes.
Ces facteurs comprennent l'interleukine-1p (IL-1B), le facteur de nécrose tumorale (TNF),
le CC-chimiokine ligand 2 (CCL2), le CCL3 et le CXC-chimiokine ligand 8 (CXCLS),
L'activation du facteur nucléaire kappa-B NF-xB. De plus, la production d'antagonistes des
récepteurs de I'lL-1 (IL-1RA) par les cellules 3 a également diminué. En conséquence, des
cellules immunitaires seront recrutées et contribuent a I'inflammation locale et systémique
des tissus (Rubinow & Rubinow, 2017; Stark & Massberg, 2021) (Figure 5).
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Figure 5: Développement de l'inflammation dans le diabéte de type sucre (Donath &
Shoelson, 2011)
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1.1.3.3  Médicaments utilisés contre I'inflammation

1.1.3.3.1 Anti-inflammatoires stéroidiens

Dans le traitement de I'inflammation, les anti-inflammatoires stéroidiens ou glucocorticoides,
dont la référence est I'hydrocortisone, sont les plus puissants ; ils agissent par divers moyens :
ils diminuent le nombre et l'activation des éosinophiles, diminuent la prolifération des
lymphocytes T, diminuent le nombre de monocytes (cellules présentatrices d'antigenes) , les
cellules dendritiques, les mastocytes et autres cellules inflammatoires, et induisent donc une
diminution de la production de cytokines et de médiateurs pro-inflammatoires. Ces effets sont
produits par divers mécanismes, dont la synthese des protéines (Bruton & bertram, 2015). Les
glucocorticoides ont un puissant effet anti-inflammatoire local en raison de leur solubilité
lipidique (Cosio et al.,, 2005). Ce groupe de meédicaments comprend, entre autres, la
dexaméthasone, la prednisone, la cortisone (figure. 6).

Dexameéthasone (a) Prednisone (b) cortisone (c)

Figure 6 : Structures chimiques des anti-inflammatoires stéroidiens (AlS) (Capra et al., 2019)

1.1.3.3.2 Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les medicaments dits anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont actuellement les plus
utilisés dans le monde. Ces traitements incluent des nombreuses molécules telles que I’aspirine
et I'indometacine, le diclofenac, I’ibuprofene (Katsinelos, 2019) (Figure. 6), qui ont des effets
antalgiques, antipyrétiques (contre la fiévre) et, a doses plus élevées, effetsanti-inflammatoires.
Ils agissent sur diverses enzymes qui participent aux réactions de synthése des prostaglandines
a partir de I'acide arachidonique (AA) en inhibant les activités de la cyclooxygénase 1 (cox-1)
présente dans divers tissus et de la cyclooxygénase 2 (cox-2) présente dans les tissus lésés. Les
AINS exercent leur activité anti-inflammatoire en inhibant la COX-2 au niveau du site de
l'inflammation. Mais ces médicaments sont également capables d’inhiber la COX-1 dans les
tissus gastro-intestinaux et rénaux, ce qui génére des effets indésirables et peut limiter leur
utilité thérapeutique (Diallo, 2019).
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Figure 7: Structures chimiques des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) (Katsinelos,

2019).

1.1.3.3.3 Plantes médicinales a activité anti-inflammatoire

Les plantes médicinales ayant une activité anti-inflammatoire sont considérées comme une

thérapie alternative, car elles ont démontré une certaine efficacité et présentent moins d'effets

secondaires. Les plantes contiennent de nombreux phytoconstituants aux effets anti-

inflammatoires, antimicrobiens, antiviraux, antioxydants, etc. qui inhibent des enzymes telles

que la cyclooxygénase, la lipoxygénase, les radicaux libres et réduisent le stress oxydatif

(Mohammed et al., 2014). Cette diversité de composés phytochimiques et leurs fonctions

biologiques permettent une activité pharmacothérapeutique renforcée (synergisme) ou réduite.

L’Algérie, avec sa riche biodiversité, abrite de nombreuses plantes utilisées dans la médecine

traditionnelle pour leur potentiel anti-inflammatoire (Hamdi et al., 2018). Le tableau suivant

rapporte quelques plantes médicinales a activité anti-inflammatoire.

Tableau 1: Quelques plantes anti-inflammatoires et leurs utilisations traditionnelles en

Algérie.

Nom scientifique Partie Utilisations traditionnelles | Référence
utilisé et propriétés bibliographique

Argania spinosa L.|Huile extraie | Traitement des maladies de |(Charrouf &

(Argan) des graines | peau, anti-inflammatoire. Guillaume, 2008)

Artemisia herba- | Feuilles Troubles gastro-intestinaux, |(bouzabata, 2013)

alba (Absinthe) anti-inflammatoire

Pistacia lentiscus L |Résine Effets anti-inflammatoires, | (Ferradji, 2011)

(Lentisque) antimicrobiens.

Thymus vulgaris | Feuilles Antibactérien, antifongique, [(Jain & Choudhary,

L(Thym) anti-inflammatoire. 2022)
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I.1.4 Diabéte et cicatrisation des plaies

.L1.4.1  Généralités sur la cicatrisation

La cicatrisation des plaies est un processus de restauration biologique naturel qui utilise la
régénération spontanée des tissus cutanés pour restaurer l'intégrité structurelle de la peau
endommagee ou les remplacent par du collagéne (Gonzalez et al., 2016). La cicatrisation
normale implique une série d'événements biologiques et moléculaires complexes, parfaitement
adaptés a la migration, a la prolifération cellulaire et au dép6t de matrice extracellulaire

nécessaire a la formation d'une nouvelle cicatrice (Barchitta et al., 2019; Kaplani et al., 2018).

1.L1.4.2  Types de cicatrisation des plaies

1.1.4.2.1 Cicatrisation par premiere intention

La cicatrisation par premiére intention est la forme principale de cicatrisation pour les plaies
chirurgicales et les incisions. Ce processus nécessite les conditions suivantes : aucune infection
de la plaie, une hémostase excellente et des bords parfaitement alignés. 1l s'adapte également
au niveau anatomique de la plaie lors de la suture (Lozano-Platonoff et al., 2020).

1.1.4.2.2 Cicatrisation par seconde intention

Ce processus se produit progressivement grace a la formation d'un tissu de granulation bien
défini, ce qui entraine une cicatrice longue et semblable a une cicatrice. Cela se produit
géneralement lorsque certains éléments manquent ou lorsque les bords de la plaie sont difficiles
a voir, ou encore en cas d'infection de la plaie (Lozano-Platonoff et al., 2020).

1.1.4.2.3 Cicatrisation par troisiéme intention

Ce terme est utilisé lorsque les deux cotés de la plaie se rejoignent lors de la deuxieme phase
de la granulation (Eming et al., 2014; Sen et al., 2009).

1.1.4.2.4 Fermeture des plaies d'épaisseur partielle

Les blessures qui affectent les couches de la peau (épiderme et papilles) guérissent par
épithélialisation. Les cellules épithéliales des glandes sébacées et des follicules pileux se
divisent et migrent pour recouvrir la plaie. Cela entraine moins de formation de collagene et de

rétrécissement de la plaie (Lozano-Platonoff et al., 2020).

1.1.4.3  Description des processus fondamentaux de la cicatrisation

La cicatrisation des plaies est un processus de restauration biologique naturel qui utilise la
régénération spontanée des tissus cutanés pour restaurer l'intégrité structurelle de la peau
endommagée ou les remplacent par du collagéne (Amatu et al., 2023). La cicatrisation
normale impliqgue une série d'événements biologiques et moléculaires complexes,
parfaitement adaptés a la migration, a la prolifération cellulaire et au dépdt de matrice

extracellulaire nécessaire a la formation d'une nouvelle cicatrice (Barchitta et al., 2019;
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Kaplani et al., 2018). Selon la littérature consultée, les phases d'homéostasie et
d'inflammation peuvent étre considérées comme une seule phase ou divisées en deux, suivies
duprocessus de prolifération, et encore les phases de maturation et de remodelage présentées

en une ou deux phases distinctes (Belachew etal., 2020; Deng et al., 2021; Nourian Dehkordi
et al., 2019) (Figure 8 et 9).

Inflammation Proliferation Remodelage
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Figure 8 : Ordre séquentiel des principales étapes du processus de cicatrisation des plaies :

hémostase, inflammation, prolifération et remodelage adaptée d’apres (Enoch et al.,
2006).

1.1.4.3.1 La phase d’homéostasie

Des mecanismes de vasoconstriction et de coagulation sont activés par la formation du
bouchon plaquettaire dans la plaie pour réduire la perte de sang et prévenir ’entrée
potentielle d’agents pathogénes externes dans ’organisme. Les plaquettes libérent une
grande quantité de facteurs de croissance pour le recrutement cellulaire et ainsi commence
le processus de cicatrisation (Tottoli et al., 2020).

1.1.4.3.2 La phase d’inflammation
Ensuite, La phase d’inflammation se produit rapidement de I’agression de la blessure jusqu’au

quatriéme au sixiéme jour, les neutrophiles sont activés en premier, puis les macrophages qui
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orchestrent le processus de desinfection et de neutralisation des agents pathogénes, en
entrainant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires qui influencent la migration des
fibroblastes et des cellules épithéliales et endothéliales (Mathew-Steiner et al., 2021). Les
macrophages joueraient un réle essentiel dans la cicatrisation des plaies, car ils aident a éliminer
les neutrophiles et donc a stopper les états d’inflammation prolongés (Belachew et al., 2020).
L’inflammation est donc essentielle pour éviter I'infection et faciliter le début dela prolifération
des fibroblastes qui synthétisent le collagene, mais si elle se prolonge, elle peut entrainer des
Iésions tissulaires ; pour cette raison, la réduction de I'inflammation constitue un objectif
thérapeutique pertinent (Fernandez Morillo, 2023). La résolution de I’inflammation est un
processus actif piloté par des réponses pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-8, et TNFa) et anti-
inflammatoires (IL- 10, IL-4, 1L-13 et TGFp) équilibrées (Hajjaj et al., 2017). Les phases
d’hémostase et d’inflammation s’achévent généralement dans les 72 premiéres heures (L. Wang
et al., 2018).

1.1.4.3.3 La phase proliférative

Latroisieme étape du processus de cicatrisation, caractérisée par la prolifération et la migration
des kératinocytes vers le cceur de la 1ésion, cette phase de prolifération se développe plus ou
moins entre le quatrieme et le quatorzieme jour, basée sur la synthese de nouveaux tissus
(épithélialisation), de nouveaux vaisseaux sanguins (angiogenese) et la construction de la
matrice tissulaire a travers la synthése de collagéne extensible et résistant produit par les
fibroblastes (L. Wang et al., 2018), ces étapes ne sont pas successives, mais se déroulent plutét
simultanément. (Tottoli et al., 2020). Plusieurs types de cytokines et de facteurs de croissance
(par exemple, la famille des facteurs transformants B, les interleukines et les facteurs
d'angiogenese) sont responsables de la médiation de ce processus (Janis & Harrison, 2016; L.
Wang et al., 2018).

Le caillot précédemment formé sera remplacé par une matrice extracellulaire formée de
protéoglycanes, d'acide hyaluronique, de collagéne et d'élastine (L. Wang et al., 2018).
L'épithélialisation commence au bord de la plaie par les kératinocytes et les cellules souches
épidermiques (du derme folliculaire et desappendices dermiques), qui migrent vers la surface,
se divisent et se différencient pour former une couche externe protectrice (Flegg et al., 2020;
Karppinen et al., 2019; Potteret al., 2019). De plus, ces cellules ont pour fonction de phagocyter
les matieres indésirables (Flegg et al., 2020).

L'angiogenese implique la formation d'un nouvel endothélium a paroi mince par migration de
cellules endothéliales a partir de capillaires adjacents (Flegg et al., 2020; Potter et al., 2019).

Dans cette phase, les fibroblastes sont des cellules cruciales, puisqu’ils sont responsables de la
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production d’¢lastines et de l’organisation de la matrice extracellulaire pour former une

cicatrice immature (Janis & Harrison, 2016; Potter et al., 2019).

1.1.4.3.4 La phase de remodelage

Enfin, la phase de remodelage : le remodelage de la cicatrice se prolonge entre le huitieme jour
et Pannée aprés le traumatisme. A ce stade, tous les processus activés par la lésion sont réduits
et arrétés, tandis que les cellules activées subiront une apoptose. Au cours de ce processus,
différentes cellules (fibroblastes et cellules endothéliales) sécretent de la métallopeptidase
matricielle pour remodeler et renforcer les tissus préalablement réparés (Belachew et al., 2020).
Initialement, les fibroblastes se multiplient et augmentent la production de collagéne par cellule
(Janis & Harrison, 2016). Ce collagene initial sera plus fin et ses fibres auront un trajet parallele
a la peau, contrairement a la disposition habituelle en forme de panier (Janis & Harrison, 2016).
De plus, la taille des fibres augmente avec le temps (Karppinen et al., 2019). Dans cette phase,
les cellules entrées en phase inflammatoire quittent ou subissent une apoptose et le tissu
endothelial en exces subit une régression (Potter et al., 2019). Dans les phases finales, les
fibroblastes, une fois qu'ils ont déposés suffisamment de collagene, se différencient en
myofibroblastes (L. Wang et al., 2018). Ceux-ci agissent en contractant et en minimisant la
taille de la surface de la plaie (L. Wang et al., 2018). Les myofibroblastes expriment 1’actine
des muscles lisses alpha, ce qui leur permet de se contracter (L. Wang et al., 2018).0On pense
qu’ils contribuent également au processus de guérison de I’angiogenese en diminuant I’activité
de la métalloprotéinase matricielle (L. Wang et al., 2018). La cicatrice mature, obtenue environ
trois mois apres le traumatisme, présente environ 80 % de la résistance a la traction d'une peau
non lesée (Potter et al., 2019; L. Wang et al., 2018). La force de la cicatrice est déterminée par
la qualité et la quantité de collagéne (Potter et al., 2019; L. Wang et al., 2018). D’un point de
vue clinique, cela pourrait étre considéré comme la phase la plus importante detout le processus

de réparation.

17



Revue bibliographique Chapitre I: Diabéte et physiopathologie

Keératinocytes

% B ' Dﬁ’&]ﬁ- plaquettesv

-
» W Fibroblaste
.
-

#

%C v m@%é Microphages
ot yﬂ - Neutrophiles
-
-

A
D

43 600

Microphages
Myofibroblastes

Hémostasie
Prolifération

B
C

Inflammation

%. iia

-

Remodelage

Figure 9: Représentation schématique du processus de cicatrisation des plaies avec des
cellules impliquées dans chaque phase (Tottoli et al., 2020).

.1.4.4  Mécanismes physiopathologiques impliqués dans la cicatrisation des plaies aux
cours de diabete

(Hanefeld et al., 2013; Tramunt, 2018), Ont indiqué que, I’hyperglycémie chronique peut
étre responsable d’un retard de cicatrisation et de la formation de plaies diabétiques.
L’artériopathie et la neuropathie sont des complications secondaires liées au diabéte. Cette
complication est caractérisée par divers mécanismes physiopathologique qui sont associée
par des dommages progressifs des fonctions cellulaires endothéliales et kératinocytes, et les
fibroblastes (Berlanga-Acosta et al., 2013; Terashi et al., 2005).

Plus précisément, les changements vasculaires affectent la réduction de I'apport sanguin a la
zone blessee, ce qui influence l'arrivée des nutriments dans cette zone et cela a un impact négatif
important sur la récupération des tissus et affecte directement la vitesse de réparation et la
capacité de prévenir des complications comme Infections des plaies (Guo & DiPietro, 2010).
Dans la premiere phase de la cicatrisation, I'hnypoxie, résultant de I'occlusion des vaisseaux
sanguins qui se produisent dans la zone lésée, provoque une détérioration du fonctionnement
des neutrophiles et des macrophages qui compromet les phénomenes de phagocytose. En
revanche, il y a une réduction de I’expression des peptides antimicrobiens et contribue donc a

la propagation rapide de ’infection (Burgess et al., 2021).

Ces événements suppriment la formation du tissu de granulation et, au contraire, aggravent la
réinfection de la plaie. En méme temps, il se produit une augmentation de l'activité de I'enzyme

protéase, ce qui provoque des lésions locales ou un cedéme par destruction de la nouvelle tissue
18
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matrice extracellulaire. De méme, le stade de prolifération est affecté en raison de l'altération
de certaines cytokines (messagers chimiques) comme le facteur de nécrose tumorale alpha
(TNFa), ainsi que de la réduction de facteurs favorisant la prolifération tels que le (facteur

dérivé des plaquettes).

Dans ces conditions d'hypoxie influencées par des troubles d'hyperglycémie, il n'y a pas de
formation de nouveaux vaisseaux sanguins fournissant du sang oxygéné, la réponse
angiogénique se détériore et les fibroblastes ne peuvent pas produire de collagene, ce qui
implique une cicatrisation altérée (Guo & DiPietro, 2010). Certaines études ont montré que les
plaies diabétiques chroniques ont des niveaux plus élevés des produits de glycation avancés
d’AGE (Advance Glycation Endproducts), et qui finit par production accrue de radicaux libres
ROS (Reactive Oxygen Species). En effet, la formation d’AGE induit aussi des altérations
directes sur les neurones sensitifs, en diminuant la sécrétion des neuropeptides (SP et le CGRP),
ce qui a un effet sur la perturbation du processus de contraction de la plaie en augmentant le
temps de réponse inflammatoire et en endommageant la matrice extracellulaire. En outre, la
production duROS participant a I’altération des fonctions cellulaires décrite précédemment par
L’augmentation des cytokines pro-inflammatoires. Transforming growth factor-beta 1 (TGF-
B1), responsable de la cicatrisation cutanée, et son expression est réduite dans les plaies
diabétiques, L’ensemble de ces éléments converge vers ’altération de la formation du tissu de

granulation (Deng et al., 2021) (Figure. 10).
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Figure 10: Différents mécanismes physiopathologique impliqués dans I’altération du

processus de cicatrisation des plaies diabétiques (Y. Liu et al., 2021).
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1.1.45 Médicaments utilisés dans la cicatrisation

Les medicaments utilisés dans la cicatrisation peuvent étre classés en plusieurs catégories en
fonction de leurs mécanismes d'action. Voici quelques-uns des médicaments les plus
couramment utilisés dans ce contexte :

Les médicaments topiques sont directement appliqués sur la zone blessée (Shaw & Mitchell,
1983). IIs peuvent prendre la forme de cremes, de gels, de pommades ou de pansements qui
contiennent des substances actives favorisant la cicatrisation, dans le traitement des plaies,
certains médicaments couramment utilisés incluent :

Madécassol (Hydrocotyle) : une spécialité pharmaceutique a base de plantes (Centella
asiatica), prescrite pour le traitement des ulcérations cutanées.

Bepanthéne® creme et pommade, recommandées pour apaiser les irritations cutanées.
Biafine®, indiquée pour soulager les brilures superficielles non infectées. (Sanford, 2022).
Les medicaments oraux sont ingérés par voie buccale et agissent de l'intérieur du corps pour
favoriser la cicatrisation. lls peuvent inclure des analgésiques pour soulager la douleur, des
antibiotiques pour prévenir les infections. (amikacine, bacitracine, chloramphénicol,
clindamycine, gentamicine, nitrofurazone et polymyxine B) (Abdulkhaleq et al., 2018;
Niederstatter et al., 2021) De plus, des médicaments anti-inflammatoires, tels que les anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) et les corticostéroides, sont également utilisés pour
stopper les séquelles inflammatoires de la plaie (Anderson & Hamm, 2012), des suppléments
nutritionnels pour soutenir la réparation tissulaire (Palmieri et al., 2019) ou des traitements
specifiques pour stimuler la production de collagene et accélérer le processus de la cicatrisation
(Suet al., 2010).

1.1.45.1 Plantes médicinales a activité cicatrisante

Les plantes médicinales et leurs métabolites offrent une source diversifiee de composés
considérés comme des agents thérapeutiques et des alternatives pour le développement de
médicaments cicatrisante. En Algérie, en 2019, Ounaissia et ces collaborateurs ont documenté
21 especes de plantes medicinales a activité cicatrisante appartenant a 15 familles. Au sein de
ces familles, se trouvent les Anacardiaceae , Apiaceae , Asteraceae , Euphorbiaceae , Fagaceae
, Iridaceae , Lamiaceae , Oleaceae , Papilionaceae , Pinaceae , Rhamnaceae , Rosaceae ,
Rubiaceae , Rutaceae , Solanaceae et Zingiberaceae. Plus précisement, il existe un rapport sur
Pistacia lentiscus L. (Dharw), Rubus ulmifolius Schott(Alaieg), Olea europaea L (zitoune),
Teucrium polium L (Khiyata), Lens culinaris Medik (Aadess) (Ounaissia et al., 2019).
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1. Les traitements médicamenteux du diabéte

Les médicaments antidiabétiques visent a contrbler I'hyperglycémie et a soulager les
symptomes du diabéte tels que la polyurie, la polydipsie, la polyphagie, 1’amaigrissement
(Idelman & Verdetti, 2000). Leur action est de réduire la glycémie ; ils sont indiqués lorsque le
patient n'a pas pu réduire son taux de glucose malgré l'adoption d'une alimentation adaptée, la

pratique d'uneactivité physique et la diminution desfacteurs derisque (alcoolisme, tabagisme).

1.1 L’Insulinothérapie

Le choix du traitement dépend du type de diabéte. Pour le diabéte de type I, lI'insuline est le seul
traitement de choix ; l'insuline injectée agit de la méme maniére que l'insuline endogéne.
(Missoun et al., 2018).

11.L1.1 Les types d’insuline

L'insuline, un polypeptide produit et sécrété par les cellules béta du pancréas, est une hormone
essentielle a la croissance somatique etau développement moteur ; il joue un réle tres important
dans la régulation du métabolisme des glucides, des graisses et des protéines. Elle est
synthétisée a partir d’une préhormone de 81 résidus d’acides aminés appelée pro-insuline
(Morales, 2007).

11.L1.1.1 Action rapide :

Il commence a faire effet 15 minutes apres I’injection, a son effet maximum en une heure et est
efficace pendant deux a quatre heures. 11 s’agit de : insuline glulisine (Apidra), insuline lispro
(Humalog) et insuline asparte (NovoLog) (Morales, 2007; Sola et al., 2006).

11.1.1.2  Action réguliére ou courte :

Atteint généralement la circulation sanguine 30 minutes apres l'injection, a son effet maximum
deux a trois heures apres l'injection et est efficace pendant environ trois a six heures.il s’agit de
- Humuline R, NovolineR (Sola et al., 2006).

1.1.1.3 Action intermédiaire :

Atteint généralement la circulation sanguine environ deux a quatre heures apres l'injection, a
son effet maximum quatre a douze heures apres l'injection etest efficace pendant environ douze
a dix-huit heures. Il s’agit de: NPH (Humulin N, Novolin N) (Danne et al., 2015; Sola et al.,
2006).

11.L1.1.4 Action prolongée,

Il atteint généralement le sang plusieurs heures apreés l'injection et tend a maintenir la glycémie
a un niveau bas pendant une période de 24 heures. Il s’agit de: insuline détémir (levemir) et

insuline glargine (lantus) (Buysschaert & Bergman, 2011).
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L'insuline a 3 caractéristiques :

Le délai d'apparition : Il s'agit du temps qui s'écoule avant que l'insuline atteigne le sang et
commence a abaisser le taux de glucose (Halbron et al., 2013).

Le pic d’action : ou action maximale, c'est lorsque I'insuline a une puissance maximale en ce
qui concerne la réduction de la glycémie (Halbron et al., 2013).

La Durée d’action : c'est le temps pendant lequel I'insuline continue a réduire le taux de glucose
(Halbron et al., 2013).

En ce qui concerne le diabéte de type 2, le guide Algérienne de bonne pratique en diabétologie
recommande de commencer par modifier les habitudes de vie saines (alimentation et exercice
physique), puis de commencer un traitement pharmacologique avec des agents antidiabétiques
oraux.

Le médicament de premiére intention est la metformine. Si I'nyperglycémie ne peut pas étre
controlée par la metformine en monothérapie, associer la metformine a un inhibiteur de la
DPP4 ou a un inhibiteur du SGLT-2 ou a une sulfonylurée, et si elle n'est pas contrélée, un
troisieme agent peut étre ajouté comme agoniste durécepteur GLP1, I'utilisation del'insuline
est recommandée comme dernier traitement aprés I’échec dela polythérapie orale (Ministére
de la Santé, de la Population, et de la Réforme Hospitaliere, 2015). Ces médicaments
stimulent le pancréas pour produire plus d’insuline, diminuer I’absorption du glucose, aider

a réduire les besoins en insuline par le corps ou réduire la gluconéogenese par le foie
(Missoun et al., 2018).

11.1.2 Les antidiabétiques oraux

1.1.2.1 Types de médicaments pour traiter le diabéte type 2

Les antidiabétiques oraux constituent un groupe hétérogene de médicaments caractérisés par
une diminution de la glycémie aprés administration orale, remplissant cet objectif par des
mécanismes pancréatiques (les sulfonylurées et les analogues des méglitinides) et/ou
extrapancréatiques (les biguanides, les thiazolidinediones et les inhibiteurs de 1’a glucosidase)
(Scheen, 2015). Chacune de ces familles posseéde un mécanisme d'action différent lié a la

physiopathologie du DT2 (Figure 11).
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Figure 11: Différents mécanismes d'action des antidiabétiques oraux. Schématisation des
différents groupes de familles de médicaments pour traiter le diabete sucré
modifiée et adapté de (Scheen, 2015).

11.L1.2.1.1 Les biguanides

Sont des dérives de la guanidine, classés comme insulinomimétiques, car ils agissent en
activant la voie de I'adénosine monophosphate protéine kinase (AMPK), produisant une
augmentation de la sensibilité a l'insuline dans les hépatocytes, ou ils diminuent la
gluconéogenése et la glycogénolyse et favorisent la translocation des transporteurs de
glucose tels que GLUT-4 dans les tissus comme les adipocytes et les muscles squelettiques
(Jarald et al., 2008; Viollet et al., 2014).

Parmi cette catégorie de traitement, on retrouve la métformine qui est considérée comme un
insulinosensibilisateurs impliquant dans la voie de signalisation de I’insuline (Di Magno et
al., 2022; Rehani etal., 2019) Ses effetssecondaires les plus courants sont gastro-intestinaux,
tels que nausées, vomissements et diarrhée (Bailey, 2017) (Figure. 12).
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Figure 12: Structure moléculaire de la metformine (Bailey, 2017)

Ces antidiabétiques oraux devenant ainsi I'un des medicaments les plus efficaces sur le plan
métabolique en monothérapie. Par conséquent, ils sont non seulement efficaces dans le
traitement du diabete de type 2, mais peuvent également étre efficaces dans le traitement du
diabéte de type 1 en association avec une insulinothérapie (Gomez et al., 2002; Y. Liu et al.,
2020).

11.1.2.1.2 Les sulfamides

hypoglycémiques, ou sulfonylurées, stimulent la sécrétion d’insuline par les cellules béta
pancréatiques les insensibilisant a I’action du glucose (Daniele et al., 2015). Plus
precisément, les Sulfonylurées réduisent I'entrée du potassium dans la cellule en bloquant
les récepteurs des canaux potassiques ATP-dépendants (K+ ATP), ce qui produit une
dépolarisation membranaire, stimule I'entrée du calcium a travers la tension des canaux
calciques ATP-dépendants (CCDV) augmentant les concentrations intracellulaires de
calcium, qui a son tour induit la sécrétion d’insuline, c’est pourquoi on les appelle également
sécrétagogues de I’insuline (Daniele et al., 2015). Certains des médicaments de ce groupe
sont le glibenclamide ou le tolbutamide, etc (Bailey, 2017; Bdsenberg & Van Zyl, 2008)
(Figure 13).
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Figure 13: Structure chimique de quatre sulfamides hypoglycémiants ; le glibenclamide (a),

gliclazide (b), glipizide (c), et le tolbutamide (d) (fernandes et al., 2012 ; Rohilla et
Sharma., 2023).

11.1.2.1.3 Meglitinides

Sont des glinides non-sulfonylurées qui agissent en stimulant la sécrétion d’insuline par des
cellules R-pancréatiques (sécrétagogue) avec le méme mécanisme d’action que les
sulfonylurées hypoglycémiques (inhibition des canaux potassiques des cellules R-
pancréatiques). Certains des médicaments de ce groupe sont le répaglinide et la nateglinide
(Rehani et al., 2019) (Figure. 14).
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Figure 14: Structure chimique de la répaglinide (a) et la nateglinide (b) (Prasanthi et al.,
2016).

11.1.2.1.4 Thiazolidinediones (glitazones)
Sont des agonistes des récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes (PPAR), qui

augmentent la sensibilité a I'insuline et I'absorption du glucose dans les tissus tels que les

26



Revue bibliographique Chapitre 1l: Les traitements médicamenteux du diabéte

hépatocytes et inhibent ainsi la sécrétion de la protéine résistante (Inzucchi et al., 2012).
Certains médicaments de ce groupe sont la rosiglitazone et la pioglitazone (Dowarah &
Singh, 2020) (Figure. 15).
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Figure 15: Structure chimiques de la roziglitazone (a) et de la pioglitazone (b)
(Dowarah & Singh, 2020).

11.1.2.1.5 Inhibiteurs de I'a-glucosidase

Les alpha-glucosidases sont des enzymes présentes principalement dans les microvillosités
intestinales et qui hydrolysent compétitives nécessaires pour hydrolyser les oligo- et les
polysaccharides en monosaccharides pour permettre leur absorption. Les a-glucosidases
inhibent D’absorption des glucides, réduisant I’hyperglycémie et I’hyperinsulinémie
postprandiale (Missoun et al., 2018; White, 2018). Les médicaments de ce groupe
pharmacologique sont l'acarbose, le miglitol et le voglibose (Rehani et al., 2019)
(Figure 16).
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Figure 16:Structure chimiques de l'acarbose (a), le miglitol (b) et le voglibose (c)
(Dirir et al., 2022).
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11.1.2.1.6 Inhibiteurs de la dipeptidyl peptidase 4

L’enzyme dipeptidyl peptidase 4 (DPP4) est responsable de la dégradation et de I'inactivation
du polypeptide insulinotropie glucose-dépendant (GIP) et du glucagon-like peptide (GLP-1),
qui sont des sécrétagogues de Il'insuline. Ils augmentent l'action des incrétines, des hormones
qui stimulent la libération d'insuline et diminuent la production de glucose par le foie (Aschner
et al., 2016).

De plus, l'inhibition de cette enzyme diminue la dégradation de GIP et GLP, qui se traduit par
une augmentation de la sensibilité des cellules béta et alpha pancréatiques au glucose
conduisant a une stimulation de la sécrétion d’insuline et a I’inhibition de la sécrétion de

glucagon uniquement en présence d’une hyperglycémie (Green et al., 2006; Sebokova et al.,
2007).

Certains méedicaments appartenant a ce groupe sont : la sitagliptine, la vildagliptine et la
linagliptine (Neumiller, 2009) (Figure 17).
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Figure 17:Structure chimique de la sitagliptine (a), la vildagliptine (b) et la linagliptine (c)
(Arulmozhiraja et al., 2016).
11.1.2.1.7 Agonistes des récepteurs GLP-1 (GLP-1)

11.1.1.1.1.1 Analogues du Glucagon-like peptide 1 (GLP-1)
Le Glucagon-like peptide 1 (GLP-1) est un peptide (et une hormone) gastro-intestinal qui
stimule la formation et la libération d'insuline par les ilots [B-pancréatiques lors de la

consommation alimentaire par voie orale. Certains médicaments appartenant a cette famille
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sont I'exénatide, le lixisénatide et le liraglutide ; il convient de noter que ces medicaments

sont administrés uniquement par voie parentérale (Neumiller, 2009; Rehani et al., 2019).

11.1.2.1.8 Inhibiteurs du cotransporteur sodium-glucose 2 (SGLT2)

SGLT2 préviennent la réabsorption du glucose dans le tube contourné proximal en inhibant
ces transporteurs, associés a la réabsorption de pres de 90 % du glucose, augmentant ainsi
son élimination dans les urines. Les médicaments appartenant a cette famille sont la
canagliflozine, l'ipragliflozine, la dapagliflozine et I'empagliflozine (Aschner et al., 2016)
(Figure 18).
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Figure 18: Structure chimique de la canagliflozine (a), la dapagliflozine (b) et
I'empagliflozine (c) (Sharif et al., 2020).

11.1.3 Phytothérapie et diabéte

Aufildesans, les plantes médicinales ont été considérées comme 1’origine ou le point de départ
du développement des médicaments, car elles ont contribué a la découverte de nouvelles
substances bioactives ayant une activité biologique et a la production de phytothérapies, sont a
leur tour la source desmédicaments plus disponible pour la plupart despays et plus économique
(Padavala et al., 2006). Selon les recherches de 'OMS, environ de 80 % de la population
mondiale utilisent les plantes medicinales comme principaux remedes medicaux. D’apres
(Koren & Bentires-Alj, 2015), l'utilisation de la médecine traditionnelle a augmenter ces
dernieres années dans la population générale ainsi que chez les patients atteints de maladies

chroniques comme le diabéte sucré.
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11.L1.3.1 Plantes médicinales a activité hypoglycémiante

Des recherches récentes se concentrent sur I'effet de divers composés naturel sur le contrdle du
diabéte comme les polyphénoles, les flavonoides, la myrcetine la saponine, les alcaloides et les
glucosides de plusieurs plantes médicinales, qui réduisent les niveaux de glycémie, améliorent
Iefficacité des tissus pancréatiques en diminuant I’absorption intestinale du glucose, et
diminuent la résistance a I’insuline (Kooti et al., 2016; Vijaykrishnaraj & Wang, 2021).

Les éléments minéraux d’autres drogues végétales telles que Zn, Na, K, Ca, Mg, Fe, Cu et Mn
pourraient améliorer I’action de ’insuline en activant les sites récepteurs de I’insuline
(Derakhshanian et al., 2017).

Voici une liste de composés antidiabétiques décrite dans les pharmacopées et qui est les plus

couramment utilisée en médecine traditionnelle (Tableau 2).

Tableau 2: Représente une liste de quelques composés antidiabétiques des plantes inscrites

dans les monographies de ’OMS (Governa et al., 2018).

Composant bioactifs Plantes médicinales Références
antidiabétiques

La quercétine et ses glycosides Allium cepa L (Farag et al., 2017)
tétranotriterpénes oxydés Azadirachta indica A (Alzohairy, 2016;

Kumar et al., 2010;
Satyanarayana et al.,

2015)
Les stérols, les triterpénes et les Momordica (Yuwai et al., 1991)
protéines bioactives charantia L
Les tanins et I’huile essentielle Ocimum tenuiflorum (Pattanayak et al.,
(principalement composee L 2010)
d’eugénol, de méthyleugénol, et
- et -caryophylléne)
Les triterpenes saponines Panax ginseng et (Liu et al, 2013;
Panax quinquefolius Wang et al., 2015)
L
Les glycosides iridoides et les Rehmannia glutinosa (C. Liu et al., 2017,
monoterpenes (Gaertn.) DC Matsumoto &
Sekimizu, 2016)
La trigonelline Trigonella  foenum- (WHO, 2007)
graecum L

Les recherches actuelles soutiennent I’efficacité de I’utilisation des plantes médicinales
d’Afrique du nord pour le traitement du diabéte. En Algérie Artemisia herba-alba, Myrtus
communis L, Camellia sinensis, Boswellia sacra flueck, Trigonella foenum-graecum L, sont des

espéces les plus couramment utilisés par des sujets diabétiques (Hamza et al., 2019).
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Il1a été démontré que plusieurs extraits de plantes médicinales modulent les voies métaboliques
telles que la synthése et la libération d’insuline, la synthése et la dégradationde glycogene, ainsi
que le métabolisme et I’absorption desglucides (Bindu Jacob & Narendhirakannan R.T., 2019).
Depuis plusieurs siécles, I'usage de la phytothérapie a permis 1’identification de principes actifs
pouvant étre utilisés pour soigner le diabéte sucré (Fabricant & Farnsworth, 2001). En effet, La
plante Galega officinalis est a I'origine de la catégorie des biguanides, qui sont des médicaments

antidiabétiques oraux utilisés en premier lieu pour traiter le diabéte de type 2 (Leduc, 2006)

Les études ethnobotaniques rapportent un grand nombre de phytoconstituants qui pourraient
posséder un potentiel antidiabétique, en raison du codt élevé et de la faible disponibilité des
thérapies actuelles. Pour de nombreuses populations rurales et leurs effetssecondaires minimes.
Ainsi, la gestion du diabéte sans aucun effet secondaire des antidiabétiques oraux reste un défi

majeur. Voici une liste des plantes antidiabétiques les plus couramment utilises en Algerie
(Tableau 3).

Tableau 3: Quelques plantes antidiabétiques et leurs utilisations traditionnelles en Algérie
(Hamza et al., 2019).

Plantes Parties Meéthode de| Références
utilisés préparation

traditionnelle
Atriplex  halimus L | Feuilles Décoction (Aziz, 2012; Telli et al.,
(Elgtaf) Décoction 2016)

Infusion
Nerium oleander L.|Feuilles Décoction (Aziz, 2012; Hammiche &
(Defla) Maiza, 2006)
Anvillea radiata Coss.| Parties Infusion Hammiche et Maiza, 2006 ;
&  Durieu  (noogd | aériennes Chehma et Djebar, 2008)
I’hoor)
Artemisia  herba-alba | Parties Poudre, décoction Hamza et al., 2009 ; Azzi et
Asso Chih aériennes al., 2012)
Artemisia absinthium L. | Parties Infusion (Boudjelal et al., 2013)
(Chadjret meriem) aeriennes
Lepidium sativum L.|Grains Décoction (Aziz, 2012; Telli et al,
(Hab errachad) 2016)
Capparis spinosa L. | Feuilles Décoction Hammiche et Maiza,
(Kabar) 2006)
Citrullus colocynthis L | Fruits Fraiche fruit (Allali et al., 2014)
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Trigonella foenum- | Graines Décoction, maceération (Allali et al., 2014; Bouasla

graecum L.(Helba) & Bouasla, 2017)

Ajuga iva L. Schreb.| Fleure Décoction (Boudjelal et al., 2013)

(Chendgoura)

Marrubium vulgare L.|Parties Poudre, infusion, | (Hamza et al., 2009;

(Meriouat) aériennes | décoction Boudjelal et al., 2013)

Rosmarinus officinalis | Parties Décoction, infusion (Azzi et al., 2012 ; Telli et

L. Iklil) aériennes al., 2016)

Salvia officinalis  L.| Parties Infusion (Boudjelal et al., 2013)

(Siwak elnabi) aériennes

Laurus nobilis L.(Rand) | Feuilles Infusion (Aziz, 2012; Boudjelal etal.,
2013)

Eucalyptus globulus | Feuilles Décoction (Azzietal., 2012 ; Adouane,

Labill.( Kalitous) 2015)

Peganum harmala L. | Graines Décoction (Hammiche et Maiza,

(Harmal) 2006)

Olea  europaea L.|Feuilles Décoction (Allali et al, 2008;

(zitoune) Boudjelal et al., 2013)

Globularia alypum L.| Parties Décoction (Hammiche et Maiza, 2006 ;

(Tasselgha) aeriennes Boudjelal et al., 2013)

Zygophyllum album | Parties Décoction (Chehma & Réda Dijebar,

L.f.(Agga) aériennes 2008)
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IIl.  Propriétés botaniques de ’Atriplex halimus. L

L Atriplex est un genre halophyte arbustif vivace appartenant a la famille des chénopodiacées ;
qui comprend environ 417 espéces dans le bassin méditerranéen (Le Houerou, 1992). Elles sont
largement distribuées en Europe et en Afrique du Nord, y compris le Sahara en Algérie. 11s'agit
d'une variété qui supporte bien la sécheresse et qui pousse dans des milieux arides et semi-
arides, avec une plage de precipitations annuelle allante de 180 a 600 mm. (Flowers et al.,
1977). En outre, (Grenet, 1997), ont également constaté que ’espéce d’Atriplex halimus est
utilisée fondamentalement comme une plante fourragere et pour la lutte contre Iérosion en
fixant les particules du sol (Le Houérou, 2000). Cette espéce a fait I’objet de nombreuses études
récentes dans le monde, en explorant ses propriétés biologiques telles que I’antilithiase
(Nedjimi et al., 2013), I’anti- stérilité chez la femelle, I’antitumorale, 1’anti-inflammation ainsi
que dans le traitement du diabéte (Chikhi et al., 2014), en raison de leurs richesses en

composants bioactives.

1.1 Classification botanique d’Atriplex halimus L

Selon (Quezel & Santa, 1962 & Dupont et Guignard, 2007), la systématique de I’Atriplex
halimus est la suivante :

Tableau 4: Classification botanique d 'Atriplex halimus. L (Quezel & Santa, 1962 & Dupont et
Guignard, 2007).

Régne Plantae
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Apétales

Ordre Centrospermales
Famille Chénopodiacees
Genre Atriplex

Espéce Atriplex halimus. L
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Les noms vernaculaires donnés a la plante sont les suivants : en Algérie est connue par le nom

Gettaf (legtaf), Chennane au Maroc (Aboura et al., 2006). Appeler aussi pourpier mer ou

arroche maritime dans la langue francaise (Picard, 1982).

I11.1.1 Descriptions morphologiques d’Atriplex halimus. L

Atriplex halimus est un arbuste halophile de 100 a 300 centimétres de hauteur, tres ramifié et

formant des touffes pouvant s'étendre sur une surface de 1 a 3 metres de diamétre. Cette plante

se distingue par la présence de tiges, de feuilles et de fleurs (Queézel et Santa, 1962) (Tableau

).

Tableau 5: Description morphologiques d’A. halimus.L (Quézel et Santa, 1962).

Partie de la plante

Descriptions

Références

Les racines

Le systéme racinaire est constitué d'une
racine principale ayant une profondeur de 50
a 90 cm, accompagnée de quelques racines
secondaires de méme longueur, ou parfois
plus longues, qui émettent plusieurs racines

tertiaires fines et courtes deés leur sortie.

(Benrebiha,
2003).

Les tiges sont érigées, robustes, ligneuses,
trés rameuses et terminées par des grappes

allongees.

(Quezel et
Santa, 1962).

Les feuilles sont disposées en alternance,
avec despétioles courts mais distincts, et sont
plus ou moins charnues et brillantes. Elles
sont également couvertes de poils
veésiculaires ou trichomes contenant une
grande quantité de sels. Elles mesurent de 2 a
5 c¢cm de longue et sont généralement deux
fois plus longs que les larges, allongés ou

ovales.

(Quezel et
Santa, 1962)
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Sont généralement minuscules et Jaunatres, | (Aganga et al.,

- . . 2003)
en epis allongés formant une panicule

terminale nue ou un peu feuillée a la base

Les graines ont une couleur brun foncé et ont | (Berri, 2008)
un diamétre d'environ 2 mm. Elles ont un
aspect terne et sont entourées d'un péricarpe
membraneux. 1l sagit d'une plante qui
épanouit et donne des fruits d’avril a

novembre.

Sont des akénes secs. |ls sont enfermés dans
des bractées charnues, épaisses et (Ozenda, 1992)
membraneuses qui sont tuberculées et
concrescentes. Elles se présentent sous une
forme de baie ovale de couleur verte jaunatre
au début, puis ils deviennent rouge orangé ou
pourpres. La taille des fruits est extrémement

variable et leur poids peut varier de quelques

grammes a 200 g, bien que généralement, ils

pésent entre 30 et 60g.

111.1.2 Localisation et répartition géographique d’A.halimus

D’aprés (Houerou, 1992; Quezel & Santa, 1962), I’Atriplex halimus est spontanée dans la
plupart des régions dumonde, cette espece est originaire d'Europe (le sud duPortugal, la France,
le sud et I'est de I'Espagne, I'ltalie, la Grece, Malte) et de certaines régions d'Asie (la Syrie, le
Liban, Jordanie, Arabie Saoudite) et d'Afrique du Nord (Maroc, Algérie, Tunisie, Libye,
Egypte)(D. J. Walker et al., 2014), elle s’installe également dans les zones tempérées,
méditerranéennes et subtropicales (Figure 19). Elle est reconnue par la tolérance au sel, le
pouvoir de la lutte contre la désertification, en tant que fourrage (Houerou, 1992).

35



Etude bibliographique Chapitre 111 : Propriétés botaniques de L’Atriplex halimus. L

En Algérie, I’Atriplex halimus est trés répandu dans les diverses régions arides et semi-arides
(Lotmani & Mesnoua, 2011), y compris Batna, Boussadda, Biskra, Djelfa, Saida, M'sila,
Tébessa, Tiaret) (Pouget, 1980).
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Figure 19: Carte de répartition de I'espéce A. halimus L indiquant les zones ou les plantes se

trouvent spontanément ou naturalisées (Ortiz Dorda, 2015).

111.1.3 La composition chimique de I’Atriplex halimus L

Des recherches phytochimique réalisées sur ’extrait d’Atriplex halimus ont révélé la présence
de métabolites secondaires tels que saponines, desflavonoides, des alcaloides et des stérols, qui
sont distribués dans la partie aérienne de la plante (Ali et al., 2021; Benhammou et al., 2009;
El-Aasr et al., 2016a; Nedjimi et al., 2013).

L’analyse de la HPLC de I’acétate d’éthyle a révélé que la plante contenait du flavonol, de la
flavanone et des glycosides de flavone (Chikhi et al., 2014), ainsi que de la myricetine, de la
quercétine, des glycosides d’isorhamnetin, desacides phénoliques simples et desesters (Clauser

et al., 2013).

D’aprés (Clauser et al., 2013), diverses classes de métabolites secondaires (glycosides
flavonoides) ont été identifiées et isolées principalement chez A. halimus y compris :

36



Etude bibliographique Chapitre 111 : Propriétés botaniques de L’Atriplex halimus. L

e 3',5'-diméthoxymyricetine-3-O-B-D-xylopyranosyl-7-O-fucopyranosyl-(1—3)-p-D-
glucopyranoside,

e 3'-méthoxyquercetine-7-O-p-D-fucopyranosyl-(1—3)-p-d-glucopyranosyl-3-O-f-
xylopyranosyl-(1—4)-p-xylopyranoside,

e 3'-methoxyquercétine-7-o-I-rhamnopyranosyl-3-a-arabinofuranosyl-(1—6)-p-D-
glucopyranoside

e 3'5'-diméthoxymyricetine-7-fucopyranosyl (1—3)-pB-D-glucopyranosid.(a) (Figure
20).

En outre, d’autres flavonoides ont été isolés a partir d ’A. halimus (Ali et al., 2021).

e 3'-O-méthylquercétine-4'-O-p-apiofuranoside-3-O-(6'-O-a-rhamnopyranosyl--
glucopyranoside)

e 3'-O-methylquercetin-4'-O-(5""-O-B-xylo-pyranosyl-p-apiofuranoside)-3-O-(6"-O-a-
rhamnopyranosyl-p-glu-copyranoside),4'-O-methylquercetin-3-O-(6"-O-o-rham-
nopyr-anosyl-B-glucopyranoside

e 5-O-methylquercetin-3-O-(6"-O-a-rhamno pyra-nosyl-B-glucopyranosid (b) (Figure
20).

e 3o-hydroxy-sulfonyloxy-5a, la 6a-époxy-7-megastigmen-9-one (c) (Figure 20)

e 3,4-diméthoxyphényl-1-O-B-D Le -glu-copyranoside (d) (Figure 20)

e 3, 4,5-triméthoxyphényl-1-O-B-D-glucopyranoside (e) (Figure 20)
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Figure 20: Structure chimique de quelques composants isolés d’Atriplex halimus
(Ali et al., 2021).
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Plusieurs composants chimiques de différentes parties de cette espece végétale ont été
enregistrés dans la littérature ; ils sont classés en proteines, fibres, vitamines (B et C) et sels
minéraux (Ca, Na, K, P, MG,) (Nedjimi et al., 2013).

1.2 Divers utilisation d’Atriplex halimus et les domaines d*applications

111.2.1 En médecine traditionnelle

L’utilisation de L Atriplex halimus dansle traitement des maladies est connue depuis des temps,
elle est également utilisée pour traiter les rhumatismes (Walker et al., 2014), cystite et la lithiase
urinaire, (Nedjimi etal., 2013), I’anémie (Mohammedi et al., 2016), le diabéte et les maladies
cardiaques et les affections thoraciques (Chikhi et al., 2014; Slama et al., 2020), en raison de
ses propriétés antioxydants, antibactériennes, antivirales, antidiabétiques, anticancéreuses,

molluscicides et antifongiques. Ces actions pharmacologiques sont associées a la présence de
métabolites bioactifs précieux (Benhammou et al., 2009).

111.2.2 En alimentation

Atriplex halimus il a été considéré comme une espece fourragere, pendant la période seche (été
tardif et automne), dans les prairies semi-arides et les climats méditerranéens secs ( Houérou,
1985) ; il est principalement consommé par les moutons, aussi par les chévres, les bovins, le
gros gibier, les chameaux, les lapins (Cabello, 2002). De plus, ses feuilles étaient marinées en
saumure pour étre consommeées en salade en Europe du Nord (Espagne, Gréce) , Les nomades
touaregs consommaient les jeunes pousses de Guettaf et les tiges bouillies comme nourriture
durant les temps de rareté, et en Algérie consomment les bourgeons cuits et assaisonnés
(Nedjimi et al., 2013).

111.2.3 Autres utilisations

Cette espéce a également des propriétés insecticides de certaines especes qui les rendent aptes
a étre utilisées pour des applications insecticides en agriculture. Aussi, elle est utilisée pour la
foresterie des sols salins, étant tres résistante au stress hydrique, survivant dans les

environnements arides et semi-arides. 1ls sont également utilisés pour fixer les sols sablonneux,
protéger les sols érodés par le vent et améliorer la fertilité et la perméabilité (Cabello, 2002).
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1.3 Les activités biologiques de I’Atriplex halimus. L

111.3.1 Le pouvoir antioxydant de la plante A. halimus

Plusieurs recherches basées sur ’évaluation de ’activité antioxydant de différents extraits de
la plante Atriplex halimus, en raison de sa teneur en composés phénoliques et autres molécules
a haute activité biologique (Benhammou et al., 2009; Chaouche et al., 2021; Khadidja et al.,
2020; Souad et al., 2019). Ces étudesont utilisé diverses méthodes pharmacologiques in vitro
telles que I'ORAC, le FRAP, le TEAC et le DPPH. Aussi, de hombreux travaux semblent
indiquer que I'extrait d'Atriplex halimus posséde des propriétés antioxidantes contre toutes les

lignées cellulaires tumorales testées (Alhamadani et al., 2023; Ali Hasanain Alhamadani et al.,
2022; Al-Senosy et al., 2018; Elbouzidi et al., 2022).

111.3.2 L’activité antibactérienne /antifongique de la plante A. halimus

Le traitement des maladies infectieuses, quelles que soient d'origine bactérienne ou fongique,
reste un probléme de santé publique dans le monde, en raison notamment du nombre croissant
de nouveaux agents pathogenes résistant a plusieurs traitements (Levy & Marshall, 2004). En
médecine traditionnelle, plusieurs recherches ont été rapportées sur ’activité antibactérienne in
vitro de différents extraits de plantes médicinales (El-Aasr et al., 2016b; Hamdi et al., 2018).
Diverses recherches ont également été menees pour évaluer I'efficacité des extraits d’Atriplex
halimus contre plusieurs souches bactériennes pathogenes desdeux types de Gram. Les travaux
menés par (Chaouche et al., 2021, 2021; Ounaissia et al., 2019; Salwa et al., 2011; D. J. Walker
et al., 2014) ont confirmé l'intérét de cette plante en médecine traditionnelle pour le traitement
des infections bactériennes. Cette propriété biologique pourrait étre liée a la présence des
substances antibactériennes sous forme de métabolites secondaires dans la plante et de leurs
parties. D’autre part, 1’étude de souad et ces collaborateurs en 2019, & évaluer le potentiel

antifongique des extraits polyphénoliques de I’A.halimus L contre la croissance de certains
champignons dermatophytes, notamment Candida albicans et tropicalis.

111.3.3 Activité néphroprotectrice d’Atriplex halimus

La capacité protectrice de I'extrait aqueux de feuilles d'Atriplex halimus contre les Iésions
rénales produites par le tétrachlorure de carbone (Slama et al., 2021) et le benzoate de sodium
(Zeghib & Boutlelis, 2019) a été mesurée sur des rats Wistar. Les résultats de ces études ont
montré que I'administration de ’extrait d'Atriplex halimus a réduit la toxicité et a amélioré les

altérations histopathologiques au niveau rénal.
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111.3.4 Activité hépato-protectrice d’Atriplex halimus

En ce qui concerne plus particulierement les feuilles d’Atriplex halimus, 1Vactivité
hépatoprotectrice a eté étudiée apres administration de la fraction aqueuse de I’extrait par voie
orale a des rats Wistar atteints d ’hépatotoxicité induite par le tétrachlorure de carbone (CCl4)
(Slama et al., 2020). Au cours de cette étude, une réduction des enzymes hépatiques ALAT,
ASAT, PA (Alanine aminotransférase, Aspartate aminotransférase et phosphatases alcalines)
et des marqueurs du stress oxydatif (catalases et superoxydes dismutases) a été observée apres

le traitement.

Dans une autre étude menée par Zeghib et ses collegues en 2020, les effets hépato protecteurs
de l'extrait aqueux des parties aériennes d'Atriplex halimus ont été évalués dans le cas d'une
intoxication au benzéne (BZ). Les résultats ont montré une activité hépato protectrice dose-
dépendante de I'Atriplex halimus. Ces données confirment donc la capacité bénéfique de
I'extrait aqueux d'Atriplex halimus dans la réduction des lésions hépatiques causées par le
benzeéne.

111.3.5 L’Activité anti tumorale/anticancéreuse d’Atriplex halimus

Le traitement du cancer reste un probléme a I’heure actuelle, car, bien qu’il existe une large
gamme de médicaments a cette fin, la plupart ont des effets néfastes non durables sur les
thérapies a long terme (Vitettaet al., 1983) a cet effet, plusieurs recherches ont révélé que des
certaines plantes utilisées en médecine traditionnelle dans les pays en développement avaient
des propriétés antitumorales (Abdulridha et al., 2020; D. Liu et al., 2019). L’Atriplex halimus
est considéré parmi les plantes les plus utilisées par la population steppique pour soigner
diverses maladies y compris comme antitumoraux. Cependant, il existe de nombreuses études
de I’activité anticancéreuse in vitro de diverses extraits d Atriplex halimus sur diverses lignées
cellulaires cancéreuses, telles que le cancer du pancréas (Alhamadani et al., 2022), cancer du
sein(Elbouzidi et al., 2022), et cancer du foie (Alhamadani et al., 2023). Les résultats de ses
recherches suggerent que I'extrait d'Atriplex halimus possede des propriétés anticancéreuses et
une forte cytotoxicité contre les cellules cancereuses, ce qui pourrait étre attribué a la présence
des composés phénoliques dans cette plante qui ont des antioxydants puissants (Al-Senosy et
al., 2018).

111.3.6 L’Activité antidiabétiques de I’Atriplex halimus
Diverses recherches ont évalué la capacité antidiabétique de la plante Atriplex halimus et ont
démontré son efficacité hypoglycémiante. Les études menées par (Aharonson et al., 1969), ont

prouvé que l'extrait aqueux et le jus pressé des feuilles de I’A.halimus avaient un effet
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hypoglycémiant chez des rats diabétiques. En outre, une étude récente réalisée par (Metawea &
Shaheen, 2021), a confirmé I'effet hypoglycémiant de la poudre de feuilles d’Atriplex halimus
administrée a des rats albinos alloxans-diabétiques. (Chikhii et al., 2014) ont révélé qu'une
administration orale de I'extrait aqueux de I'A.halimus a une dose de 200 mg/kg entraine une
diminution de la concentration de glucose dans le plasma des rats normaux et diabétiques. De
méme, les résultats obtenus par (Bounouar et al., 2022) ont montré que I'extrait aqueux des
parties aeriennes de I'Atriplex halimus réduit le taux de glucose chez les rats normaux et

diabétiques.
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Partie 2 : Etude expéerimentale



Objectif

Notre travail vise a obtenir des connaissances et un apercu sur les activités biologiques des
constituants bioactifs de la plante médicinale ‘Atriplex halimus’ et 1’évaluation de leur effet

hypoglycémiant et antidiabétique.

Les travaux qui ont fait ’objet de cette these ont été réalisés dans le laboratoire de recherche de
Pharmacognosie & Api-Phytothérapie (LPAP), Université de Mostaganem. L’expérimentation
sur les animaux a été entretenue dans I’animalerie du département de Biologie, 1’analyse par
HPLC a été réalisée au centre de recherche scientifique et technique en analyses physico-
chimiques (CRAPC), Bousmail, Tipaza. Les éléments minéraux ont été analyses dans le
laboratoire de chimie de I'Université de Mostaganem.

Les paramétres biochimiques et hématologiques ont été analysés au niveau du laboratoire
d’analyses médicales de ’'EPH de Mostaganem.

Les expériences rapportees dans ce travail sont realisees comme sulit :

e Une étude phytochimique basée principalement sur une analyse qualitative :
extraction et mise en évidence par les tests préliminaires et HPLC, et ’analyse
quantitative du contenu en composes phénoliques et flavonoides.

e FEtude de latoxicité aigué par voie orale des extraits aqueux de la partie aérienne
de I’Atriplex halimus chez les rats et les souris.

e [ ’¢tude d’activité hypoglycémiante de I’extrait aqueux de la partie aérienne de
I’Atriplex halimus chez des rats sains et des rats femelles rendues diabétiques
par la Streptozotocine.

e Evaluation des propriétes anti-radicalaires in vitro des extraits de 1’A. halimus.

e Evaluation du potentiel anti-inflammatoire de 1’extrait aqueux de la partie
aérienne de /’A.halimus, sur un modele de la patte inflammatoire induite par la
Carragénine ;

e [Evaluation de ’effet cicatrisant d’une créme a base de /’A.halimus dans un
modele de plaie expérimentale chez le rat de souche Wistar.
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AXE 1 : Etude phytochimique



Etude expérimentale

Analyse phytochimique
.1 Matériel végétale

Chapitre I: Analyse phytochimique

Larécolte d’Atriplex halimus a été réalisée le mois de mars 2019 dansla région d’Abdala, située
a 90 km au sud-ouest de la ville de Béchar, Algérie. (Figure 21). Cette plante a été identifiée
par la botaniste SAKKAL F. Z. Un voucher spécimen a été déposé au laboratoire d’écologie

végétale, Es Senia, Université d’Oran, sous le numéro "H.S.02888". La partie aérienne de la

plante a été séchée au laboratoire a I'ombre dans un endroit sec puis broyée en fine poudre a

l'aide d'un broyeur électrique et stockée soigneusement jusqu’a utilisation. (Figure 22).
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Figure 211 : Carte GPS de la zone de prélevement de la plante Atriplex halimus L
(Bachar, Abdala, Algérie) (Google maps, 2019)
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Figure 22: Photographie de la plante utilisee dans notre étude Atriplex halimus L. A : plante
entiere ; B : fruit ; C : feuilles ; D : tiges ; E : poudre

.2 L’examen macroscopique de la plante (Atriplex halimus L.)
Cet examen consiste a observer ’ensemble descritéres dela plante : la morphologie, la couleur,
la saveur.

1.3 Les extractions

1.3.1 Préparation de I’extrait aqueux

L'extraction de la partie aérienne d 'Atriplex halimus, a été réalisée suivant la méthode de (Ben
Ammar et al., 2007), 30 g du matériel végétal broyé ont été décoctionnés dans 500 ml d’eau
distillée pendant 10 min sous agitation magnétique. Apres une période de décantation pendant
15 minutes, le surnageant a éte filtré sur une gaze et ensuite sur papier Wattman (n°3). Le
décocté obtenu a été concentré sous vide a 40 °C au Rotavapor (BUCHI), puis lyophilisé et

stocké a 4°C.

1.3.2 Preparation de I'extrait méthanoliques

L’extrait méthanolique a été préparé par macération. Ainsi, 50 g de poudre de plante
d’A.halimus L ont été homogénéisés dans 500 ml de méthanol : Eau (70 : 30) pendant 72 h sous
agitation magnétique, puis filtrés sur une gaze et ensuite par papier Whatman (n°1). Le macérat
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obtenu a été évaporé a 40°C a ’aide d’un Rotavapor (BUCHI), puis lyophilisé et conservé au

réfrigérateur jusqu’a ce que nécessaire (Belhattab et al., 2004).

1.3.3 Détermination de rendement d’extraction
Le rendement de l'extraction des extraits des parties aériennes de 1’Atriplex halimus a été

exprimé en pourcentage selon 1’équation suivante :

Rendement (%) = Poids de I'extrait sec (g) / Poids de la poudre de la plante (g) x 100

1.3.4 Détermination du taux d’humidité
La teneur en cau des parties aériennes de I’Atriplex halimus a été déterminée par la formule

suivante :

Taux d’humidité (%) = (A- B) /A x 100

Ou ; A : Poids de la plante fraiche (g) B : Poids de la plante séche (g)

1.3.5 Détermination du taux des cendres
La détermination de la teneur des cendres a été mesuré par I’incinération de 100 g des parties
aériennes de la matiére vegétale suivant la méthode de (Martin, 1984). Le pourcentage de taux

de ’échantillon a été obtenu a l'aide de cette équation

Taux (%) = Poids de cendre (g) / Poids de la plante (g) x 100

1.3.6 Screening phytochimique de ’extrait végétale d’Atriplex halimus

1.3.6.1  Analyses qualitatives

Des tests chimiques ont éte effectués sur I'extrait méthanolique et aqueux et sur les échantillons
en poudre en utilisant des procédures standard pour identifier les constituants, comme décrit
par (Ayoola et al., 2008; Harborne, 1980).

1.3.6.1.1 Tanins

5 ml de solution d'extraits aqueux et 1 ml de solution de chlorure ferrique (FeCl3, 1 %) ont été
mélangés. En présence de tanins galliques, il developpe une couleur bleu et vert noir pour les
tanins catécholiques.

1.3.6.1.2 Saponines

Leur présence est déterminée quantitativement par le calcul de l'indice de mousse. 0,5 g de
matériel végétal trempé dans 10 ml d'eau et agité ; une mousse produite persiste pendant une

dizaine de minutes, indigue la présence de saponines.
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1.3.6.1.3 Flavonoides
La poudre de plante a été mélangée avec 2 ml d'HCI, et 1 a 2 gouttes de solution d'hydroxyde
de sodium ont été ajoutées. 11 développe une couleur jaune et il devient incolore en présence

d'acide dilué indiquant la présence de flavonoides.

1.3.6.1.4 Alcaloides

Les alcaloides ont été déterminés par le test des réactifs de Dragendorff en utilisant un extrait
méthanolique.

1.3.6.1.5 Terpénoides

Le test de Salkowski a été réalisé en utilisant I'extrait méthanolique.

1.3.6.1.6 Glycosides

0,5 g d'extrait de poudre de plante a été dissous dans 2,0 ml d'acide acétique glacial avec une
goutte de solution de chlorure ferrique et 1,0 ml de H2 SO4 pur a été ajouté. Un anneau brun
développé a l'interface a indiqué la présence de glycosides.

1.3.6.1.7 Quinones

1 g de poudre de la plante avec 1 ml de HCl a éte mélangé aprés que 5ml de chloroforme a été
ajouté et laissé pendant plusieurs heures. Les extraits sont filtres, dilués a 'ammoniaque (1/2)
puis ajoutés au filtrat. Si I'on observe que la phase aqueuse ne se colore pas cela indique
I'absence de quinones.

1.3.6.1.8 Anthraquinones

0,5 g de poudre de plante a été macéré dans de I'eau. Apres filtration, 1 ml d'ammoniac (10%)
a été ajouté, la présence d'anthraquinones est confirmée par la formation de couleur rose rouge.

1.3.6.1.9 Coumarines

10 ml de I'extrait de la poudre séche avec de I'éther diéthylique a été évapore, 2 ml d'eau ont
été ajoutés a l'extrait. Le mélange obtenu est ensuite réparti dans deux éprouvettes. Dans la
seconde, on ajoute 0,5 ml de NH40H (10 %). Et ensuite observé sous UV. La présence de

coumarines a été indiquée par fluorescence dans le tube.

1.3.6.1.10 Protéines

Les protéines ont été mises en évidence par la méthode de Lowry avec le réactif FolinPhenol
1.3.6.1.11 Mucilages

0,5 g de poudrea été humidifié avec 1 ml d'éthanol (96 %), del'eau distillée a été ajoutée jusqu'a
25 ml, elle a été agitée vigoureusement tous les 10 mins pendant 1 h, puis laissée au repos
pendant 3 h. La présence d'un précipité feuilleté indique la présence de mucilages.
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1.3.6.1.12 L'Analyse par chromatographie liquide a haute performance (CLHP-UV/DAD)
des composés phénoliques des extraits d’A.halimus L

L'analyse qualitative des extraits méthanoliques et aqueux d’A.halimus L. a été réalisée a I’aide

d’un appareii HPLC YL Agilent 9100 équipé d’un détecteur a ultraviolets (Diode-

ArrayDetection : DAD) selon (Abay et al., 2015).

Les analyses ont été réalisées en phase inverse avec une colonne de type C8, de dimensions

égales a 5 um, 150 x 4,6 mm. La température a été maintenue a 30°C et le volume d’injecteur

choisi était de 20 pl.

Les conditions chromatographiques de I’analyse ainsi que le gradient de solvant appliqué sont

données dans les tableaux suivants (Tableau 6 et 7).

Les extraits ont été préparés par la dissolution 10 mg de chaque extrait avec de I'eau ou de

I'MtOH puis filtrés sur une membrane cellulosique a acétate de 0,45 mem. Le débit de la phase

mobile était de 1,0 ml/min. Le détecteur UV a été réglé aux longueurs d'onde de 254 et de 280

nm. Les composés phénoliques contenus dans I’extrait analysé ont été identifiés par la

comparaison des temps de rétention et des spectres UV obtenus par ceux desstandards (Annexe

let 2).

Tableau 6:Conditions chromatographiques HPLC de I’analyse du composé phénoliques de

différents extraits de la partie aérienne de L Atriplex halimus :

Parameétres Valeurs
Equipement YL 9100 HPLC
Logiciel YL-CLARITY
Boucle d’injection 20pL

Phase Mobile

Longueur d’onde
Débit
Type de colonne

Durée d’analyse

P.A : Eau a 1% AC. Acétique
P.B : Méthanol grade HPLC
254nm/ 280 nm

Iml/min

C8 AGILENT XDB ECLIPSE
260 min

Tableau 7: Gradient d’élution HPLC pour I’analyse des composées phénoliques.

Temps
0

55

60

P.B
5%
95%
5%
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1.3.6.2  Analyses quantitatives
L'analyse quantitative des polyphénols a été effectuée par la méthode de Folin Ciocalteu et celle
des flavonoides par le dosage spectrophotométrique basé sur la formation de complexes

d'aluminium en utilisant des méthodes standard avec des modifications mineures (Harborne,
1998).

1.3.6.2.1 Dosage des polyphénols

Cinguante microlitres d'échantillon ou standard dissous sont mélangés a 3 ml d'eau distillée,
250 ul de réactif Folin-Ciocalteu (10 %) sont ajoutés et agités vigoureusement pendant 10
secondes. On laisse reposer 3 minutes pour que la réaction se produise entre les composes
phénoliques et le réactif. Pendant ce temps, la couleur jaune du réactif de Folin-Ciocalteau
évolue vers une couleur verte ou ocre (selon la quantité de polyphénols dans I'échantillon).
Ensuite, 750 pul de Na2 CO3 (10 %) et 950l d'eau sont ajoutés danscet ordre. Enfin, le mélange
est laissé reposer 120 minutes a I'obscurité et apres ce temps, I'absorbance est mesurée a 765
nm dansun spectrophotometre. Les résultats sont exprimés en équivalents d'acide gallique GAE
(mg d'acide gallique/g d'extrait), en utilisant une ligne d'étalonnage réalisée selon la méme
procédure qu'un étalon d'acide gallique commercial (Wood et al., 2002).

1.3.6.2.2 Dosage des flavonoides
La quantification des flavonoides a été déterminée par la méthode colorimétrique au chlorure
d'aluminium dans I'éthanol absolu & 415 nm.

10 g d'extraits mous ont été prélevés et dilués dans 100 ml d'éthanola 60 %. 10 ml de chlorure
d'aluminium a 2 % dans de I'éthanol absolu ont été ajoutés. 11 a été secoué pour éviter la perte
de la solution et le volume a été complété avec de I'éthanol a 60 %. L'absorbance a été mesurée
a 415 nm (Marinova et al., 2005).

La concentration de flavonoides a été calculée via la courbe d'étalonnage, en utilisant la
quercétine (25- 125 ul) comme étalon. Les résultats ont été exprimés en milligrammes
équivalents de quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g d’extrait).
1.3.6.2.3 Dosage des éléments minéraux
La détermination élémentaire de la partie aérienne de I’A.halimus a été réalisée a ’aide d’un
spectrophotométre d’absorption atomique (AA-7000 SHIMADZU) avec un type de flamme
C2H2-Air. Laminéralisation dela plante étudiée a été faite dansun systéeme fermé par digestion
a l'acide en utilisant un mélange d'acide nitrique et d'acide perchlorique (Kouassi et al., 2013).
Aprés dilution et filtration, les solutions obtenues ont été utilisées pour le dosage des minéraux
tels que Calcium (Ca), Magnésium (Mg), Fer (Fe), Zinc (Zn), Chrome (Cr), et Cuivre (Cu). Les
résultats ont éte exprimés en (ppm) milligramme par grammes de matiere seche a I’aide d’une

courbe d’étalonnage de chaque minéral dosé (Annexe 5).
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1.4 Résultats

.41 L’examen macroscopique de la plante (Atriplex halimus L.)

Atriplex halimus est une plante ligneuse pérenne que I'on trouve dans les zones steppiques et
littorales. Elle peut atteindre une hauteur de 2 métres, mais se présente généralement sous forme
d'un buisson mesurant entre 40 et 100 cm de haut. Son tronc a une circonférence allant de 10 a
30 cm, parfois jusqu'a 70 cm. Dans le tableau 8, on peut observer les différentes caractéristiques

morphologiques de la feuille d'A.halimus.

Tableau 8: différentes Caractéristiques morphologiques des feuilles d’Atriplex halimus.

Parameétres Observations Parametres Observations

Couleur Verte grisatre Formule Simple

Odeur Inodore Forme Ovale

Gout Gout un peu salé Taille 1.5+0.005 x0.96+0.03
mm

Texture Lisse Apex Echancré

Marge Entiere Venation Réticulo

Disposition des Alterne Base de cuneate

feuilles

1.4.2 Analyses phytochimiques

1.42.1  Analyses qualitatives

1.7.2.1.1 Rendement des extraits

L’extraction des feuilles et des tiges de I’Atriplex halimus a donné un rendement de I’ordre de
4,74 g pour ’extrait aqueux et de 9,4 g pour I’extrait méthanolique, ce qui correspond a un
pourcentage de 23,7 %, 31,33% comme illustré dans le tableau 9. Les résultats montrent que le
rendement des extraits méthanoliques de cette plante étudiée est tres important, alors que celui

de I’extrait aqueux est relativement faible.

Tableau 9: Résultats du rendement des extractions de la partie aérienne d’Atriplex halimus L.

Atriplex halimus Couleur Poids sec en gramme Rendement en Pourcentage %
L’extrait aqueux  Marron clair 4,74 23,7
L’extrait Marron foncé 9,4 31,33

méthanolique
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1.7.2.2  Teneur en matiére seche en pourcentage %

La teneur en matiére seche déterminée sur la partie aérienne d ’A.halimus est de 43.20 %.
1.7.2.3  Teneur en cendre

La teneur en cendre déterminée sur la partie aérienne d’A.halimus, prélevée en mars 2019 est
de 10,30 %.

1.7.2.4  Screening phytochimique de ’Atriplex halimus L

Le dépistage phytochimique des extraits des parties aériennes d’Atriplex halimus L a montré
que cette plante contient: des flavonoides, des tanins, des saponines, des mucilages, des
glycosides et des protéines, tandis que I’absence d’alcaloides, de quinones, de coumarines, de
terpénoides et d’anthraquinones combinées (Tableau 10).

Tableau 10: Résultats du dépistage phytochimique de I’Atriplex halimus L.

Classe de composés Nom du test ou réactif

Alcaloides Reéactif Mayer et Dragendorff -
Flavonoides Test Shinoda +
Quinones NAOH + Extract -
Tannins Test Ferric chloride +
Saponines Test Froth +
Coumarines Test Fluorescence -
Triterpénoides Test Salkowski -
Protéines Test acide Trichloroacetique +++
Glycosides Test Legal +++
Anthraquinones combinées Borntrager -
Mucilages Extraits + Alcohol +++

-Absence, +Présence en faible concentration, ++ Présence, +++ Présence en forte
concentration

1.7.2.5 Caractérisation phytochimique par HPLC -UV/DAD
La comparaison des temps de rétention des composés de I’extrait aqueux et I’extrait
méthanolique d’A.halimus. L avec ceux des différents standards a permis de suspecter la
présence de 10 composés phénoliques (Tableau 11) (Figure 23) (Annexe 2).
L’analyse chromatographique de I’extrait méthanolique et aqueux d’A.halimus L a mis en
évidence la présence des composes phenoliques suivant : Flavonols (Quercetine, Myricétine,
Galangine, 5. Hydroxy Flavone), Flavanol (catecheine), Flavanones (Hespertine), acides
phénoliques (I’acide gallique, acide tannique, acide Vannillique) et Alpha-tocophérol. (Figure
23).
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Tableau 11 : Temps de rétention des composés phénoliques standards analysés par HPLC

Standard temps de rétention (min)

01 Acide Tannique 6,637

02 Acide Gallique 10,337
03 ALPHA-TOCOPHEROL 11,427
04 CATECHEINE (flavanol) 17,870
05 Acide Vanillique 24,727
06 hespertine  (flavanone) 30,020
07 Myricétine (flavonol) 33,860
08 Quercétine (flavonol) 5,660

09 Galangine (flavonols) 47,320
10 5. HydroxyFlavone 54,432
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Figure 233 : Profils chromatographiques de la comparaison des temps de rétention des
composés de ’extrait aqueux (A) et I’extrait méthanolique (B) d 'A.halimus avec
ceux des différents standards obtenus par HPLC- UV/DAD enregistrées a 254 et
de 280nm : (1) acide tannique; (2) acide gallique; (3) ALPHA-TOCOPHEROL; (4)
catéchine; (5) acide vanillique; (6) hespertine; (7) Myricétine; (8) quercétine; (9)
Galangine ; (10) 5.Hydroxy Flavone.
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1.7.3  Analyses quantitatives

1.7.3.1 Teneurs en phénols totaux et en flavonoides

Les résultats montrent que les composés poly phénoliques totaux dans les parties aériennes
d’Atriplex halimus L étaient plus élevés dans I’extrait méthanique (5,24+ 0,07 mg de GAE/N
d’extraits) ainsi que dans les flavonoides (1, 26+ 0,06 mg de QE/g d’extraits) que dans ’extrait

aqueux (Tableau 12) (Annexe 3).

Tableau 12 : Teneurs en flavonoides et Compose phénolique total d'extrait aqueux de
I’A.halimus

Echantillons Flavonoides (mg Composé phénolique
gueércetine équivalent/g total (mg Acide Gallique
d’extrait) équivalent/g d’extrait)

Extraits méthanolique 1,266 +0,06 5,24 £0,07

Extraits aqueux 0,848 +0,01 1,092 £0,08

1.7.3.2 Dosage des éléments minéraux par I’absorption atomique de la plante Atriplex
halimus

Les résultats des minéraux présentés dans le tableau 13 révelent que /’Atriplex halimus a une

teneur élevée en calcium (108.84 mg/kg), et quantité modérée de magnésium (2.13 mg/kg), de

fer (2.13 mg /kg), et quantité appréciable de zinc (0.13 mg/kg), de chrome (0.06 mg/kg), et de

cuivre (0.01 mg/kg).

Tableau 13 : Teneurs en minéraux des parties aériennes d'A.halimus L

Echantillon Absorbance Concentration (ppm)
Cr 0.0016 0.0678

Ca 2.0720 108.8443

Cu 0.0076 0.0187

Mg 2.1119 2.1365

Fe 0.7866 6.9881

Zn 0.2178 0.1346
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1.8 Discussion

Au sein de la famille des chénopodiacées, le genre Atriplex halimus, également connu sous le
nom de (guettaf) est une plante utilisée en médecine traditionnelle algérienne, principalement
dans les divers régions arides et semi-arides du pays (Lotmani & Mesnoua, 2011; Pouget,
1980). Cette plante présente un énorme potentiel économique en raison de ses propriétés
culinaires et médicinales (Nedjimi et al., 2013). Elle est utilisée pour traiter divers problémes

médicaux, notamment en raison de ses propriétés anti-inflammatoires et hypoglycémiantes
(Nedjimi et al., 2013 ; Chikhi et al., 2014 ; Walker et al., 2014).

Les métabolites secondaires présents dans les plantes médicinales sont souvent présents en
faibles concentrations, il est donc important d'utiliser des méthodes d'extraction sélectives et

efficaces pour les obtenir (Idris et al., 2020) .

Dans cette étude, les extraits ont été obtenus a l'aide de deux méthodes d'extraction. La
décoction est souvent privilégiée pour extraire les composants des plantes médicinales et est
largement citée dans la littérature (Ahmed et al., 2023). Selon (Wollenweber, 1983), I’extrait
aqueux contient des flavonoides glycosylés et des tannins. De plus, l'extraction a haute
température permet de récupeérer certains composes amphiphiles (Sarker, 2006). L'utilisation
de méthanol comme solvant dans ce processus Vvise a extraire a la fois les composés polaires et
ceux de polarités moyennes et faibles (Smolskaité et al., 2015). L'extrait hydroalcoolique quant
a lui contient des flavonoides, des acides aminés, des terpenes, des cires et des tannins
(Wollenweber, 1983).

D’aprés les taux d’extraction présentes dans cette etude, nous montrent que I’extrait aqueux de
I’A.halimus avec un taux de rendement (23.7%) est moins riche en constituants bioactifs que
I’extrait méthanolique (31.33%). Des recherches réalisées par (Ounaissia et al., 2020) sur
I’extrait méthanolique de la tige d’A.halimus récolté en Biskra, ont noté que cette derniére est
moins riche en composés bioactifs avec un pourcentage de rendement de 6.04%. En outre,
(Slama et al., 2020), ont également apporté des valeurs légérement inférieures du pourcentage
de rendement dans les extraits aqueux et méthanolique des feuilles d’Atriplex halimus L (27.23
%, 23.43 % respectivement).

D’une manic¢re Générale, Les rendements d’extraction de composés phytochimiques peuvent
varie sous l’influence de divers facteurs parmi lesquels le stade de récolte, la méthode
d’extraction, la température et le type des solvants utilisés, les facteurs morphogénétiques
(Conde et al., 2009; Sousa et al., 2008). C’est pourquoi, Il reste difficile de comparer nos
résultats avec ceux trouvés dans la littérature.

La caractérisation phytochimique effectué sur les différents extraits de 1’Atriplex halimus met

en évidence la présence de diverses molécules bioactives notamment ; les flavonoides, tanins,
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saponines, mucilages, glycosides et protéines avec des intensités différentes. La richesse en ces
substances actives confére a la plante des propriétés pharmacologiques qui pourraient justifier
leur efficacité thérapeutique traditionnelle. Ces résultats sont légerement en accords, avec les
travaux de (Gattouche et al., 2020; Hajjaj et al., 2017; Ounaissia et al., 2019) avec Atriplex
halimus L prélevés dans la région désertique de Ouargla au sud et Biskra respectivement en
Algérie.

Cependant, (Benhammou et al., 2009; Chikhi et al., 2014; Gattouche et al., 2020; Zeghib &
Boutlelis, 2019), ont trouvé des alcaloides dans la partie aérienne de la plante.

Les teneurs en polyphénols retrouvés dans I’extrait aqueux et méthanolique de la partie aérienne
de I’Atriplex halimus est de (1.09 mg de GAE/g d’extrait, 5.24 mg de GAE/g d’extrait
respectivement) étaient légerement similaire a celle rapportée par (Benhammou et al., 2009)
qui a trouvé une quantité de phénols totaux de 10,12mg EAG/g MS dans l'extrait méthanolique
de feuilles de I’A.halimus de la région de Béchar collectées en 2008. (Chikhi et al., 2014), ont
¢galement rapporté une faible teneur en polyphénols de 12,47 mg QE/g Ms dans I’extrait
aqueux des feuilles deI’A.halimus de la région de Béchar récolté en mai 2011. Enoutre, (Zeghib
et Boutelils, 2019), ont trouvé des résultats léegerement supérieurs de (17.18 mg de QE/g
d’extrait) dans I'extrait aqueux de la partie aérienne.

Cependant, (Souad et al., 2019), ont trouvé une forte concentration de polyphénols dans
I’A.halimus récolté dans la région de Mostaganem.

Concernant les flavonoides, la teneur obtenue dans I’extrait aqueux et méthanolique de la partie
aérienne d’Atriplex halimus (0,84 +0,01 mg de QE/g d’extrait, 1,26+ 0,06 mg de QE/g d’extrait
respectivement) sont comparables a celles mentionnés par (Benhammou et al., 2009 , Slama et
al., 2020), de méme (Ali Hasanain et al., 2022) ont noté des valeurs légérement supérieures de
(1.48 mg de QE/g d’extrait, 2.04 mg de QE/g d’extrait) dans I'extrait aqueux et méthanolique
respectivement de la plante entiéere.

Alors que, (Souad et al., 2019), ont également apporté des concentrations plus élevées des
flavonoides dans 1’A.halimus de la région de Mazagran. Ainsi,(Slamani et al., 2020) ont
identifié des taux élevés de flavonoides dans leur extrait d'A.halimus.

Ces différences dans le contenu des polyphénols totaux, des flavonoides et de I’absence ou de
la présence de composés phytochimiques dans différentes régions peuvent s’expliquer par les
conditions expérimentales, la zone climatique et environnementale, le patrimoine génétique et
la période et le moment de la récolte (Atmani et al., 2009; Messaouda et al., 2016).

L’analyse phytochimique par HPLC des extraits aqueux et méthanoliques d’A.halimus, a
permis d’identifier de différents composés phénoliques, notamment des acides phénoliques tels

que l'acide gallique, l'acide vanillique et I'acide tannique, ainsi que des flavonoides tels que la
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catéchine, la quercétine, la myrcétine, I'nespértine, la galangine et la 5-hydroxy flavone. Des
traces de certaines substances non conformes aux échantillons de référence ont également été
constatées. Certains composés étaient présents dans les extraits aqueux et absents dans les
extraits méthanoliques de la méme plante, tels que I'nespértine et la galangine, a I’exception
Alpha-Tocophérol qui n’était pas retrouvée dans les fractions méthanoliques.

En comparaison avec les études retrouvées dans la littérature, les différents acides phénoliques
communs découverts dans les différents extraits d’A.halimus sont l'acide hydroxybenzoique,
l'acide gallique, I’acide vanilique, I'acide chlorogénique, l'acide cinnamique, I’acide caféique,
l'acide P-coumarique, l'acide ferulique et I'acide salicylique (Bouaziz etal., 2021; Clauser et al.,
2013). En outre, des composés flavonoides comme la quercétine, la myricetine et Hespéridine
ont également été caractérisés dans ’extrait d’A.halimus (Clauser et al., 2013; Emam, 2011,
Souad et al., 2019). De plus,(Elbouzidi et al., 2022), ont identifié neuf (09) composés
phénoliques dans I’extrait éthanolique des feuilles d’A.halimus Marocaines par LC-MS/MS,
dont les acides férulique, syringique, caféique, arbutine, triméthoxyflavone n’ont pas été
déterminés dans notre échantillon.

Les éléments minéraux jouent un réle crucial dans divers processus métaboliques humains, ces
substances possedent des propriétés pharmacologiques trés diversifiées (Messaoudi et al.,
2018). Toutefois, des carences en ces nutriments peuvent entrainer une perturbation
fonctionnelle qui peut étre corrigée par la supplémentassions médicamenteuse ou par des

compliments alimentaires (Benarba, 2015).

Selon les résultats obtenus dans cette étude, il est démontré clairement que la partie aérienne de
la plante testée contient des minéraux tels que le calcium, magnésium, fer, avec des
concentrations élevées par rapport aux teneurs des autres éléments qui se sont avérés étre
présents en faibles quantités. Ces teneurs en minéraux sont légérement en accord avec les
résultats de (Boussaid et al., 2001), qui ont montré la présence des éléments essentiels, tels que
le Na, Ca, K, P et le Mg. En outre, des oligo-éléments comme le calcium, le magnésium, le zinc
et le manganése ont également été dosés avec des concentrations adéquates dans les feuilles
d’Atriplex halimus a deux endroits différents d’Afrique du sud (van Niekerk et al., 2004).
D’autres études minéralogiques menées par (Gattouche et al., 2020), ont trouvé que cette plante
est extrémement riche en sels minéraux, notamment en potassium et en sodium.
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l. Activité antioxydant in vitro

1.1 Matériels et méthodes

.L1.1 Etude de Pactivité antioxydant des extraits de la partie aérienne de 1’Atriplex
halimus.L

1.1.1.1  Activité antiradicalaire du DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil)

Activité antiradicalaire des extraits des parties aériennes d’A.halimus a été déterminée en
utilisant le 1,1-diphénylhy-drazyle (DPPH) selon le protocole d’Amari et ses collaborateurs
(2014) avec quelques modifications. Cette méthode est basée sur la réduction du radical DPPH
a DPPH2 en présence d’un antioxydant capable de donner un atome d’hydrogéne. Le DPPH
étant de couleur violette, il devient jaune pendant la réaction de réduction, et les changements
dans son absorbance se lisent a 515 nm (Kedare & Singh, 2011).

Un volume de cinquante microlitres de chaque extrait a différentes concentrations (0; 5; 10 ;
40 mg/mL) a été ajouté a 5 ml d’une solution méthanolique de DPPH (0,04 g/). Aprés 30 min
d’incubation a I’obscurité et a température ambiante, 1’absorbance a €été mesurée par
spectrophotometre a 515 nm. Dans les mémes conditions, la courbe standard a été déterminee
en utilisant Ascorbique (Sigma-Aldrich). Le test a été répété en trois fois et le pourcentage de
piégeage du radical DPPH a été calculé comme suit :

% Inhibition = [(At -Ae) /Ae] X100

At : représente I’absorbance de la réaction du témoin.

Ae : ’absorbance de la réaction de ’extrait.

.L1.1.2  Détermination de I'activité antioxydante par méthode ABTS

L'évaluation de l'activité antioxydante des extraits aqueux et méthanoliques des parties
aériennes d’A.halimus a été réalisée a l'aide dutest acide 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-
6-sulphonique) (ABTS). Cette méthode est basée sur une décoloration du radical ABTS+, en
raison de son action réductrice sur I'ABTS, cela se produit grace aux groupes antioxydants. Le
radical ABTS+ est un chromophore bleu-vert qui absorbe a une longueur d'onde de 734 nm
généré par une réaction d'oxydation de I'ABTS et du persulfate de potassium (Re et al., 1999).
Le radical ABTS [2,2-azino-bis (acide 3-thylbenzothiazoline-6-sulfonique)] a été obtenu en
mélangeant 5 ml de la solution mére ABTS (7 mM) avec 0.088 mL de solution de persulfate
de potassium (2,45mM). Ce mélange est resté dans I'obscurité a température ambiante

pendant 16 heures avant utilisation.
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La solution radicalaire ABTS a été diluée avec de I'éthanol jusqu'a ce qu'une absorbance de
0,7 nm a une longueur d'onde de 734 nm soit obtenue.

Un volume de cinquante microlitres de chaque extrait a différentes concentrations a éte
mélangé a 5 mL de radical ABTS pendant 10 minutes puis lues au spectrophotométre a 734
nm (Amari et al., 2014).

L'acide ascorbique a été utilisé comme antioxydant standard et les activités d'inhibition ont été
calculés selon I'équation également utilisée dans DPPH.

1.2  Résultats

1.2.1 Evaluations du pouvoir antioxydant des extraits d’Atriplex halimus

L’¢évaluation du pouvoir antioxydant des extraits d’Atriplex halimus a été réalisée par deux
méthodes chimiques (le piégeage du radical libre DPPH, le piégeage de piégeage du radical-
cation libre d’ABTS).

1.2.1.1 Evaluation de ’Activité anti radicalaire par piégeage du radical libre : DPPH
La valeur 1C50 est la valeur qui correspond a la concentration de I'extrait (mg/ml), qui permet
une inhibition de 50% des radicaux libres. En effet, la concentration 1C50 la plus élevée est
enregistrée pour I’extrait aqueux (28,27+ 0,91mg/ml) comparativement a I'extrait méthanolique
avec une 1C50 de 25,28 +1,16 mg/ml. Ces valeurs sont supérieures a celle de I’acide ascorbique
qui de I’ordre de 0,26 £0,07 mg/ml (Tableau 14) (Annexe 4).

1.2.1.2  Evaluation de I’Activité du piégeage du radical -cation libre d’ABTS

Les résultats expérimentaux obtenus ont montré que la concentration d’IC50 d’ABTSe+ des
extraits aqueux et méthanoliques d’A.halimus sont de (3,92+ 1,42 et 5,46+ 0,18 mg/ml,
respectivement). Ces valeurs sont nettement supérieures a celle du standard qui de 1’ordre de
0,15 £0,09 mg/ ml (Tableau 14).

Tableau 14 : pouvoir antioxydant des différents extraits de I’Atriplex halimus L

Echantillons IC50 DPPH (mg/ml) 1C50 ABTS (mg/ml)
Extrait méthanolique 25,28 +1,16 3,92+1,42
Extrait Agueux 28,44 £0,91 5,46%0,18
Acide ascorbique 0,26 0,07 0,15+0,09

Les résultats obtenus révélent que les différents extraits des parties aériennes d’A.halimus

présentent une faible activité antioxydante par rapport a ’acide ascorbique.
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1.3 Discussion

La capacité antioxydante est un terme utilisé dans les systémes biologiques pour décrire I'action
protectrice des composes contre la dégradation oxydative induite par les especes réactives de
l'oxygéne (ERO) (Pino et al., 2023). Il a été démontré que les ERO réduisent la sécrétion
d'insuline par les cellules [B- pancréatiques et favorisent la résistance a I’insuline et
I’inflammation (Chang et al., 2010). Plusieurs métabolites secondaires ont été associés a la
réduction du stress oxydatif provoqué par I'hyperglycémie chronique, ayant un effet protecteur
contre les processus antidiabétiques et les associant ainsi a des effets antiinflammatoires et
cicatrisants (AL-Ishaq et al., 2019; Gupta & Chhikara, 2018) ; De plus, les auteurs mentionnent
que l'effet pharmaceutique pourrait étre dd a la présence de composés bioactifs qui ont une
capacité antioxydante encore plus efficace que d'autres substances comme l'alpha tocophérol
(vitamine E) et I'acide ascorbique (vitamine C) (Fernandez & Ruiz, 2021), c'est pourquoi il est
essentiel d'utiliser plus d'une approche pour déterminer le potentiel antioxydant des produits
naturels (Diniz Do Nascimento et al., 2020). Certaines des méthodes analytiques permettant de
détecter et de déterminer I'activité antioxydante font appel a des techniques spectrophotométriques via

des mécanismes de transfert d'atomes d'hydrogéne (TAH) et de transfert d'électrons simples (SET) (par
exemple, DPPH et ABTS) (Flieger & Flieger, 2020; Sirivibulkovit et al., 2018).

Dans notre recherche, I'évaluation de I’activité antioxydante & l'aide des techniques DPPH et
du test ABTS a révélé un mécanisme d’activité similaire pour les différents extraits. En effet,
le choix de ces deux méthodes s'explique par leur simplicité, leur facilité de mesure des

antioxydants, leur sensibilité et la nécessité d’un petit échantillon avec un temps relativement

court (Hanapi, M. J., 2019).

Les propriétés antioxydantes des extraits de la partie aériennes d'A. halimus ont été exprimées
en termes d’équivalents de I’Acide ascorbique a I’aide des courbes étalons. Ces résultats
montrent que les concentrations d’IC50 dans tous les extraits présentent des valeurs plus élevées
par rapport a I'antioxydant standard, ce qui suggére une faible activité antioxydante (Adel Kadri,
Zied Zarai, 2011) .

Nos résultats sont en accord avec les conclusions de (Souad et al., 2019), qui ont obtenu une
valeur de C150 de 2.053 mg/ml. De méme une autre étude menée a Béchar sur des extraits
méthanoliques de I’A.halimus L a montré une activité antiradicalaire plus faible (Benhammou
et al., 2014). D’autre part, selon (Benhammou et al., 2009; Khadidja et al., 2020), il est
clairement démontré que les fractions méthanoliques de 1’A.halimus présentent une activité

antioxydante plus efficace que celle observée précédemment.
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Dans ce méme ordre d’idée, plusieurs études ont démontré que 1’A.halimus avait la plus forte
capacité de neutraliser les radicaux 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) et 2,20-azinobis (3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique acide (ABTS) (Bouaziz et al., 2021; Elbouzidi et al., 2022;
Gattouche et al., 2020; Slama et al., 2018).

Ces variabilités du pouvoir antioxydant pourraient étre expliquées par plusieurs facteurs tels
que l'environnement, le niveau de stress, le stade de croissance et la partie sélectionnée de la
plante, qui induisent des variations dansla structure etde la concentration desmolécules actives
synthétisés chez les plantes (Hussain et al., 2015). Par conséquent, il est nécessaire d'effectuer

plusieurs tests d'activité antioxydante pour évaluer de maniere globale I'effet antiradicalaire
d'un extrait de ressource végétale (Cao & Prior, 1998).
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Matériel biologique et test de toxicité aigue

.1 Matériel biologique
Les différentes études sont menées sur différents modéles animaux, notamment des rats Wistar
desexe masculin et féminin, ainsi que dessouris femelles de souche NMRI et rat wistar fournies
par I'Institut Pasteur d'Alger. Ces modeles ont été sélectionnés en raison de leurs similitudes
métaboliques avec les étres humains, de leur disponibilité, de leur petite taille, de leur nature
relativement docile, de leur facilité a étre utilisés dans les expérimentations et de leur courte
durée de vie (Milhaud, 1987) (Figure 24).

La température de I’animalerie est maintenue a 25 °C avec un cycle d’éclairage de 12 heures
de lumiére/12 heures d’obscurité. Ils ont libre accés a I’eau du robinet ad libitum et a
I’alimentation. Aprés une période d’adaptation, les animaux sont pesés, marqués et soumis a

jeun, une nuit avant leur utilisation.

Des travaux expérimentaux ont été menés a I'UMAB conformément aux directives de

I'Association Algérienne des Sciences Animales Expérimentales (ASEA).

Figure 24: Photos original des animaux expérimentés ; (A) souris Albinos, (B) rats albinos
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1.2 Etude de la toxicité aigué d’extrait aqueux d’Atriplex halimus

1.2.1 Préparation des doses d’extraits de plantes

La toxicité aigu€ par gavage a été étudiée a I’aide d’une sonde intra gastrique sur les souris et
les rats des deux sexes.

La formule suivante a été utilisée pour déterminer les doses d’extraits a administrer de chaque

animal (Nga, 2020).

Dose mg/Kg x Masse des animaux en Kg

Volume (ml) =
Concentration de la solution mére en mg/ml

1.2.2 KEvaluation de toxicité aigué de Pextrait aqueux de I’Atriplex halimus chez des
souris

Le test de toxicité aiglie de I’extrait aqueux de [’Atriplex halimus a été évalué chez des souris
wistar de 30 a 35 g (PC) conformément aux recommandations mentionnées dans le Guide de
I'Organisation de Coopération et de Développement Economiques (OCDE), lignes directrices
423. Ce test consiste a administrer des doses progressives (300 mg, 3 000 mg, 5 000 mg/kg de
poids corporel) aux animaux est observé pour toute manifestation de toxicité, augmentation de
l'activité locomotrice, salivation, convulsions, coma et mort. Ces observations sont faites
réguliérement jusqu'a 24 heures.

A la fin des 14 jours d’expérimentation et aprés une nuit de jeune, les animaux ont été sacrifiés,
des échantillons sanguins ont été prélevés pour le dosage de quelques paramétres biochimiques
(transaminases SGOT et SGPT, créatinine et urée), et hématologiques (une numération formule
sanguine). Les organes tels que le foie et les reins ont été conservés dans du formol a 10 % pour
I’étude histopathologique (Azam et al., 2020).

1.2.3  Evaluation de toxicité aigué de Iextrait aqueux de I’Atriplex halimus chez des rats
Ce protocole recommande I’utilisation d’animaux pour la prise unique d’une dose limite de
5000 mg/kg par voie orale (OCDE, 2002). La toxicité aigué de I’extrait aqueux de 1 ’Atriplex
halimus a été évaluée chez des rats wistar de 280 et 300 g de poids corporel (PC). lls ont éte
répartis en deux groupes de 5 rats chacun, groupe pour les animaux témoins et groupe pour les
animaux traités, ils ont été mis a jeun tout en recevant uniquement de 1’eau. Les animaux ont
été randomisés. Le groupe témoin a recu de I'eau distillée et les rats traités ont regu 1’extrait

aqueux d’A.halimus a la dose de 5 000 mg/kg.
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Apres le gavage de I’extrait, les animaux ont été observés pendant : 30 et 60 minutes afin de
déceler des signes éventuels de toxicité puis gquotidiennement pendant 14 jours, leur poids
corporel a ¢été surveillé durant la période d’expérimentale, alors que les parameétres
hématologiques, biochimiques du sang et 1’étude histologique des reins et des foies ont été

évalués a la fin de I’expérience.

1.2.4 Prélevement sanguin et mesure des parameétres biologiques

1.2.4.1 Les prélevements sanguins

Apres la période d’expérimentation, les animaux ont été sacrifiés par décapitation a ’aide d’un
matériel stérile. Pour l'analyse des parameétres biochimiques, le sang a été collecté dans des
tubes héparines et centrifugé a 2000 tr/min pendant 5 minutes afin de séparer le plasma des
cellules. Le plasma ainsi obtenu a été prélevé et mis dans des tubes secs et transportés dans une
glaciére au laboratoire pour I’analyse.

Pour la numération de la formule sanguine, le sang a été prélevé immédiatement dans des tubes
avec anticoagulant EDTA et envoyé au service d'analyse clinique de I'hdpital Sidi LAKHDAR
de MOSTAGANEM. Ces analyses ont été réalisées dans les 6 heures suivant le prélevement

sanguin.

1.2.4.2  Les parameétres biochimiques et hématologiques

A partir de ces prélévements, L’évaluation de I'influence de notre extrait sur les différents
métabolismes et organe cible a été déterminé par les différents parametres biologiques
suivantes :

1.2.4.2.1 Dosage des parametres biochimiques

Le dosage des marqueurs biochimiques a été réalisé au niveau du laboratoire d’analyses
médicales a I’aide d'un analyseur de biochimie semi-automatique (Mindray BA88A) selon les
techniques suivantes :

Pour la quantification du glucose, la méthode utilisée était I'hexokinase, pour la quantification
de l'urée, la méthode colorimétrique de Berthelot a été utilisée (Taylor & Vadgama, 1992) et
pour la detection de la créatinine, la méthode de Jaffé a été utilisee (Delanghe & Speeckaert,
2011; Jaffe, 1886). Pour la détermination des enzymes (alanine aminotransférase (ALT),
aspartate aminotransférase (AST), phosphatase alcaline (PAL)), la méthode cinétique IFCC a

été utilisée selon le principe décrit par (Schumann et al., 2002).

1.2.4.2.2 Dosage des paramétres hématologiques (FNS)
L’hémogramme a €té déterminé a I’aide d’un systéme automatique hématologique (GENIUS
KT-6400). La mesure a été basée sur les 20 paramétres suivants : Globules blancs ou leucocytes

(WBC), Lymphocytes (LYM #), cellules de taille moyenne (MID #), granulocyte (GRAN #),
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pourcentage de lymphocyte (LYM%), pourcentage de cellules de taille moyenne (MID%),
pourcentage de granulocyte (GRAN%), Globule rouges ou érythrocyte (RBC), Concentration
d’hémoglobine (HGB), hématocrite (HCT), volume globulaire moyen(érythrocytes) (VGM),
Concentration moyenne d’hémoglobine(CMH), Concentration corpusculaire moyenne en
hémoglobine (CCMH), écart type de la largeur de distribution des globules rouges (RDW —
SD), le coefficient de variation du volume cellulaire des érythrocytes (RDW — CV), plaquette
(PLT), volume moyen de plaquette (MPV), Largeur de distribution des plaquettes (PDW),
plaquettocrite (PCT), taux de plaquettes a grandes cellules (P-LCR).
1.2.4.3  Analyse macroscopique des organes
Les organes des animaux ont été observeés, prélevés et rincés avec une solution saline a 0,9 %,

en essayant d'enregistrer leurs photos le plus rapidement possible (Figure 25).

Figure 25 : Sacrifice et prélevement des différents organes.

1.2.4.4  Analyses histologiques par coloration a I'nématoxyline-éosine
Les études histologiques par microscopie optique ont été analysées selon les protocoles de

traitement histologique standard (Boukeng et al., 2018).

1.2.4.4.1 Macroscopie
Les organes prélevés ont été coupés en fragments, Ensuite, ils ont été placés dans des cassettes

d'inclusion qui étaient traitées par plusieurs produits et dans plusieurs bacs comme

1.2.4.4.2 Imprégnation (circulation)

1.2.4.4.2.1 Déshydratation
Tout d’abord, les échantillons ont été déshydratés avec un gradient d'éthanol (3 minutes a 95 %
et 2 x 3 minutes a 100 %).

1.2.4.4.2.2 Substitution
Ensuite, les échantillons ont été clarifiés avec des bains de xylene en effectuant deux

changements de 50 minutes.
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1.2.4.4.2.3 Imprégnation
Aprés cela, les échantillons ont été incorporés dans de la paraffine liquide a 60°C, ou deux

changements de 60 minutes sont effectués afin d'éliminer complétement les traces de xyléne.

1.2.4.4.3 Inclusion et enrobage
Une fois I'échantillon inclus, il est placé dans un moule en acier inoxydable en forme de cube
ou le tissu est orienté et la paraffine peut se solidifier a température ambiante. Les pieces

réséquées ont été conservées dans un congélateur a -15°C.

1.2.4.4.4 Microtomie

A I’aide d’un microtome & lame de modéle (micros razor), des coupes en paraffine de 4 pm
d’épaisseur ont été réalisées, afin que chaque coupe de tissus obtenus ensuite étre étalée sur des
lames de verre. Une fois le processus d'assemblage terminé, ils ont été placés dans une étuve a

37°C et laissés sécher pendant au moins une journée.

1.2.4.4.5 Coloration
1.2.4.45.1 Déparaffinage

Les coupes de tissus ont été déparaffinees avec des bains de xyléne en deux étapes de 10 et 8
minutes.

1.2.4.4.5.2 Réhydratation
Une fois déparaffinés, les échantillons ont été réhydratésdans une chaine de lavages séquentiels
a I’éthanol d’échelle décroissante (2 x 3 minutes a 100 %, 2 minutes a 80 % et 2 minutes a 70

%), suivis d'un lavage de 10 minutes avec de I'eau distillée.

1.2.4.45.3 Coloration

La coloration a I'hématoxyline-éosine a €té utilisée pour déterminer les parametres
histologiques généraux. Pour ce faire, les coupes de tissus ont été incubées dans de
I'hématoxyline de Harris pendant 3 minutes, lavées a I'eau courante pour fixer la tache pendant
5 minutes, suivis de deux lavages rapides de I'eau acidifié 1%, puis trempés 2 a 3 fois dans une
solution de carbonate de lithium a 1%, aprés quoi elles ont été lavées a I'eau courante pour
éliminer I'exces de coloration. Celui-ci a ensuite été contre-coloré avec des bains d'éosine (1%
d’éosine dans d’éthanol a 96%) pendant 8 minutes. Aprés cela, les échantillons ont été
déshydrates dans des concentrations croissantes d'éthanol (75 %, 96 % et 100 %), rincés au
xyléne et recouverts de lamelles en utilisant du baume du Canada (PanReac Quimica).
1.2.4.4.6 Montage

Les échantillons ont ensuite été fixés avec le milieu de montage Eukitt (ORSAtec GmbH,

Bobingen, Allemagne).
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1.2.4.4.7 Lecture microscopique

Enfin, les échantillons ont été photographiés avec un photomicroscope (OPTIKA microscope,

Italie), et les images ont été traitées a l'aide du logiciel (Motic Images Plus 2.0).

1.3 Résultats

1.3.1 Etude de la toxicité aiglie de I’Atriplex halimus chez les souris

1.3.1.1  Effet toxique de I’extrait aqueux de I’Atriplex halimus sur quelques parameétres

morphologiques

Durant toute la période du traitement, les souris traites aux doses de 300 mg/kg, 3 000 mg/kg

et 5 000 mg/kg de I’extrait aqueux d 'Atriplex halimus n’induit aucun symptome de toxicité

aigué. Le comportement des souris reste normal et comparable a celui des souris témoins

(Tableau 15). La dose létale 50 (DL50) est donc supposée étre supérieure a la dose de 5 000

mg/kg.

Tableau 15 : Effet toxique de I’extrait aqueux de I’Atriplex halimus sur quelques parameétres

morphologiques chez les souris durant la période d'expérimentation (14 jours).

Paramétres

morphologiques

Mobilité
Agressivité
Tremblement
Sommeil

Convulsions
Détresse respiratoire
Vomissement
Aspect des poiles
Etat des selles
Vigilance

Déces

Traitements
Eaux distillé  Extraits aqueux aux Doses (mg/kg de P.C)

300 mg /kg 3000 mg /kg 5000 mg /kg
N

zZ2 2 Z2>» Z2 >» >» >» Z2 2
>z =z zZz>» zZ2>» >» >» zZz Z
>z zZzzZ2>»Z>» > >z 2
>z z zZ2>» Z2>» >» > Z

A

A :absent; N:normal;
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1.3.1.2 Effetdel’extrait aqueux de ’Atriplex halimus sur la masse corporelle des souris
D’apres ces résultats, aucune différence significative de I’évolution pondérale n’a été observee
chez les souris traités avec I’extrait aqueux de 1’A.halimus aux doses 300 mg/kg, 3000 mg /kg

et 5000 mg/kg par rapport aux souris témoins non traités (Figure 26).

H
wv

D
w

»
Uiy

w w
N ©o

Témoin

(300mg/kg)
(3000MG/KG)
(5000MG/KG)

w
w

poids corporelle (g)
w
(9]

w
-

NN
N ©o

N
(6]

0JR 14 JR

durée du traitement (jour)

Figure 26 : Poids corporel des souris traités par 1’extrait aqueux de I’Atriplex halimus. L. Les
résultats sont exprimés en moyenne + ET (n=03 animaux par groupe). Les
comparaisons se font entre le groupe témoin A et le lot B traité a 5000 mg/kg de p. c.
d’extrait aqueux de ’Atriplex halimus. * = p<0,05 ; ** = p<0,01 ; *** = p<0,001

1.3.1.3 Effetde I’extrait aqueux de ’Atriplex halimus sur les parametres biochimiques
chez les souris

L’extrait aqueux de 1’A.halimus n’a entrainé aucune modification significative dans le taux de

la créatinine, d’urée et des transaminases SGOT et SGPT, de phosphatase alcaline dans les lots

traités aux doses 300mg/Kg, 3 000 mg/Kg et 5 000 mg/Kg en comparaison avec le lot témoin

(Tableau 16).
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Tableau 16 : Effet de I’extrait aqueux de I’Atriplex halimus sur les paramétres biochimiques

chez les souris apres 14 jours de traitement.

Traitement
Parametres | Unite Témoin Extraits d’Atriplex halimus
LIRS 300 mg /kg 3000 mg/kg | 5000 mg /kg
Urée g/l 0,44+0,03 0,45 + 0,07 0,46 £ 0,03 0,43+ 0,01
Creatinine mg/l 6,28 0,71 6,43+ 2,06 6,06 = 0,42 5,98+ 0,97
ASAT ul/l 73,66 £15,69 | 74,33+11,93 68,5+ 7,77 72,33+ 5,85
ALAT Ui/l 44,33 £ 5,03 415+ 7,77 40,33+ 6,50 46,00 £ 6,24
PAL ul/l 213,00 £ 28,82 | 209,5 + 41,77 205,00 + 18,34 | 214,66+ 24,58

Les valeurs sont exprimées en moyenne + ET (n=03 animaux par groupe). *p<0,05,

**p<0,01, ***p<0,001 ont été considérés comme significatifs par rapport au groupe témoin.

1.3.1.4

Analyse macroscopique des organes prelevés (foie et reins)

L’examen macroscopique des organes étudies (le foie, les reins) n'a révélé aucune anomalie

morphologique, ni présence d'hémorragie, d'cedéme, de ganglions ou d'hypertrophie qui

pourraient étre attribuées a lI'administration de I'extrait aqueux de I'Atriplex halimus (Figure

27).

-
-

(a)

(b)

Figure 27 : Aspect macroscopique des organes (rein et fois) prelevés, (a) témoin, (b) traités

avec 300 mg/kg d’extrait, (c) traités avec 3 000 mg/kg d’extrait, (d) traités avec
5 000 mg/kg d’extrait.
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1.3.1.5  Effets toxiques de I’extrait aqueux I’Atriplex halimus sur les tissus hépatiques et

rénaux

1.3.1.5.1 Etude histologique du rein et foie
L’¢évaluation histopathologique des organes vitaux ; foie et rein (Figure 28 et 29) de souris
traitées avec I’extrait aqueux des parties aériennes d’A.halimus aux doses (300, 3 000 et 5 000
mg/kg) n'a montré aucun changement macroscopique ou histologique pertinent. Cependant, le
foie a montré architecture normale et aucun signe de lésion ; le rein a montré glomérules

adequats et tubules normaux.

Figure 28 : Photographies de coupe histologique des tissus rénales de souris témoin et souris
traité par I’extrait aqueux de I’Atriplex halimus pendant 14 jours (Hématoxyline-éosine
X 400). G: Glomerule, TC: Tubes contournés; (A) : souris témoin; (B), (C), (D) : souris
traités a I’extrait aqueux des parties aériennes d’A.halimus aux doses respectives de 300,
3000 et 5000 mg/kg.
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Figure 29 : photographies de coupe histologique des tissus hépatiques de souris témoin et
souris traité par I’extrait aqueux de I’Atriplex halimus pendant 14 jours (Hématoxyline-
éosine X 400). V: Veinule Centrobullaire (hépatique) ; H : Hépatocyte binucléé; (E) :
souris témoin ; (F), (G), (H) : souris traités a I’extrait aqueux des parties aériennes

d’A.halimus aux doses respectives de 300, 3 000 et 5 000 mg/Kkg.

1.3.2 Etude de la toxicité aigle de I’Atriplex halimus chez les rats

1.3.2.1  Effets toxiques de I’extrait aqueux d’Atriplex halimus sur quelques parametres
morphologiques

L’administration orale de I’extrait aqueux d 'Atriplex halimus a la dose de 5 000 mg/kg aux rats

n’induit aucun symptéme de toxicité aigué au cours d’observation (de comportement des

animaux, mort, coma...) (Tableau 17). La dose létale 50 (DL50) est donc supposée étre

supérieure a la dose testée.
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Tableau 17 : Effet toxique de I’extrait aqueux de I’Atriplex halimus sur quelques paramétres
morphologiques chez les rats durant la période d’expérimentation (14 jours).

Parametres morphologiques

Mobilité
Agressivité
Tremblement
Sommeil

Convulsions
Détresse respiratoire
Vomissement
Aspect des poiles
Etat des selles
Vigilance

Déceés

Traitements

Eaux distillé Extraits aqueux (5 000 mg kg)

>2Z2Z2Z2Z>»Z2>>>22
>zZ2zZ2Z2>»Z2>>»> 22

A :absent ; N : normal ;

1.3.2.2  Effet de I’extrait aqueux de I’Atriplex halimus sur la masse corporelle des rats

Apres I’administration orale de I’extrait aqueux de I’A. Halimus a la dose unique de 5 000

mg/kg de poids corporel. Les rats ont présenté une masse corporelle de 270,68 + 2,64 ¢

statistiquement identique a celle des rats du groupe témoin non traité qui était de 273,8 + 2,21

g au quatorziéme jour d’expérimentation (Figure 30).

276

274

272

270

268

266

poids corporel des rats (g)

264 -

262 -

0JR

14)R

durée du traitement (jour)

H lot A(témoin)

M lot B (5000mg/kg)

Figure 30 : Effet de I’extrait aqueux de I’Atriplex halimus. L sur I’évolution du poids corporel

chez les rats. Les résultats sont exprimés en moyenne+ ET (n=03 animaux pargroupe). Les comparaisonsse

fontentre le groupe témoin A et le lot B traité a 5000 mg/kg de p. c. d’extrait aqueux de I’ Atriplex halimus. * =
p<0,05; ** =p<0,01 ; *** =p<0,001.
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1.3.2.3 Effet de Iextrait aqueux de DPAtriplex halimus sur les paramétres
hématologiques chez les rats
L’analyse hématologique n’a montré aucune variation significative (p> 0,05) du taux des
parametres des lignées érythrocytaire ; leucocytaire (GB, lym, Neut) et thrombocytaires (PLT,
MPV, PDW, PCT, P-LCR) dans les groupes traités a la dose de 5 000 mg/kg par rapport au
témoin pendant 14 jours (Tableau 18).

Tableau 18 : Effet de I’extrait aqueux d’Atriplex halimus sur les parametres hématologiques

des rats apres 14 jours de traitement par voie orale.

Parametre Unité Traitement
hématologique - - -
(A)Témoin (B) Extraits d’A. halimus
5000mg/kg
Globules blancs 103 ful 8,95+0,21 8,13+ 1,88
Lymphocytes % % 67,65+10,25 71,56 £ 0,60
MID % % 8,15+ 0,35 6+0,78
Neutrophiles % % 24,2 + 9,89 22,43 £ 0,49
Lymphocytes # 102 /ul 6,05 + 0,77 58+1,3
MID # 103 Jul 0,75+ 0,07 0,5+0,17
Neutrophiles # 102 /ul 2,15+0,91 1,83 +0,41
Globules Rouges 108 Jul 6,565 *+ 0,37 6,68 + 0,06
Hémoglobine g/dl 13,9+ 0,42 14,66 £ 0,65
Hématocrite % 37,9 £ 0,56 38,03+1,11
VGM fl 57,95 + 4,17 57+1,13
TCMH Pg 21,1+ 0,56 21,09 £0,75
CCMH g/dl 36,65 + 1,62 38,5+0,78
RDW - SD fl 27,85+ 2,61 27,26 £ 1,09
RDW - CV % 12,95 £ 0,35 12,9+0,78
PLT 102 /ul 406 + 5,65 426,66 + 20,20
MPV fl 7,05+0,21 7,13+£0,28
PDW % 8,55+ 0,21 8,73+£0,28
PCT % 0,275+ 0,01 0,3+0,02
P-LCR % 785+2,75 8,8+1,4

Les résultats sont exprimés en moyenne + ET (n=03 rats par groupe). Les comparaisons se font entre le groupe
témoin A et le lot B traité a 5000 mg/kg de p. c. d’extrait aqueux de I’ Atriplex halimus. * = p<0,05 ; **=p<0,01

; ##% =p<0,001
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1.3.2.4  Effetde ’extrait aqueux de ’Atriplex halimus sur les parametres biochimiques

chez les rats

Le tableau 19 indique I'influence de ’extrait aqueux de la partie aérienne de [’Atriplex halimus
a la dose unique 5 000 mg/kg de pc sur le taux de la glycémie, les enzymes hépatiques (TGO,
TGP, PAL), la créatinine et I'urée.
Les résultats montrent que I’extrait n’a entrainé aucun changement significatif (p>0,05) sur
I’activité enzymatique des transaminases SGOT et SGPT ; de la glycémie et de la créatinine
chez les rats traités avec ’extrait a la dose de 5 000 mg/kg de pc par rapport aux rats témoins.
Cependant, une augmentation non significative dutaux de phosphatase alcaline (PAL) et d’urée

a été observée dans le groupe traité par rapport le groupe témoin, avec une p-value >0,05.

Tableau 19 : Effet de I’extrait aqueux de I’Atriplex halimus sur les paramétres biochimiques

des rats apres 14 jours de traitement par voie orale

Parametres Unité Traitement

biochimique Témoin (A) Atriplex halimus 5000 mg/kg
(B)

Glycémie a jeun g/l 1,07+0,23 1,09+0,23

Urée g/l 0,50+0,05 0,54+ 0,04

Créatinine mg/I 6,28+ 0,71 6,43+ 0,13

ASAT ul/l 126,5+ 9,89 130,00+ 7,77

ALAT ul/l 65,75 £ 9,17 65,5+ 6,35

PAL ul/l 369+29,69 383+20,50

Les résultats sont exprimésen moyenne +ET (n=03 animaux par groupe). Les comparaisonsse font entre le groupe
témoin A et le lot B traité¢ a 5000 mg/kg de p. c. d’extraitaqueux de I’Atriplex halimus. * = p<0,05; ** = p<0,01;
**% =p<0,001.
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1.3.2.5  Effets toxiques de I’extrait aqueux I’Atriplex halimus sur les tissus hépatiques et
rénaux des rats
1.3.2.5.1 Analyse macroscopique des organes prélevés (foie et reins)
L’observation macroscopique des organes vitaux des rats ayant recu une dose de 5 000 mg/kg
de l'extrait n'a montré aucune anomalie de couleur ou de texture par rapport aux organes du

groupe témoin (Figure 30).

&%
e® g o

©

Figure 30 : Aspect macroscopique des organes prélevés (a) fois témoin, (b) foies traités avec

5000mg/kg d’extrait, (C) rein témoin, (d) reins traités avec 5 000 mg/kg d’extrait.

1.3.2.6  Analyse macroscopique des organes prélevés (foie et reins)

1.3.2.6.1 Etude histologique du rein

Les résultats histopathologiques de I’architecture durein desanimaux témoins et des animaux
traités avec lextrait aqueux de [’Atriplex halimus sont presque les mémes, avec une
morphologie normale du parenchyme rénal, une capsule glomérulaire, ’espace glomérulaire,
tube contourné proximal, les podocytes, capsule de Bowman et les noyaux du tube étaient bien
visibles et distincts (Figure 31).

1.3.2.6.2 Etude histologique du foie

L’examen histopathologique du foie des animaux traités avec 1’extrait aqueux de [’Atriplex
halimus et les animaux témoins, montrent une architecture normale du parenchyme hépatique,

avec une veine centrolobulaire et des cellules hépatiques bien distincts (Figure 32).
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Figure 31 : Photographies

traités par 1’extrait aqueux de 1’A#riplex halimus pendant 14 jours (Hématoxyline-
éosine X 400). G: Glomérule, TC: Tubes contournés; A : Rats témoins ; B : rats

traités par I’extrait aqueux a la dose 5 000 mg/Kkg.

Figure 32: Photographies de coupe histologique des tissus hépatiques des rats témoins et rats
traité par I’extrait aqueux de I’Atriplex halimus pendant 14 jours (Hématoxyline-
éosine X 400). V : Veinule Centrobullaire; H: Hépatocyte; C : Rats témoins ; D : rats

traités par 1’extrait aqueux a la dose 5 000 mg/kg.
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1.4 Discussion

Dans le dépistage des produits naturels pour I’activité pharmacologique, 1’évaluation de la
toxicité aigue est la premiére étape qui doit étre réalisée. Pour cela, 1’étude actuelle a été
entreprise pour évaluer et se concentrer sur la toxicité aigué de I’A halimus dans deux modéles
animaux (rats albinos et souris wistar).

La détermination de la DL50, accompagnée de l'observation du comportement général des
animaux, est un parameétre critique pour détecter les premiers signes de toxicité (Lima et al.,
2017). La surveillance du poids corporel des animaux de laboratoire est généralement des
indicateurs de toxicité aprés lI'administration de médicaments ou de produits chimiques (Teo et
al., 2002). L'évaluation de la toxicité des extraits végétaux depend grandement de l'analyse des
fonctions du foie et des reins, étant donné leur importance vitale pour I'organisme (Kpemissi et
al., 2020; Olayode et al., 2020). Par conséquent, des analyses hématologiques (FNS) et
biochimiques sériques (ALAT, ASAT, PAL, 'urée et la créatinine) ont été réalisées afin de
détecter toute altération potentielle des fonctions hépatiques et rénales causées par
I'administration orale des extraits. Ces paramétres sont des bons indicateurs pour 1’évaluation
de la toxicité hépatorénale (X. Chen et al., 2016).

Dans la présente étude, les souris traitées avec I’extrait aqueux des parties aériennes de
I’A.halimus aux doses de 300, 3 000 et 5 000 mg/kg (Tableau 15), ont survécu et n'ont montré
aucun signe de toxicité sur une période de 14 jours apres I'administration orale.

Concernant I'évaluation de la variation des poids corporels des souris, il n'y a pas eu de
différence significative P > 0,05 (Figure 26) entre les poids initiaux des groupes traités aux
différentes doses de 300 mg/kg, 3 000 mg/kg et 5 000 mg/kg d’extraits aqueux de 1’A.halimus,
pendant la durée de I'étude, en plus de la courbe de croissance desanimaux du groupe témoin,
se situaient dans les parametres établis. On considére que le poids corporel est un facteur
pertinent puisqu'une réduction de 10 % de son poids initial est considérée comme significative
des dommages causés a l'organisme par les composés administrés (Olayode et al., 2020;
Ramesh et al.,, 2007). De méme, I’analyse biochimique n’a révélé aucune modification
significative des parametres déterminés chez les souris traitées avec différentes doses de
I’extrait aqueux de I’A.halimus. En outre, les résultats de cette enquéte ne montrent pas de
changements macroscopiques observables dans les organes examinés qui ne suggerent pas de
toxicité en raison de I'absence de signes cliniques évidents indiquant une toxicite.

D’apres (Lulekal etal., 2019), I'analyse histologique des organes et des tissus reste le moyen le
plus fiable pour évaluer les anomalies histopathologiques associées au traitement. Les résultats
présentés dans les figures (28 et 29), montrent clairement I'absence de toute changements

pathologiques de la biopsie hépatique et rénales des animaux traités avec différentes doses de

76



Etude expérimentale activités biologiques in vivo

Chapitre | : Matériel biologique et test de toxicité aigue
I’extrait aqueux de 1’A.halimus durant le traitement. Cette constatation suggere I'absence de
dommages hépatiques, de dysfonctionnement des voies biliaires ou de perturbations dans la
sécréetion et I'élimination.
La détermination de la toxicité aigué a une dose unique de 5000 mg/kg d’extraits aqueux
d'A.halimus chez les rats (Tableau 17) n’a induit aucun cas de décés et n'a montré aucun signe
indicatif de toxicité.
Les parameétres biochimiques et hématologiques analyseés dans les rats lors de I'administration
d’extrait aqueux d’A.halimus a la dose de 5 000 mg/kg n'ont pas montré de différences
significatives (P < 0,05), par rapport au groupe témoin (Tableau 16), et les valeurs obtenues se
situaient dans la fourchette établie en termes de sexe, d'age et du type de souche (Vigneshwar
et al., 2021). De plus, I’analyse histopathologique des rats traités avec I’extrait aqueux des
parties aériennes de I’A.halimus a une dose unique de 5 000 mg/kg (figures 32 et 33), elles
n'ont pas présenté de modifications cellulaires microscopiquement visibles au niveau des
organes hépatiques et rénaux. Ceci est important, car le fait de ne pas présenter de dommages
a des doses élevées dans le foie et les reins pourrait étre dd aux métabolites phytochimiques
présentes dans cette plante qui ont des propriétés néphro-hépatoprotectrice.
Les conclusions de cette étude concordent avec celles menées par (Chikhi et al., 2014), qui ont
examiné la toxicité aiglie de I’extrait de1’A.halimus et ne montre pas d'effetstoxiquesaux doses
testées. En revanche, des recherches réalisées par (Zeghib & Boutlelis, 2019) montrent que
I’extrait d’Atriplex halimus pourrait avoir un effet néphroprotecteur chez ces animaux. Dans un
article ultérieur,(Zeghib & Boutlelis, 2021), ont constaté que l'administration d’Atriplex
halimus peut réduire (ou prévenir complétement) plusieurs effets indésirables hépatiques

induits par la toxicité de benzéne. Au cours deces études, une réduction desenzymes hépatiques
ALAT, ASAT, PAL et LDH a été observée apres le traitement (Zeghib & Boutlelis, 2021).
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Activité antidiabétique
1.1 Matériel et méthode

1.1.1 Préparation des extraits
Un gramme de partie aérienne sechees d'Atriplex halimus a été bouilli dans 100 ml d'eau
distillée pendant 10 min et centrifugé plusieurs fois et filtré par la suite, I'extrait a été préparé

quotidiennement avant traitement selon l'usage traditionnel de cette plante contre le diabéte.

11.1.2 Répartition des lots

Des rats femelles adultes, pesant environ (140-160) grammes, de la souche Wistar ont été
utilisés. Au total, 50 rats ont été acquis pour I'étude, subdivisés au hasard en cing groupes de
dix rats chacun. Cette étude a été réalisée dejuin, juillet aaodt. Le traitement par I'extrait aqueux
d'Atriplex halimus par voie orale quotidiennement le matin méme heure ; aprés sept jours de

I'injection de Streptozotocine (installation de diabéte).

Groupe C : Groupe témoin recevant une solution de I’eau distillé par voie orale (véhicule).
Groupe NT : Rats normaux traités avec un extrait aqueux d'Atriplex halimus a la dose de 200
mg/kg PC.

Groupe D : Rats diabétiques non traités.

Groupe D100 : Rats diabétiques traités avec un extrait aqueux d'Atriplex halimus a la dose de
100 mg/kg de poids corporel.

Groupe D200 : Rats diabétiques traités avec un extrait aqueux d'Atriplex halimus a la dose de
200 mg/kg PC.

11.1.3 Induction du diabéte chez le rat

Le diabéte a été induit chez les rats par une seule injection intrapéritonéale (I.P) de
streptozotocine (STZ, Sigma chemical .Aldrich) a une dose de 80 mg/kg de pc. Fraichement
solubilisé dans dutampon citrate froid 0,1 M pH 4,5 (Furman, 2015). Immédiatement et pendant
les premiéres 24 heures, les animaux ont recu une solution de glucose a 5 % pendant la nuit
pour prévenir I'nypoglycémie (Wu & Huan, 2008), 48 heures plus tard, deséchantillons de sang
ont été prélevés dans la veine caudale par une coupe minimale et les niveaux de glucose sanguin
ont été déterminés a laide d'un appareil Accu-Chek Performa® pour confirmer le
développement du diabéte. Les rats qui présentaient une hyperglycémie (taux de glucose

sanguin > 300 mg/dl) ont été utilisés dans I'expérience.
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11.1.4 Mesure des parameétres physiologiques :

L'effet antidiabétique de l'extrait aqueux de feuilles d'Atriplex halimus.L chez les rats a été
déterminé en mesurant chaque semaine les niveaux de glucose plasmatique a jeun et les poids
corporels. La consommation d'eau a été déterminée quotidiennement (mL). Les triglycérides
sériques, le cholestérol total et les enzymes hépatiques (sérum glutamique oxaloacétate
transaminase (SGOT) et sérum glutamique pyruvate transaminase (SGPT), phosphatase
alcaline (PAL) ont été déterminés aux jours 14 et 42 apres I'administration de I'extrait. Les
animaux ont été divisés en deux groupes, le groupe 14 sacrifié par décapitation au jour quatorze

et le groupe 42 sacrifié par décapitation apres quarante-deux jours.

11.1.5 Etude histologique :

Deux rats ont été sélectionnés au hasard dans chaque groupe pour des investigations histo-
pathologiques aux jours 14 et 42. Des échantillons de tissus ont été préleveés, le pancréas a été
fixé dans des récipients contenant 10% de solution formaldéhyde pour étre traités
histologiquement selon le protocole décrit par (Boukeng et al., 2018) (voire Chapitre I, page
64-66).

11.1.6 Analyses statistiques

Pour les résultats numériques, une analyse de variance unidirectionnelle (ANOVA) avec des
comparaisons de test t de deux variances a été réalisée a l'aide de XLSTAT et tous les
graphiques ont été réalises a l'aide du logiciel Microsoft Office 2007. Les résultats ont été
exprimés en moyenne + SEM. Les valeurs de p<0,05 ; p<0,01 ; p <0,001 ont été considérés

comme significatifs (*), tres significatifs (**) et hautement significatifs (***) respectivement.

112 Résultats

11.2.1 Activité antidiabétique de D’extrait aqueux d’Atriplex halimus. L chez les rats
rendus diabétiques par le Streptozotocine

11.2.1.1 Effet de ’extrait aqueux de ’A.halimus sur les paramétres physiologiques

Les résultats de (Figure. 33) ont révelé une perte de poids plus importante chez les rats
diabétiques comparés aux rats témoins, mais le poids des rats s’est amélioré apres 42 jours de
traitement avec 1’extrait d’A.halimus aux doses 200 et 100 mg/kg.

Les rats traités par I’Atriplex halimus consomment moins d’eau que les rats diabétiques au cours
des quinze premiers jours de traitement, cette différence était significative a la fin de
I’expérience entre les rats témoins et les rats traités par Atriplex halimus 200 et 100 mg/kg
(Figure 34). Les rats continuent de consommer d’eau peut étre due a la salinité de I’extrait

aqueux d’Atriplex halimus.
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Figure 33: Effet de I'Atriplex halimus L sur le poids de I'animal (g), aux semaines 2 et 7. C :
Témoin, NT : rats normaux traités, D : rats diabétiques non traités, D100 : rat
diabétique traité avec un extrait aqueux d'Atriplex halimus a la dose de 100 mg/ kg de
poids corporel. D200 : rat diabétique traité avec un extrait aqueux d'Atriplex halimus
a la dose de 200 mg/kg PC. Les résultats sont exprimés en moyenne + SD (n = 10
animaux par groupe). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 ont été considérés comme
significatifs par rapport au groupe témoin (C).
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Figure 344 : Effet de I'Atriplex halimus L sur la consommation moyenne de volume d'eau
(ml/jour), aux semaines 2 et 7. C : Témoin, NT : Rats normaux traités, D : Rats
diabétiques non traités, D100 : Rat diabétique traité avec un extrait aqueux de
Atriplex halimus a la dose de 100 mg/kg de poids corporel. D200 : rat diabétique
traité avec un extrait aqueux d'Atriplex halimus a la dose de 200 mg/kg PC. Les
résultats sont exprimés en moyenne = SD (n = 10 animaux par groupe). *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 ont éte considérés comme significatifs par rapport au groupe
témoin (C).
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11.2.1.2 Effet de ’extrait aqueux de I’A.halimus sur les paramétres biochimiques
Les résultats indiquent que I’administration de Streptozotocine a augmenté de facon
significative (p <0,001) la glycémie dans les groupes (D, D100, D200) une semaine apres
I’injection IP (Figure 35) par rapport au groupe témoin. Toutes les manifestations cliniques ont
été observées chez les rats : hyperglycémie, fatigue et faiblesse, perte de poids rapide, miction
accrue, respiration rapide et consommation élevée d’eau. Deux semaines apres I’injection de
Streptozotocine, trois rats du groupe diabétique sont morts a cause de complications causées
par ’hyperglycémie.
Les sept rats restants étaient trés faibles pour cette raison, tous les rats de ce groupe ont été
sacrifiés apreés 21 jours d’injection de Streptozotocine.
Le traitement a I’aide d’extrait aqueux d’Atriplex halimus (200 mg/kg de poids corporel) induit
une baisse trés significative des taux de glucose (P < 0,001) a la fin de I’expérience (Figure
35), cette antihyperglycémie était proportionnelle a la dose et a été observée apres un long
traitement (7 semaines) par rapport au protocole de traitement a court terme (deux semaines).

Nous avons remarqué que la dose de 100 mg/kg p.c. a entrainer une diminution significative
dela glycémie. L’extrait aqueux d’Atriplex halimus L entrainant une légére réduction des taux

de glucose chez les rats normaux par rapport aux rats témoins.
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Figure 35: Effet de I'extrait aqueux d'A.halimus sur les taux de glucose sanguin induit par la
Streptozotocine chez les rats diabétiques et les rats normaux. C : Témoin, NT : rats
normaux traités, D : rats diabétiques non traités, D100 : rats diabétiques traité avec un
extrait aqueux d'A.halimus a la dose de 100 mg/kg de poids corporel. D200 : rats
diabétique traités avec un extrait aqueux d'A.halimus a la dose de 200 mg/kg PC. Les
résultats sont exprimés en moyenne £ SD (n = 10 animaux par groupe). *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 ont été considéres comme significatifs par rapport au groupe
témoin positif (C).

La streptozotocine cause une légere diminution du taux de cholestérol et des triglycérides, mais
elle n’était pas significative, mais 1’administration d’extrait aqueux d’A halimus cause une
diminution significative (P < 0,05) dans le cholestérol et les triglycérides des groupes D100 et
D200 et une diminution trés importante dans le groupe traité normalement deux semaines apres
le début du traitement (Tableau 20). Sept semaines aprés le début du traitement, les
triglycérides augmentent de facon significative dans le groupe D100, nous avons également
remarqué une augmentation des triglycérides dans le groupe D200, mais elle n’était pas
significative (Tableau 21).

L’injection de streptozotocine a entrainer une augmentation tres significative des taux
d’enzymes hépatique du groupe D (P < 0,001) par rapport au groupe témoin. L'administration
d'extrait aqueux d'A halimus réduit légérement les taux de ces enzymes.

Le niveau de STGP dans le groupe D200 était proche du contréle a la fin de I'expérience
(Tableau 20 et 21).
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Tableau 20 : Effet de I'Atriplex halimus L sur les triglycérides sériques, le cholestérol total et
les enzymes hépatiques ((sérum glutamique oxaloacétate transaminase (SGOT) et sérum
glutamique pyruvate transaminase (SGPT), phosphatase alcaline (PAL)) de rats diabétiques et

normaux deux semaines apres le début du traitement.

Group  Cholestérol(g/L  Triglycérides(g/L ~ STGO (U/L) STGP(U/L) PAL(U/L)

e ) )

C 1,017+ 0,120  1,450+0,026 31+2,000 29,333+4,041 187,667+9,074

NT 1,493+0,567 0,313+ 0,025 32+3,606 NS 31,000+ 4,000NS 191,667+11,015NS
NS

D 1,07740,576 1,000+ 0,030 80+10,817™ 70,000 +11,136"™ 456,3+ 60,451
NS NS

D100 0,583+ 0,015* 0,643+ 0,031" 69,333+2,082" 60,667+2,517"" 369,667+4,163™

D200 0,720+ 0,036* 0,450+ 0,026** 50,667+2,309" 49,000 +2,646 ** 357,6+ 38,527**

C : Témoin, NT : rats normaux traités, D : rats diabétiques non traités, D100 : rat diabétique traité avec
un extraitaqueux d'Atriplex halimus a la dose de 100 mg/kg de poids corporel. D200 : rat diabétique
traité avec un extrait aqueux d'Atriplex halimus a la dose de 200 mg/kg PC. Les résultats sont exprimés
en moyenne £ SD (n = 10 animaux par groupe). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 ont été considérés
comme significatifs par rapport au groupe témoin (C). NS : non significatif.
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Tableau 21 : Effet d'Atriplex halimus L sur le cholestérol total, les triglycérides sériques et les

enzymes hépatiques (aspartate transaminase (SGOT), alanine transaminase (SGPT) et

phosphatase alcaline (PAL)) de rats diabétiques et normaux sept semaines apres le début du

traitement.
Groupe Cholestérol(g/L)  Triglycérides(g/L) STGO (U/L) STGP(U/L) PAL(U/L)
c 1,153+0,182 1,157+ 0,240 29+1 27,667+£1,528 193,33+6,807
NT 1,053+0,182 NS 1,057+ 0,240NS 27+ 3,464NS 26,667+1,528NS  186,66+12,503NS
D / / / / /
D100 0,637+0,090" 2,280+ 0,171* 65+4,583** 51+3,606** 37949,165***
D200 0,557+0,038* 1,933+ 0,700NS 58,667+3,215**  34+4 163NS 381,66+£12,423***

C : Témoin, NT : rats normaux traités, D : rats diabétiques non traités, D100 : rat diabétique traité avec
un extrait aqueux d'Atriplex halimus a la dose de 100 mg/kg de poids corporel. D200 : rat diabétique
traité par extrait aqueux d'Atriplex halimus a la dose 200 mg/kg PC. Les résultats sont exprimés en
moyenne = ET (n=10 animaux par groupe). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 ont été considérés comme

significatifs par rapport au groupe témoin (C). NS : non significatif.

11.2.1.3 Effet de I’extrait aqueux de I’A.halimus sur les parametres histologiques
L’¢tude histologique dans les tissus pancréatiques des rats témoins (C) et des rats normaux
traités avec A.halimus (NT) a montré une structure normale desflots de Langerhans a 400X aux
jours 14 et 42.

Toutefois, la Streptozotocine a induit de graves changements dégénératifs et nécrotiques chez
le rat diabétique apres 21 jours d’induction du diabete, et tous les rats de ce groupe ont été
scarifiés aprés 21 jours. Des rats diabétiques traités a 1’extrait aqueux d’Atriplex halimus
montrent une amélioration marquée desflots de Langerhans a la dose de 100 mg/kg p.c et a la
dose de 200 mg/kg p.c (Figure 36).
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SRCRIR e 3B D20 SRR LN

Figure 36: Photographies du pancréas de tissus de rats montrant I'effet de I' Atriplex halimus contre le
diabete induit par la Streptozotocine. C: Témoin, NT : ratsnormauxtraités, D : rats diabétiques
non traités, D100 : rat diabétique traité avec un extrait aqueux d'Atriplex halimus a la dose de
100 mg/kg de poids corporel, D200 : rat diabétique traité avec un extrait aqueux d' Atriplex
halimus a la dose de 200 mg/kg PC. (IL) ilot de Langerhansa coloration claire (fleche) (X40).
A apres 2 semaines, B apres 7 semaines.
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1.3 Discussion

Le diabéte sucré est une maladie chronique répandue dans le monde, caractérisée par une
augmentation du taux de glucose dans le sang, ainsi que des altérations du métabolisme des
lipides et des protéines (Poznyak et al., 2020). Des études ont démontré que I'hyperglycémie
mal controlée est I'un des principaux symptémes, qui entraine des dommages a l'organisme,
ainsi que des complications chroniques telles que la rétinopathie, la néphropathie, la

neuropathie et les maladies cardiaques (Castro Bear et al., 2021).

En Algérie, le traitement de cette pathologie repose principalement sur des médicaments pour

contréler la glycémie, bien qu'une partie de la population utilise également des remedes naturels
en raison de leur caractere sir et non toxique.

Cette étude se concentre sur les activités biologiques et l'activité hypoglycémiante de l'extrait
aqueux d'Atriplex halimus chez des rats wistar diabétiques induits par la streptozotocine. Nous
prenons en compte les aspects divers et les utilisations traditionnelles de cette plante, qui est
utilisée depuis l'antiquité jusqu'a nos jours par les habitants des régions reculées pour soulager
de nombreux problémes de santé. 11 est important de ne pas ignorer les études qui soutiennent

sa véritable valeur pharmacologique. Nos recherches visent a contribuer a la prévention des
maladies cardiovasculaires et a réduire les complications courantes du diabéte.

Dans la médecine traditionnelle, de nombreuses plantes ont été largement utilisées dans le
traitement du diabete, cependant, des étudesscientifiques ont été menées sur moins de la moitié
de ces plantes pour traiter les symptoémes ou les affections liées au diabete. Parmi ceux déja
étudiés, la plupart présentaient des effets antidiabétiques lors d'études pharmacologiques in
vitro et in vivo(Subramoniam, 2016). Les chercheurs ont expliqué que ces extraits des plantes
pourraient agir en compensant la déficience en insuline, en réduisant la sécrétion de glucagon
ou en augmentant la sécrétion d'insuline, en stimulant directement la glycolyse dans les tissus

périphériques, ou en réduisant I'absorption du glucose au niveau intestinal (Gray et al., 2000).

Dans la vérification de l'effet hypoglycéemiant de I'extrait aqueux des parties aériennes de
I’A.halimus chez les rats, un modeéle d'induction intrapéritonéale (IP) a été utilisé avec
streptozotocine a la dose unique de 80 mg/kg de poids corporel. La streptozotocine (STZ) est
largement utilisé pour induire le diabete insulinodépendant ou non insulinodépendant chez les
animaux de laboratoire (Furman, 2015; Sharma et al., 2013; Szkudelski, 2001), ce qui est

cliniquement pertinent pour étudier la pathogenése du diabéte sucré de type | et de ces
complications associees (S. N. Goyal et al., 2016; Yaribeyqgi et al., 2020).
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Il a été postulé que la streptozotocine produisait une réduction massive de la libération
d'insuline en raison de la dégénérescence des cellules B pancréatiques et une nécrose des ilots
de Langerhans, attribuée a la génération de radicaux libres toxiques induisant des cassures de
I'ADN (alkylation) (Masson et al., 2003), et I'oxydation des lipides (Spinas, 1999).
Les paracliniques de référence qui nous permettent de connaitre I'effet antidiabétique du
traitement avec l'extrait aqueux des parties aériennes d’A.halimus sont la glycémie, les
changements morphophysiologiques des tissus et d'autres paramétres biochimiques (profil
lipidique, hépatique et rénal), et I'analyse anatomopathologique, I’évolution de ces paramétres

est détaillée dans les sections suivantes.

Dans notre étude, nous avons observé que les modeles de diabéte induits chimiquement par
STZ représentent souvent des similitudes avec la physiopathologie attendue pour le diabéte
sucré humain (Al-awar et al., 2016; Fréde & Medeiros, 2008), tels que I’hyperglycémie, la perte
de poids, la polyurie, la polyphagie et la polydipsie.

D’apreés nos résultats, le diabéte expérimental a été confirmé deux jours apres I'administration
IP duSTZ. Les rats atteints de diabéte expérimental ont présenté une forte consommation d’eau
et une perte de poids corporel comparés aux rats témoins. Ces résultats sont cohérents avec
ceux obtenus par d'autres auteurs qui induisent également le DT1 en utilisant le méme modéle
(Lenzen, 2008; Shivanna et al., 2013), ils ont observé une diminution du gain de poids chez les
rats diabétiques. La perte de poids chez les rats atteints de DT1 est due au fait que la résistance
a I'insuline augmente la consommation de tissu adipeux et musculaire, ce qui entraine une
réduction du poids corporel total (Ravussin & Smith, 2002).

Une légére diminution du gain de poids corporel a été enregistrée chez les rats traités avec
I’extrait d’A.halimus aux doses 100 et 200 mg/kg.pc par rapport aux rats témoins (C). Ces
résultats sont en accord avec ceux obtenus par (Chikhi et al., 2014) qui ont montré une
amélioration significative de la croissance du poids corporel chez des souris traitées avec un
extrait aqueux d'Atriplex halimus (200 mg/kg de poids corporel). De méme, (Metawea &
Shaheen, 2021) apres l'ingestion de poudre des feuilles d'A.halimus chez des animaux
expérimentaux ont entrainé une prise de poids plus faible.

Les études précedentes nous amenent a suggérer que l’extrait aqueux d’A.halimus ont
effectivement un effet antidiabétique, car si aucune perte de poids n'est observée, c'est parce
que le glucose est consommé pour la dépense énergétique et non pour la graisse corporelle et
les tissus musculaires, ce qui a son tourserait révélateur d’une diminution de la résistance a

I’insuline dans les tissus périphériques.
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Les résultats glycémiques dans les unités expérimentales restent supérieurs aux valeurs
normales sauf pour le groupe témoin négatif, en raison de l'induction chimique similaire au
diabete par la streptozotocine qui exerce son action cytotoxique sur les cellules B du pancréas,
conduisant a une libération rapide d'insuline par ces cellules. Cela entraine une chute rapide de
la glycémie, suivie d'une augmentation de la glycémie et du développement du diabéte sucré
chez les rats adultes (Elsner et al., 2006). Ce résultat a été corroboré par diverses études, comme
le rapportent (Chikhi et al., 2014; Metawea & Shaheen, 2021). De leur c6té, le résultat de la
(Figure 35) indique que l'extrait aqueux d’A.halimus a un effet sur le contrdle de
I'hyperglycémie, cet effet étant observeé dans une plus grande proportion dans des doses de 200
mg/kg. Ces données sont en accord avec ce qui a été rapporté dans la littérature, ou
I'administration pendant quatre semaines de I'extrait aqueux des parties aériennes de cette plante
(200 mg/Kg) réduit la concentration de glucose chez des rats hyperglycémiques induits par le
STZ (Chikhi et al., 2014). En outre, (Aharonson et al., 1969), ont démontré que 1’extrait aqueux
ainsi que le jus presse des feuilles provoquent un effet antihyperglycémiant chez des rats
normaux et diabétiques. Il a également été montré que lI'administration orale de la poudre des
feuilles fruit d’A.halimus (7,5 %) améliore le profil glucidique chez le rat diabétique induit par
I’alloxane, ces résultats étant attribués a I'augmentation de la sécrétion d'insuline induite par la
poudre d’A.halimus (Metawea & Shaheen, 2021).
Des défauts dans I'action de l'insuline ou une hyperglycémie pourraient étre associés a des
modifications du métabolisme des lipides et lipoprotéines plasmatiques chez les patients
diabétiques, ce qui entraine une dégradation des graisses et une augmentation des profils de
lipides et d'acides gras libres (Goldberg, 2001). L'hypertriglycéridémie, ’augmentation des
taux de cholestérol total (CT), et la réduction du cholestérol plasmatique des lipoprotéines de
haute densité sont les anomalies lipidiques les plus courantes dans le diabéte sucré (Mitra et al.,
1995). En raison de la relation entre le diabéte et I'hyperlipidémie, la quantification des
triglycérides, et du cholestérol total (CT) a été prise en compte dans cette étude.
L'administration de I'extrait aqueux d'A.halimus & des doses de 100 mg/kg (D100) et 200 mg/kg
(D200) a entrainé une diminution des taux de cholestérol total et de triglycérides dans le sang
ches les rats diabétiques par rapport au groupe témoin (C) pendant deux semaines aprées le début
du traitement. Cet effet pourrait étre lié a l'activité protectrice de I'extrait aqueux des parties
aériennes d’A.halimus sur le pancréas puisque, comme démontré précédemment, lorsque la
production ou la libération d'insuline est améliorée par la régenération des cellules béta
pnacréatique, le processus de lipolyse est inhibé, provoquant une action anti-hyperlipidémie
(Ginsberg et al., 2005). Le niveau de cholestérol est généralement élevé chez le patient

diabétique, ce qui suggere que l'extrait aqueux d'A.halimus peut protéger le patient diabétique
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des maladies coronariennes causées par une augmentation du cholestérol. En ce sens, la
diminution de la lipidémie pourrait étre liée a la présence de flavonoides, en raison de sa
participation a la régulation du métabolisme lipidique par la stimulation de l'activité de la
lécithine-cholestérol acyltransférase (LCAT) (J. Chen & Li, 2007).
L'hyperglycémie a des conséquences sur le fonctionnement du foie qui se manifestent par une
augmentation des marqueurs hépatiques dans le sang (Felig et al., 1970). Le glutamique
oxaloacétate transaminase serique (SGOT), le glutamate-pyruvate transaminase serique
(SGPT) et la phosphatase alcaline (PAL) sont des enzymes couramment utilisées comme
biomarqueurs pour predire une éventuelle toxicité pour le foie puisque I'élévation de ces
enzymes indique une lésion hépatique (Rikhi et al., 2020).
Les résultats de cette étude démontrent que A. halimus présente une activité protectrice en
réduisant les enzymes hépatiques chez les rats diabétiques. Ces résultats sont en accord avec
(Metawea et Shaheen, 2021), qui ont signalé que la poudre de feuilles d’A.halimus présentait
une diminution significative desenzymes hépatiques chez les rats diabétiques. Une baisse des
activités enzymatiques a été observée apres un traitement long (7 semaines) par rapport au
protocole de traitement a court terme. Concernant I’examen microscopique, Il est bien connu
que l'un des organes les plus touchés chez les patients atteints de DT1 est le pancréas (Haligur
et al., 2012), c'est pourquoi les anomalies histopathologiques de cet organe ont été étudiées
apres un traitement par A.halimus.
Dans notre recherche histologique, nous avons constaté une importante atrophie des flots de
Langerhans chez les rats diabétiques non traités. Ces observations ont également été confirmés
par d'autres chercheurs (Zanoello et al., 2002), ce qui indique que le STZ détruit efficacement
les cellules B dupancréas. En revanche, Les rats traités avec I’extrait aqueux d’Atriplex halimus
a des doses de 100 mg/kg et 200 mg/kg ont montré une plus grande protection des cellules
pancréatiques. De plus, une légére hypertrophie a été observée au niveau des ilots, ce qui

démontre que ce produit, en plus de réduire les niveaux de glycemie, assure une meilleure
protection des cellules du pancréas.

L'activité antidiabétique et le mécanisme d'action d'A halimus sont encore inconnus. Le
mécanisme possible de l'activité antidiabétique de l'extrait aqueux de cette plante est
I'amélioration des flots de Langerhans qui sont clairs dans les tissus histologiques chez le rat
traité avec A. halimus dans les groupes D100 et D200 (Figure 4), ou en augmentant la sécrétion
pancréatique de l'insuline des cellules béta existantes. Cette activité semblable a celle de
l'insuline peut également étre due a des phytoconstituants (Missoun et al., 2018). Plusieurs
étudesont rapporté l'activité antidiabétique des especes d'Atriplex halimus provenant de régions

désertiques (Chikhi et al., 2014; Slama et al., 2020; Souad et al., 2019).
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Drautre part, les actions pharmacologiques de I’extrait aqueux des parties aériennes d’A.halimus
peuvent étre liées a la présence de composes phénoliques, de flavonoides, des alcaloides, de
saponosides, et de tanins. Ces contenus en familles chimiques ont été rapportés dans une étude
réalisée par (Emam, 2011; M. Goyal & Kaur, 2019). Plusieurs études ont démontré que les
composeés phénoliques et les flavonoides possedent une activité antidiabétique marquée (Chikhi
etal., 2014; Kumari M & Jain S, 2012; Suba et al., 2004), des minéraux (P, K, Mg, Fe, Cu, Mn,
Se, Ca, Na, Cr). Ces minéraux, notamment les sels de chrome et de magnésium, issus des tissus
decette plante régulent la glycémie en activant lI'effet de l'insuline (Metawea et Shaheen, 2021).
I a également été montré que les flavonoides peuvent se lier a des polymeres biologiques, tels
que des enzymes, des transporteurs d'hormones et de I'ADN, chélater des ions métalliques
transitoires, tels que le fer, le cuivre et le zinc, catalyser le transport d'électrons et éliminer les
radicaux libres (Shi et al., 2003). En plus certains éléments minéraux comme le zinc, le fer et
autres présents en trace dans [’Atriplex halimus qui auraient un effet insulinomimétique direct
dans I’absorption du glucose (Akhtar, 1990). La présence d'acides aminés (acide aspartique,
thréonine, sérine, acide glutamique, proline, méthionine, isoleucine, leucine, tyrosine, histidine
et arginine) et de protéines analogues a l'insuline a été signalée dans les matiéres végétales
(Marella, 2018) et dans les acides gras (acide stéarique) , acide palitolique, acide myristique
palitoléique, acide linolénique, acide pélargonique). Cet effet pourrait étre lié a Il'activité
protectrice de l'extrait aqueux des parties aériennes d’A.halimus sur le pancréas puisque, comme
démontré précédemment, l'analyse histopathologique a montré que les deux traitements
retrouvaient des composants endocriniens associés aux Tilots pancréatiques. Lorsque la
production ou la libération d'insuline est déficiente, le processus de lipolyse n'est pas inhibg,
provoquant une hyperlipidémie (Ginsberg et al., 2005). Cependant, nos résultats ont montré que
les animaux traités avec l'extrait aqueux des parties aériennes d’A.halimus a dose de 200mg /kg
atténuaient la résistance a l'insuline, ce qui pourrait étre lié a la diminution des TG, du

cholesteérol total par rapport aux animaux diabétiques auxquels le véhicule a été administré.
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1. Activité anti-inflammatoire
111.1 Matériel et méthode

111.1.1 Répartition des lots

L’évaluation anti-inflammatoire a été réalisée selon le protocole de (Winter et al., 1962). Des
souris Wistar, femelles, ayant un poids compris entre 25 g et 30 g, ont été mis a jeun pendant
24 heures. Les souris ont été répartis en 4 lots de 5 souris, chaque groupe recoit par voie orale
les solutions expérimentales comme suit :

Lot 1: Traité avec de l'eau distillée (contréle négatif)

Lot 2: Traité avec de DICLOFENAC 50 mg/Kg (contrble positif)

Lot 3: Traité avec une dose de 100 mg/kg PC de l'extrait aqueux d’A.halimus

Lot 4: Traité avec une dose de 200 mg/kg PC de l'extrait aqueux d’A.halimus

111.1.2 Induction de 'inflammation

Avant I'administration des traitements, le volume initial (V0) de la patte postérieure gauche de
chaque souris a été mesuré a I’aide d’un pied a coulisse digital. Une heure aprés le traitement,
100 pl de solution de carragénine a 1% a été injecté par voie sous I’aponévrose plantaire dans
la patte gauche postérieure, puis le volume de ’cedéme de la patte a été mesurée a 1 h,2 h, 3 h,

4 h, 5 h et 6 heures aprés lI'administration du carragénine .

111.1.3 Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire des traitements testés et son évolution ont été évaluées par la
détermination de la moyenne du pourcentage d'augmentation (%AUG) du volume de la patte
de souris et des pourcentages moyens d’inhibition (%INH) de I’cedéme, calculés suivant la

formule :

> Mesure de ’eedéme

%AUG = (Vt-V0) x 100 / VO

Vt : Volume de la patte au temps t ; VO : Volume initial de la patte

» Pourcentage d’inhibition de ’cedéme (% INH) :

%INH = (A -B) x100 /A

A représente le volume d’cedeme du groupe témoin ; B : ’cedeéme de la patte des groupes test.
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111.1.4 Détermination des parameétres biologiques

Apres six heures de I'induction de I’inflammation, les animaux ont éte sacrifiés et le sang

prelevé a éte utilisé pour déterminer les taux d’hémogramme et taux de protéines C-réactives

(CRP), pour chaque groupe.

I11.1.5 Etude histologique
A la fin des expérimentations, des échantillons de tissus (jambes) ont été prélevés
immediatement, puis fixés dans une solution de formol a 10 %. Ensuite, ces échantillons ont

été décalcifiés a lI'aide d'une solution décalcifiante, comme décrit par (Amari et al., 2021)

L'examen histologique a été effectué en suivant la (Giacco & Brownlee, 2010; Stark &
Massberg, 2021)(voire Chapitre I, page 64-66).

111.2 Résultats

111.2.1 Effet de I’extrait aqueux des parties aériennes d’Atriplex halimus sur I’cedéme
inflammatoire de la patte de souris induite par la Carragénine

111.2.1.1 Le pourcentage d’augmentation des groupes : témoin, standard, dosel, dose2

L’administration de I’extrait aqueux a la dose de 100 mg/kg prévient de maniére significative

(p<0,05) I'cedéme de la patte postérieure gauche de souris induite par la Carragénine.Le

pourcentage d'augmentation de I’cedéme inflammatoire (Figure 37) de la patte est de

36,87+08,54 ; 10,96+05,92 a la 2¢me, 4éme heure respectivement, comparée au groupe témoin

traité avec I'eau physiologique dont I'augmentation de I'eedéme est de 57,83+9,75 ; 30,31+6,03

respectivement.

Par contre, le pourcentage d’augmentation a été trés significative (p<0,01) a la 3¢™e heure, 5¢me

heure respectivement de 22,55+5,23; 2,04+3,18 par rapport au souris témoins positifs

51,04+2,13 ; 19,34+0,3.

En revanche, la proportion d’augmentation a été hautement significative (p<0,001) a la 6¢me

heure 0,00+£0,0 comparativement aux souris témoin positifs 16,24+2,94.

Les résultats obtenus apreés le traitement par I’extrait aqueux d’Atriplex halimus a la dose 200

mg/kg nous montrent le méme effet de l'augmentation de la patte des souris comparé au témoin

positif avec une diminution tres significative concernant la dose de 200 mg/kg a la 6eme heures

(p<0.01).

Concernant, les souris traitées avec le DICLOFENACa 50 mg/kg, les cedémes des pattes ont

atteint leurs maximums activités par la réduction de ’augmentation des cedemes des pattes a la

5éme et 6eme heure (p<0,001) avec 1,89+ 0,89 et 0,00+0,00 d augmentation respectivement.

92



Etude expérimentale Etude des activités biologiques
Chapitre Il : activité anti-inflammatoire

()
o

(o]
o

W AUG% T

B AUG% STD

T
* ]’ B AUG% 100
*
-[ AUG% 200
* ok
* %
-|— * *T
**X
ok ok
kk  EE
1 -
[
H1 H2 H3 H

4 H5 H6

%Agmentation
N w By (%) (o)) ~
o o o o o o

=
o

o

Heures

Figure 37: Pourcentage d’augmentation du volume de la patte chez les souris traitées avec le
DICLOFENAC et les souris traitées avec I’extrait Aqueux avec les doses 100 et 200

mg/kg P.C comparant aux souris témoins. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

111.2.1.2  Le pourcentage d’augmentation des groupes : standard, dose 1 (100 mg/kg),
dose 2 (200 mg/kg)

Le traitement par I’extrait aqueux d ’Atriplex halimus a la dose de 200 mg/kg présente une
augmentation significative (p<0,05) du volume de la patte des souris a partir de la 2¢™¢ heure
jusqu’a la 6™ heure 54.72+8.55 a 1,46 + 0,72 aprés linjection de la Carragénine
comparativement aux souris traitées par DICLOFENAC (50 mg/kg) 38,24+10,08 a 0,00+0,00.
Alors que la comparaison ne révéle aucune différence significative du % AUG entre les souris
du lot standard et le lot traité par la dose (100 mg/kg) durant les six heures de I’expérimentation
(Figure 38).
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Figure 38: Pourcentage d’augmentation du volume de la patte chez les souris traitées avec
I’extrait Aqueux avec les doses 100 et 200 mg/kg P.C comparativement aux souris

traitées avec le DICLOFENAC. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

111.2.1.3 Le pourcentage d’inhibition des groupes : standard, dosel 100mg/kg, dose2
200mg/kg

Les résultats présentes dans la figure 39 ont montré que l'extrait aqueux de la partie aérienne
d’Atriplex halimus posséde une activité anti-inflammatoire plus importante.

Cependant une meilleure inhibition de I'cedéme inflammatoire de la patte de souris a été
observee chez le groupe standard 11,61+04,87 a 100,0+0,00 comparée au groupe traité par la
dose (100 mg/kg) 5,39 £03,06 a 100,0+£0,00, Alors que I’activité inhibitrice de I’extrait a la
dose de 200 mg/Kg de P.C est significativement moins efficace par rapport a celle du
DICLOFENAC particulierement a la troisieme heure et cinquiéme heure (p<0.001).
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Figure 39: Pourcentage d’inhibition du volume de la patte chez les souris traitées avec 1’extrait
Aqueux avec les doses 100 et 200 mg/kg P.C comparativement aux souris traitées avec
le DICLOFENAC. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

111.2.1.4 Evaluation de la CRP sérique aprés induction de ’cedéme par la carragénine

Les résultats du dosage de la C-Réactive Protéine (CRP) sont représentés dans la figure 40. Ces
données montrent qu'il existe une diminution trés significative des moyennes des valeurs de
CRP dans le groupe standard (8,35 + 0.86) et dans le groupe traité par la dose de 100mg/kg
(12,6 £ 0.98) par rapport aux témoins positifs (17,27+1,20) (p<0.01). Alors qu’aucune
différence significative n’est observée entre la concentration en CRP des souris traité par la

dose de 200 mg/kg et celles des témoins positifs (p<0.05).
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Figure 40: Taux de la Concentration de Protéine Réactive (CRP) chez les souris traitées avec
le DICLOFENAC et les souris traitées avec I’extrait Aqueux avec les doses 100 et 200 mg/kg
P.C comparant aux souris témoins. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

111.2.1.5 Etude histologique

111.2.1.5.1Groupe témoin

L’étudehistopathologique destissus cutanés cedémateux dela patte des souris du groupe témoin
positif a révélé un infiltrat inflammatoire intense (exsudat) et des fibroblastes au niveau du
derme profond avec une hémorragie remarquable suite a une délitation des vaisseaux sanguins
(Figure 41).

111.2.1.5.2Groupe standard

L’examen microscopique des tissus des pattes des souris traitées par le DICLOFENAC (50
mg/kg) a montré une diminution de I’intensité de l'infiltrat inflammatoire, une congestion
tissulaire avec une dilatation atténuée des capillaires sanguine en comparaison avec les témoins
positifs (Figure 41).

111.2.1.5.3Groupe traité par I’extrait aqueux d’Atriplex halimus (100 mg/kg de PC)
Concernant les coupes histologiques des tissus de la patte des souris du groupe traité par
I’extrait aqueux a dose de 100 mg/kg PC. On observe une diminution de phénomene
inflammatoire presque identique a ceux du standard (Figure 41).

111.2.1.5.4 Groupe traité par I’extrait aqueux d’Atriplex halimus (200 mg/kg de PC)
L’¢étudehistologique des tissus dela patte des souris du groupe traité par I’extrait aqueux a dose
de 200 mg/kg PC a montré un aspect microscopique semblable a celle du groupe

DICLOFENAC. Cependant, une congestion moderée a été observée, avec une diminution des
infiltrats de cellules inflammatoires. (Figure 41).
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Figure 41: Photographie microscopique d’une coupe histologique des souris traités
(Coloration par I'nématoxyline +éosine (Al; B1; C1; D1;E1): x10.(A2;B2;C2;
D2 ; E2) : x40). A : aspect microscopique de la peau chez les souris témoins
cedémateux. B : aspect microscopique de la peau chez les souris traitées avec le
DICLOFENAC. C : aspect microscopique Aspect microscopique de la peau chez
les souris traitées avec 1’extrait aqueux a dose 100 mg/kg. D : aspect microscopique
de la peau chez les souris traitées avec 1’extrait aqueux a dose 200 mg/kg. IF+++:
infiltrat inflammatoire intense ; IF++ : infiltrat inflammatoire moins intense ; IF + :
infiltrat inflammatoire faible ; H+++: Hémorragie sévere ; H++: hémorragie
modeéree ; H+ : Hémorragie légére.
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111.3 Discussion
Au cours du diabéte, I'nyperglycémie chronique peut entrainer une production excessive de
radicaux libres, ce qui provoque un stress oxydatif et, par consequent, une inflammation. De
plus, cette situation est aggravée par la dysfonction endothéliale, qui affecte la circulation
sanguine et peut également déclencher des réponses inflammatoires (Giacco & Brownlee, 2010;
Stark & Massberg, 2021).

Pour évaluer ’effet anti-inflammatoire de la partie aérienne de 1’A.halimus, un modele
experimental standard d'inflammation aigué a éte utilisé chez les souris. Ce modele présente
l'avantage de fournir un espace approprié pour l'induction de la réponse inflammatoire, initiée
par l'injection d'agents irritants comme la carragénine (Koo et al., 2006). La carragénine est un
polysaccharide gélifiant dérivé d'algues marines rouges de la classe des Rhodophycées (van de
Veldeet al., 2002). Le test de la carragénine est couramment utilisé en biologie expérimentale
pour provoquer une inflammation locale, notamment au niveau des pattes des rongeurs
(Posadas et al., 2004). 1l est également fréquemment utilisé pour évaluer les produits dérivés
des plantes (Mansour et al., 2014; Paschapur et al., 2009). Cette méthode est largement préférée
en raison de sa simplicité et de sa reproductibilité élevée, comme en témoignent les études
menées par (Amari et al., 2021; Mansour et al., 2014), qui ont utilisé ce modele pour évaluer

I'activité anti-inflammatoire.

A cet effet, L’administration sous-cutanée de carraghénane, sur la face plantaire de la patte des
souris, a provoqué une inflammation aigué (Winter et al., 1962). Cette pathologie est due a la
libération de médiateurs inflammatoires de maniere biphasique. La premiere phase est due a la
libération de sérotonine, d'histamine et de kinines et survient dans la premiere heure aprés
l'administration. La deuxiéme phase est plus prononcée que la premiere et survient dans les
heures suivantes en raison de la libération de bradykinines, de protéases, de prostaglandines et
de lysosomes. Des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, I'IL-1 et I'lL-6 sont
également détectées ; de plus, une augmentation des médiateurs pro-oxydants a été observée
(Necas & Bartosikova, 2013). Cette derniére phase est la plus sensible a la plupart des agents
anti-inflammatoires utilisés en cliniqgue (Begum et al., 2015). Le DICLOFENAC, un anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) bien connu, est couramment utilis€ comme substance
anti-inflammatoire de référence, en inhibant I'activité de la cyclooxygénase-1 (COX-1) etde la
cyclooxygénase-2 (COX-2) en inhibant la synthése des prostanoides (Amanullah et al., 2022).

Selon la relation entre I'évolution du volume d’inflammation formé et le temps, un fort cedéme
a été observé danstous les groupes a partir de la 1ére heure aprés I’injection de la Carragénine.
Par contre, sa diminution a été progressive pendant les 6 heures. Cependant, on note également

98



Etude expérimentale Etude des activités biologiques
Chapitre 11l : activité anti-inflammatoire

qu’apres 5 heures, les traitements a la dose 100 mg/kg d’extrait et a 50 mg/kg DICLOFENAC,

ont présenté une réduction statistiqguement significative du volume de la patte de 2.04 % et 1.89

% respectivement.

De plus, la dose de 200 mg/kg d’extrait a générer une diminution des cedémes (1,46 %)
supérieures au témoin positif (16,24%) a la 6éme heures. Cependant, aucune réponse

thérapeutique significative n’a été observée au cours des heures précédentes.

Au cours de la phase inflammatoire de la 3¢™¢ heure a la 5éme heure, le résultat du pourcentage
d’inhibition de 1’cedéme de la patte des souris montre que 1’extrait aqueux a la dose de 100

mg/ml induit des effets anti-inflammatoires de facon significative comparativement au produit
DECLOFENAC.

En outre, l'analyse de la protéine C-réactive (CRP) impliqués dans la réponse inflammatoire
reste le meilleur examen biologique spécifique pour évaluer 1’effet anti-inflammatoire,
associées au traitement.

La protéine C-réactive (CRP) est une protéine plasmatique synthétisee principalement dans les
hépatocytes hépatiques, mais également par les cellules musculaires lisses, les macrophages,
les cellules endothéliales, les lymphocytes et les adipocytes. La CRP joue un role important
dans les processus inflammatoires et les réponses de I'h6te a I'infection, notamment la voie du
complement, I'apoptose, la phagocytose, la libération d'oxyde nitrique (NO) et la production de
cytokines, en particulier d'interleukine-6 et de facteur de nécrose tumorale-a (Garcia-
Mediavilla et al., 2007). Sa concentration augmente dans la circulation lors des réponses
inflammatoire (Jialal et al., 2004).

Les résultats obtenus montrent que, I’administration de I’extrait aqueux de I’A.halimus (100
mg /kg.pc) et molécules de Diclofénac (50 mg /kg.pc) aux souris cedémateux a diminué
significativement la concentration de CRP induit par I’injection de la carragénine. Cela peut
étre d{ aux substances bioactives dans les extraits qui affecte sur I’action des enzymes Cyclo-

oxygénase (COX-2) intervenant dans la biosynthese hépatique de la CRP (Jialal et al., 2006;
Nazarabadi et al., 2022).

L'analyse histologique a confirmé de maniére remarquable les observations macroscopiques
des tissus des pattes de souris expérimentees. En effet, I'application topique de Carragénine a
provoqué une réaction inflammatoire aigué dans le derme de la patte de souris, entrainant une
augmentation marquée de la population de neutrophiles (Figure 42). De plus, I'application du
DICLOFENAC a une dose de 50 mg/kg.pc et de I'extrait & une dose de 100 mg/kg.pc a inhibé
la reaction inflammatoire aigué, comme le montre la faible population de cellules

inflammatoires, en particulier de neutrophiles, associées au derme de la patte (Figure 42). Ces
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résultats confirment que le traitement par I'extrait aqueux d'A.halimus a une dose de 100 mi/kg
présente une activité anti-inflammatoire plus importante.
Comme il n’existe aucun rapport sur des tests d’activité anti-inflammatoire in vivo dans le genre
A.halimus, des comparaisons ne peuvent pas étre faites a cet égard. Cependant, des recherches
récentes in vitro ont été réalisées. (Yahia et al., 2023), ont montré que I’extrait méthanolique
des feuilles d’Atriplex halimus.L & une activité anti-hémolytique importante. D'autres auteurs,
comme (Ahmed et al.,, 2023), dans leurs recherches in vitro, ont souligné que I'extrait
méthanolique dégraissés d’Atriplex leucoclada a un effet antiinflammatoire marqué. Ils ont
observe une activité inhibitrice sélective contre I'enzyme COX-2 (Ahmed et al., 2023).
Le pouvoir anti-inflammatoire de I’extrait aqueux de I’A.halimus a dose 100 mg/ml peut étre
attribué a l'effet synergique de certains composés bioactifs retrouvés dans cet extrait, qui
conférent & la plante un mécanisme d'action similaire a celui des AINS (Maleki et al., 2019).
Cependant, il est possible que ces métabolites présentent une action biologique dépendante de
la concentration de I'extrait ou de la fraction (Javier Patino et al., 2012).
Il a été démontreé que divers composées phénoliques d’origine végétale contribuent a 1’effet
anti-inflammatoire en raison de I’inhibition de la prostaglandine synthétase, réduisant le niveau
de prostaglandines dans le processus inflammatoire (Maleki et al., 2019), en inhibant ainsi la
migration des leucocytes vers le site inflammatoire (Kagambega et al., 2022). D’autre part, il
existe également des rapports que les dérives de I’acide phénolique comme les acides (gallique
et tannique) ; et les flavonoides comme catéchine et hespéridine ont une activité anti-
inflammatoire, en inhibant les médiateurs de I’inflammation principalement le facteurnucléaire
(NF - xB), qui agissent en inhibant la protéine oxyde nitrique synthase inductible (iNOS), de
TNF-a et d'IL-6 (Choi et al., 2017; Maleki et al., 2019).

De méme, il a été rapporté que les flavonols tels que la quercétine et la myricétine sont capables
de moduler I'expression de NF-Kb (Banerjee et al., 2002), et intervient dans les niveaux de
COX-2 (O’Leary et al., 2004) et de bradykinines (Pan et al., 2005). En outre, il & également été
démontré que les bioactivités du composé alpha tochopherol comprennent des propriétés
antiinflammatoires en diminuant les taux de cytokines pro-inflammatoires (Kopanska et al.,
2022), inhibant ainsi de I’activateur 1 du plasminogene (PAI-1) (Jialal et al., 2004).
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IV. Etude de P’activité cicatrisante de I’extrait aqueux d’Atriplex halimus
IV.1 Matériel et méthode

IV.1.1 Préparation de la créme 5% et 10% de I’extrait aqueux de I’A. Halimus

La préparation de la creme de base se fait par deux phases. La phase huileuse a été constituée
d’huile de tournesol, cire émulsifiante et conservatrice. Tandis que la phase aqueuse a été
composée d’eau distillée et gomme de xanthine (Tableau 22).

Les deux phases ont été mises en béchers différents et fonduesau méme temps dans un bain-
marie a une température de 70°C, jusqu'a ’obtention d’un mélange homogene.

Apres cela, la phase aqueuse a été ajoutée goutte a goutte a la phase huileuse et mélangée tout
doucement et a été maintenue sous agitation modérée avec une batteuse électrique jusqu'a

I'obtention d'une masse crémeuse homogéne (Naimifar et al., 2019).

Tableau 22 : Ingrédients pour préparer creme Composition a 100%

I

La phase aqueuse : Eau distillée 51,6 %
Gomme de xanthine 0.4 %

La phase grasse L’huile de tournesol 39,4 %,
Cire émulsifiante 8 %

Conservateur 0,6 %

Les créemes obtenues (ATRIPLUS) a 5 % et 10 % ont éte conditionnées dans un récipient fermé
a la température ambiante (Figure 42). A la fin, la mesure du pH a été effectuée sur une

pommade diluée 10 fois avec de l'eau distillée (Nasution et al., 2023).
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Figure 42 : Conditionnement de la créme a base d’extrait aqueux d Atriplex halimus, (A)
ATRIPLUS 5% ; (B) ATRIPLUS 10 %.

IV.1.2 Répartition des lots d’expérimentation et traitement

L’activité cicatrisante a été évaluée dans un modéle de plaie par excision circulaire
experimentale chez le rat (Ayal et al., 2019; Demilew et al., 2018) Vingt rats albinos méales de
souche Wistar, ayant un poids compris entre 270 et 300g ont été répartis au hasard en 5 groupes
de 4 rats (Tableau 23).

Tableau 23 : Répartition aléatoire des animaux de laboratoire

Lots Traitements N° Rats

Témoin Non traités 04

Excipient Traités par la creme de base sans extrait de la plante de 1g. 04

Standard Traités par une application topique de 1g de 04
MADECASSOL® creme 1%.

ATRIPLUS 5%  Traités par une application quotidienne 1g de la creme 5% 04
formulée a base de I’extrait de plante Atriplex halimus.

ATRIPLUS Traités par une application quotidienne1g dela creme 10% 04

10% formulée a base de I’extrait de plante Atriplex halimus.

IV.1.3 Induction des plaies par excision de la peau chez le rat

Les rats ont été anesthésiés par inhalation d’éther diéthylique (Bhaskar & Nithya, 2012). La
peau de la zone du flanc dorsolatéral des animaux a €té rasée avec une tondeuse a cheveux 0
mm apres avoir été désinfectée avec de l'alcool chirurgical 90% et d’une solution antiseptique
a base de povidone iodée (Bétadine solution ND), appliquée avec des compresses stériles,
ensuite une plaie circulaire symétrique de 1 cm de diamétre a été créee par excision de la peau
de la région dorsale en utilisant des pinces et de ciseau stérilisé (Figure 43).

Cela a été considéré comme le jour 0. Vingt-quatre heures apreés la création des plaies, les rats
ont été traités par une application quotidienne de 1g de créme sur les plaies des animaux, a la
méme heure une fois par jour pendant 21 jours, tandis que le témoin négatif n'a recu auqu'un
traitement (Siintar et al., 2013).

102



Etude expérimentale Etude des activités biologiques
Chapitre IV : activité cicatrisante

(4) )

(22

an

Figure 43 Images des rats utilisés pour 1’évaluation cicatrisante. (A) induction de plaie
circulaire de 2 cm2de diamétre par excision de la peau chez le rat, (B) une

application quotidienne 1g du produit sur les plaies des animaux

IV.1.4 Evaluation de DPactivité cicatrisante de I’extrait aqueux des parties aériennes
D’Atriplex halimus :

L'activité cicatrisante a été évaluée a 1’aide des paramétres tels que : I’érytheme, la présence

d’exsudats le temps d’épithélialisation et la formation de crodte sur la surface des plaies des

différents groupes étudiés (Tableau 24) (Balazs et al., 2001). Les résultats ont été notés et

comparés avec celui du lot témoin.

L’aspect macroscopique des plaies a été observé et photographié tous les trois jours a la méme

heure jusqu’a la cicatrisation (Kokane et al., 2009).

IV.1.4.1 Mesure de la contraction de la plaie
La surface des plaies a été calculée tous les trois jours pendant 21 jours, a I’aide de papier
millimétré de 1 mm? et d’une feuille transparente (planimétrie). La formule suivante a été

utilisée pour calculée la vitesse de contraction de chaque plaie (lyyam Pillai et al., 2010)

V' =S0-Sn/Sn*100

SO : surface de la plaie initiale Sn : surface de la plaie cicatrisée
V : vitesse de contraction
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Tableau 24 : Paramétres d’évaluation de la cicatrisation.

Score | Erythéme Exsudat L’apparition Phase Formation
des d’épithélialisation  de croltes
bourgeons

0 Absence Aucun Aucune Aucune Aucune

totale de exsudat apparition des épithélialisation formation
rougeur bourgeons de croltes

1 Légere Juste visible Juste visible Juste visible Juste

rougeur, visible
juste visible

2 Rouge clair  Facilement  Facilement Facilement visible  Facilement

visible visible visible

3 Rouge Quantité Quantité Quantité Quantité

sombre, par consistante  consistante consistante consistante
endroits

4 Rouge Large Large Large quantité Large

sombre, tres quantité quantité quantité
large

IV.1.4.2 Etude histologique

A la fin des expérimentations, des biopsies cutanées de 6 mm de diamétre ont été
immédiatement prélevées, lavées avec del’eau physiologique NaCl0,9%. Puis fixées au formol
a 10% pour I’étude histopathologique. Le protocole expérimental de I'étude histologique a été
préalablement détaillé dans les pages 64 a 66 du chapitre | .

Différents changements dans la peau excisée tels que les fibres de collagéne, cellules
inflammatoires, vaisseaux sanguins, fibroblastes et tissus de granulation ont été observés au

microscope.

IV.1.4.3 Analyse statistique
Les résultats obtenus sont exprimés en moyenne + écart type. Ils sont traités par le

Logiciel XTSAT. lls sont soumis a une analyse de la variance ANOVA a un facteur
suivi dutest de DUNETT. La valeur trouvée peut affirmer que les populations sont différentes
avec un risque d’erreur p tel que :

= p>0,05=1a différence n’est pas significative

= 0,05>p>0,01=ladifférence est significative*

= 0,05>p>0,001=la différence est hautement significative**

= p<0,001=Ila différence est tres hautement significative***

104



Etude expérimentale Etude des activités biologiques
Chapitre IV : activité cicatrisante

IV.2 Résultats

IV.2.1 Etude de Pactivité cicatrisante de la créme ATRIPLUS

IV.2.1.1 Evaluation de la cicatrisation des plaies

L’aspect macroscopique a été évalué par un score d’évaluation. Le Tableau 25 présente la
comparaison des moyennes des scores de 1’aspect des plaies au jour 0, 3, 6, 9, 12, 15,18 et 21.
L’analyse des résultats révélait une amélioration de ’aspect des plaies par une diminution

d’érythéme et d’exsudat.

D’aprés les résultats, les mémes signes de I'inflammation ont été observés pour tous les
animaux expérimentaux aux jours zéro. En revanche, sa diminution a été progressive pendant

les 21 jours, avec une réduction variable de chaque groupe.
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Tableau 25 Effetsdes cremes sur les parametres des plaies chez les rats de cing lots (Témoin,
Excipient, MADECASSOL, ATRIPLUS 5%, ATRIPLUS 10%) en fonction des scores.

JO J3 J6 J9 J12 J15 J18 J21
. Témoin 3.6£0.5 | 30 340 30 2.8+0.4 2.6+0.5 2.4+05 2.2+0
Erythéeme
Excipient 3.8+0.4 | 2.8%0.4 2.4+0.5 2+0.7 1.8+0.4* 1.4+0.5* 1.4+0.5* 1.2+0.4*
MADECASSOL | 3+0 2+0*** 1.420.4*%** | 1.2+04* 1.2+04** 1.2+0.4** 1.2£0.4** | 1+0**
*%x
ATRIPLUS 3.2£0.5 | 2.2+x0** 1.8+x0** 1.6x0** 1.4+0.5** 1.4+0.5** 1.2£0.5** [ 0.8£0**
5%
ATRIPLUS 3.4+0.5 | 2.8+0 2.6+0.5 1.4+04* 1.4+0** 1.440** 1.24£0.5*%* | 1+0**
10% *
Témoin 0+0 0.8+0.4 1.3+0 0.940.1 | 0.8+0.3 0+0 0+0 0+0
Excipient 0+0 0.240.4** | 1.7+0 0.7#0.3 | 0.9+0.4 0+0 0+0 040
Exsudat | MADECASSO | 00 0.4%0% | 0.520%** | 0.4+0* | 0.740 00 00 00
L
ATRIPLUS 010 0.8+0 0.4+0*** 0.3+0.1** [ 0£0*** 0£0 0+0 0£0
5%
ATRIPLUS 10% | 0+0 0.7+0 0.3x0*** | 0.3+0.2** | 0+0*** 00 00 0+0
Témoin 0+0 1+0 1.4+0.5 2+0 1+0 1+0 1.6+0.5 1+0
... | Excipient 00 140 1.620.5 20 1.8+0.4** 1+0 0.8+0.4 0.8+0.4
L’appariti
on
des MADECASSOL | 0+0 1+0 240 2.4+0.5 3+0*** 310*** 1.6£0.5 0.4+0.5*
bourgeons | ATRIPLUS 00 120 1.6+0.5 2.640.7 | 3.240.7%** | 2.840.7* * | 220.5 0.2+0.5*
5%
ATRIPLUS 10% | 0+0 0.8+0.4 1.2+0.5 2.4+0.8 2.8+0.4*** | 2.4+0.,5** 1.8+0.4 0.6+£0.8
Témoin 00 140 1+0 1.2+0.4 1.840.4 1.6x0.5 1+0 1+0
Excipient 00 10 1.6+0.5 1.640.5 | 20 1.2#0.4 0.8+0.4 0.8+0.4
Phase
d’épithélia| MADECASSOL | 0+0 1+0 2+0*** 2.4+0.5* | 3+0* 2.4+0.5 1.6+0.5 0.4+0.5*
lisation  "ATRIPLUS 0+0 2.40%% | 3£0*** | 2.6+0% |3%0* 1.4%0 1.4%0 0.2£0%
5%
ATRIPLUS 10% | 0+0 1.6+0.4 2.8+40.5%** | 2.440.4* | 2.4+0.5 1.6+0.5 1.4+0.4 0.6+0.8
Témoin 0+0 0.4%0.5 10 1.2+0.4 1.6+0.5 1.4+0.5 1.8+0 1.9+0
. Excipient 0+0 1+0 1.6+0.5 2.2+0.8* | 1.6+0.5 1.2+0.4 1.840.4 0.6+£0.5
Formation
de crotites | MADECASSOL | 0+0 1.40.5 2.4+0.5%* | 3.420.5%* | 2.420.5 1.4+0.5 0.4+0.5 | 0£0***
ATRIPLUS 0£0 1.2+0.4 2.6+0.5** | 3.2+0.5**| 1.24+0.8 0.8+0.8 0.4+0.5 0£0***
5%
ATRIPLUS 10% [ 0+0 1.2+0.7 2.8+0.5*** | 3.4+0.5**| 2.6+0.8* 1.4+0.5 0.4+0.4 0.2+0.5*

Chaque valeurreprésente la moyenne £ Ecarttype. (*) P<0.05 ; (**) P<0.01 ; (***) P<0.001: Différence
significative par rapport au témoin.
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IV.2.1.1.1 Effetsur érytheme

Au cours de cette phase, du zéro jour au neuvieme jour, la surface des plaies traitées avec

excipient n’a présenté aucune signification de I’érythéme par rapport au témoin. Par contre la

signification a été observée (P<0,05) a partir de sixiéme jour jusqu’au vingtiéme jour.

Les plaies traitées a la pommade MADECASSOL, dans les trois premiers jours, aucune
signification de I’érythéme par rapport au témoin n’a été examinée. Par contre des le troisieme
jour, une diminution tres significative a été observée (P<0.001) jusqu’au 21&me jour. De méme,
I’application topique de la créme ATRIPLUS 5 % a démontre une diminution significative (P <
0,05) de I’érythéme Par rapport au lot non traité (Tableau 25), a partir du troisieme jour,
jusqu’au vingtiéme jour. Par ailleurs, L’application topique de la créeme ATRIPLUS 10 % n’a
montré aucune signification de I’érythéme par rapport au témoin dans les trois premiers jours.
Par contre, une diminution significative (P<0.01) a été observé du neuviéme jour jusqu’au

vingtieéme jour.

1V.2.1.1.2Effet sur ’exsudat

D’aprés les résultats du tableau 25, la production d’exsudats a été observée dans tous les lots
expérimentés a partir du troisiéme jour jusqu’au douziéme jour. Pour les plaies traitées a la
pommade MADECASSOL, une différence hautement significative de la production d’exsudat a
été observee par rapport au lot témoin au sixieme jour. L’application topique de la creme ATRI

PLUS 5 % et 10 % a démontré une diminution hautement significative de la production des
exsudats (p<0,001) par rapport au lot non traité (témoin) du sixieme jour au douziéme jour.

IV.2.1.1.3Effet sur apparition des bourgeons :

A partir du troisiéme jour, I’apparition des bourgeons a été notée pour tous les animaux
expérimentaux, dés le douziéme jour, une augmentation hautement significative des
bourgeonnements a été remarquée pour les plaies traitées a I’excipient en comparaissant avec
le groupe témoin jusqu’au quinzieme jour. De méme, I’application topique de la créme
ATRIPLUS 10 % a démontré une apparition tres significative (P <0,001) de bourgeonnement
par rapport au lot non traité a partir du douziéme jour, jusqu’au quinziéme jour. Par ailleurs,
pour les plaies traitées a la creme ATRIPLUS 5 %, la pommade MADECASSOL, une
apparition hautement significative (P < 0,001) des bourgeons a été observée par rapport au

témoin du douziéme jour, jusqu’au dis huitieme jour.

IV.2.1.1.4Effet sur la phase d’épithélialisation
D’aprés nos résultats, la période d’épithélialisation a été débutée dans tous les groupes a partir
du troisiéme jour, jusqu’au vingtiéme jour. Les plaies traitées avec excipient n’ont présenté

aucune signification de I’apparition d’épithélialisation pendant les 21 jours par rapport au
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témoin. Par ailleurs, dés le douziéme jour, une augmentation significative a été observée dans
les groupes traités a la pommade MADECASSOL, ATRIPLUS 10 % par rapport au groupe
témoin. De méme, pour le groupe traité par le creme ATRIPLUS 5 %, une augmentation
significative (P < 0,001) a été démontré par rapport au lot non traité a partir du troisiéme jour,
jusqu’au neuvieme jour. Par contre a partir de neuvieme jour, la période d’épithélialisation a

stabilisé jusqu'a vingtieme jour pour tous les cing groupes expérimentés.

IV.2.1.1.5Effet sur la formation des croutes

D’apres le tableau 25, la formation des croutes a eté débutée dans tous les lots expérimentés a
partir du troisieme jour. L’application topique de la creme ATRI PLUS 5 % et la pommade
MADECASSOL a démontrer une augmentation significative de la formation des croutes
(p<0,001) par rapport au lot non traité (témoin) du sixieme jour au neuviéme jour.

Pour le lot de ATRI PLUS 10 %, une augmentation hautement signification de la formation des
crotes a été noté au jour 6 par rapport au lot témoin (P<0.001). A partir du douziéme jour, une
diminution de la formation des croutes a été remarquée pour les lots expérimentés
MADECASSOL et ATRIPLUS 5 %, une différence hautement significative a été observée par
rapport au lot témoin au vingtieme jour.

IV.2.1.2 Etude planimétrigue avec mesure de la surface de plaies traitées avec
différentes pommades

Le processus de la cicatrisation est exprimé en fonction du pourcentage de contraction de la
plaie dans tous les groupes expérimentaux est illustré dans la figure 44.
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Figure 44 Effets de la creme ATRIPLUS d’extraits sur le pourcentage (%) de contraction de la
plaie des modéles de plaies d'excision chez le rat. Chaque valeur représente la
moyenne * écart type. (*) P<0.05 ; (**) P<0.01 ; (***) P<0.001 : Différence
significative par rapport au témoin.

Les résultats de cette étude montrent que les surfaces des plaies traitées par I’excipient n’ont
présenté aucune signification pendant les 21 jours par rapport au témoin. La surface moyenne
des plaies traitées avec I’excipient soit une contraction de 82,073 % au 21eéme jour.

A Tlissue du 15éme 18eme 2leme jour (J15, J18, J21), Les plaies traitées a la pommade
MADECASSOL ont montré une contraction presque totale des plaies. Cette contraction est
hautement significativement meilleure que celle du lot témoin (P<0,001). Au jour 21, la valeur
moyenne pour les rats témoins traités avec MADECASSOL était de 97,288 %.

Les plaies traitées a la creme ATRIPLUS5 % ont montré une signification de surface par rapport
au témoin dans les trois premiers jours (P < 0,05). D¢s le sixi€éme jour jusqu’au neuvieme jour,
une diminution significative de surface (P<0.01) a été montrée. Aprés le douzieme jour et
jusqu’au vingtieéme jour, une augmentation hautement significative (P<0.001) était observée.
La surface moyenne des plaies traitées avec ATRIPLUS 5 % soit une contraction de 97,244 %
au 21éme jour. Les plaies traitées a la creme ATRIPLUS 10 % ont montré une diminution
significative de surface par rapport au témoin a partir des sixiemes jours (P < 0,05). Des le
douzieme jour, une diminution significative de surface par rapport au témoin (P<0.001). La
surface moyenne des plaies traitées avec ATRIPLUS 10% soit une contraction de 91,264 % au

21éme jour.
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IV.2.1.3 Aspect macroscopique de la fermeture des plaies

D’apres ces aspects macroscopiques de la fermeture des plaies de divers groupes de traitement

ont été prises, l'effet thérapeutique de la creme ATRIPLUS par rapport au témoin a été évalué

pendant 21 jours. Lafigure 45 présente une vue macroscopique dans la zone de contraction des

plaies d'excision de rats de 0 jour aux 21 jours.

L’évaluation de I’aspect macroscopique des plaies apparait moins enflammée avec 1’évolution
des jours. De plus, les plaies traitées a la creme ATRIPLUS (5 %,10 %) ont montré une

cicatrisation comparable aux plaies traitées par la pommade MADECASSOL, alors que les
plaies d'animaux traités a I'excipient et non traités étaient loin derriere.
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Témoin Excipient MADECASSOL ATRIPLUS 5%  ATRIPLUS10%

i

Figure 45.chronologie de contraction des plaies durant 21 jours
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IV.2.1.4 Les paramétres histologiques
La figure ci-dessous (Figure. 46) montre les résultats de I’étude histologique des biopsies
cutanées des rats traités avec différentes pommades.
L’étudehistologique des tissus cutanés dela cicatrice terminale des rats desgroupes traités avec
ATRIPLUS 5 %, ATRIPLUS 10 % a montré un aspect microscopique semblable a celui du
groupe traité avec MADECASSOL. La couche dermique de la peau blessée était entierement
recouverte d'une couche épithéliale dans les échantillons traités avec ATRIPLUS (5 % et 10 %)
et MADECASSOL aux jours 21, et la couche cornee était augmentée avec un taux élevé de
fibroblastes. En effet, ’application topique de la pommade a induit la reconstitution de
I’organisation de la structure de la peau et une cicatrisation superficielle dans les 3 groupes
(MADECASSOL, ATRIPLUS 5 % et 10 %). En revanche, Le tissu épithélial n'a pas été
entiérement produit dans les deux groupes des animaux témoins et excipient aprés 21 jours, et

les cellules inflammatoires étaient assez évidentes.
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Figure 46 Photographie microscopique d’une coupe histologique des rats traités (Coloration
par I'nématoxyline +éosine (Al; B1;C1; D1; E1) : x10. (A2 ;B2 ;C2; D2; E2):
x40).

A : aspect microscopique d’une coupe histologique de derme des rats témoins négatifs. B : aspect
microscopique d’une coupe histologique de derme des rats traités avec MADECASSOL. C : aspect
microscopique d’une coupe histologique chez les rats traités avec la créme ATRIPLUS 10% D :
aspect microscopique d’une coupe histologique chez les rats traités avec la créme ATRIPLUS 5%.
E : aspect microscopique d’une coupe histologique chez les rats traités avec creme de base. CE:
Couche épineuse; CG: Couche granuleuse ; CGE: Couche germinative ; COLL: Collagéne ; D:
Derme ; E: Epiderme ; F:Follicule pileux; G:Glande sébacées; K: Kératine ; MEL: Mélanocytes .
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IV.3 Discussion
La cicatrisation des plaies est un processus dynamique et complexe par lequel le corps réagit a
un certain type de blessure dans le but de restaurer les tissus endommagés(Franz et al., 2007).
Cependant, il existe certains troubles métaboliques tels que le diabéte sucré, qui influencent la
réponse physiologique de cicatrisation desplaies (Barchittaet al., 2019; Wilkinson & Hardman,
2020).

Il a été démontré que I'nyperglycémie influence la guérison par un retard de l'infiltration
cellulaire, un dysfonctionnement de la formation du tissu de granulation, une réduction de
l'angiogenése et de la formation de collagéne. Parfois, des processus chroniques surviennent
tels que des infections, une gangréne, une amputation et méme la mort (Burgess et al., 2021;
Hanefeld et al., 2013; Tramunt, 2018). En conséquence, plusieurs chercheurs se concentrent sur
l'identification de nouvelles stratégies pour accélérer le processus de cicatrisation et prévenir

les retards.

Dans la présente étude, I’évaluation de l'effet cicatrisant de la créme ATRIPLUS a été réalisée
selon le modele de création des plaies par excision, chez le rat (Hemida et al., 2022). Ce test a
été utilisé dans diverses études pour évaluer la cicatrisation des plaies basées principalement
sur un événement de quatre phases distinctes a savoir : les mécanismes hémostatiques et
inflammatoires, la prolifération cellulaire et le remodelage (Belachew et al., 2020; Tahir etal.,
2017; Velnar et al., 2009). Pendant les phases d'hémostase/inflammation, le TGF-p recrute et
active les cellules inflammatoires, notamment les neutrophiles et les macrophages ; pendant la
phase de prolifération, il induit de multiples réponses cellulaires, telles que Ila
réépithélialisation, le dépo6t de matrice extracellulaire et la formation de tissus. De plus, il
stimule la prolifération des fibroblastes et leur différenciation en myofibroblastes, qui
participent a la cicatrisation des plaies lors de la phase de remodelage (Penn etal., 2012; Serrano
et al., 2013). La prolifération cellulaire est d'une grande importance dans le processus de
cicatrisation ; elle est principalement due a I'activation des kératinocytes, des fibroblastes, des
macrophages et des cellules endothéliales qui aident a fermer la plaie. Cela se produit 12 heures
apres la blessure (Wilkinson & Hardman, 2020).

Différents parametres morphologiques ont été investigués afin d’évaluer ’effet cicatrisant
d’une creme a base de ’extrait d’A4.halimus, a savoir ; le pourcentage de contraction de la plaie
et le score de ré-épithélialisation, cette évaluation macroscopique de I'évolution de la plaie est

influencée par les phénomeénes microscopiques qui la sous-tendent.
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Les résultats obtenus dans cette étude montrent que la creme ATRIPLUS (5 %, 10 %) et
MADECASSOL ont un effet inducteur de contraction de la plaie plus fort que le groupe témoin
non traite.
De plus, il n'y avait aucune différence dans la couverture dutissu de granulation et la croissance
dela croute dans la cicatrisation des plaies entre ATRIPLUS (5 % et 10 %) et la MADECASSOL.
En outre, les résultats de I'évaluation des changements histologiques ont montré une
amélioration destissus cutanés et de leur cicatrisation dans les groupes traités avec ATRIPLUS
(5 % et 10 %) et MADECASSOL aux jours 21 par rapport aux groupes témoin non traité et
excipient.
L'amélioration de l'efficacité de la cicatrisation peut étre associée aux différents métabolites
bioactifs présents qui ont été trouveés lors du dépistage phytochimique. Il n’existe toujours pas
d’études sur ’effet cicatrisant sur ’espéce Atriplex halimus.L. Plusieurs recherches ont été
réalisées sur d'autres especes végétales, qui ont vérifié I'effet cicatrisant de ces plantes chez les
animaux. Ils ont mis en évidence l'implication des composés vegéetaux tels que les polyphénols
et les flavonoides dans différents mécanismes contribuant au processus de cicatrisation
(Abdennabi et al., 2016; Azam et al., 2020; Bahramsoltani et al., 2014).

Selon la littérature, I’efficacité des propriétés cicatrisantes est généralement attribuée a la
présence des principaux métabolites secondaires d’origine végétale notamment l'acide gallique,
la catéchine, la rutine, I'acide coumarique et la myrcétine (Otaghvar et al., 2022; Yue et al.,
2018), En effet, il a été clairement montré que I'utilisation de ces composés phénoliques et
flavonoides, augmentait significativement la synthese de collagéne dans le lit de la plaie (Nasiry
et al., 2017).

De plus, le traitement & la myricétine a entrainé une diminution des zones cicatricielles autour
dela plaie, ainsi qu'une réépithélialisation avec une forte densité de fibroblastes et de capillaires
sanguins dans la zone affectée (Elshamy et al., 2020) .

La quercétine est une autre substance présente dans la plupart des plantes médicinales
méditerranéennes qui sont largement utilisees comme agent cicatrisant dans le traitement des
plaies (Mssillou et al., 2022). De nombreuses substances d’origine végétale utilisées dans la
cicatrisation des plaies présentent également de puissantes propriétés antibactériennes,
antiinflammatoire tel que les mucilages (Amiri et al., 2021; Carvalho et al., 2014; Gongalves &
Romano, 2016). Ces composants sont extrémement appréciés pour leurs vertus laxatives et
cicatrisantes (Azam et al., 2020). Le mucilage, en plus d'augmenter le collagéne dansles plaies,
augmente egalement les connexions transversales entre elles, provoquant une accélération de

la fermeture dela plaie (Hashemi et al., 2015). Ainsi, il joue un réle important dans le processus
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de cicatrisation en formant une barriére protectrice sur la plaie, ce qui réduit le risque
d'infections pouvant retarder la guérison (Amiri et al., 2021; Hashemi et al., 2015).
Il a été prouvé que certains flavonoides presents dans les matieres veégétales favorisent le
développement des cellules épithéliales et des fibres de collagene nécessaires a la cicatrisation
(Shetty et al., 2008).
(Tsala et al., 2013) soutiennent que les flavonoides contribuent a la cicatrisation des plaies en
inhibant la libération d'histamine et de prostaglandine, réduisant ainsi la peroxydation lipidique
dans la membrane cellulaire. En outre, d'autres mécanismes ne peuvent étre exclus, il a été
récemment évoque que la présence des tanins, en raison de leur effet astringent, le rendent
adapté a la cicatrisation des plaies, notamment en application topique (Mohammedi, 2016). De
méme, Les polysaccharides sont des macronutriments les plus efficaces pour la synthése de
collagéne (Misset & Desport, 2020).
Par ailleurs, desétudes révelent que certains minéraux jouent un réle crucial dans le traitement
des plaies cutanées (Jahromi et al., 2018; L. Wang et al., 2018). Le zinc et le Calcium en
particulier ont été identifices comme ayant un impact significatif sur le processus de
cicatrisation des plaies en fournissant des nutriments essentiels au processus de cicatrisation
(Borkow et al., 2010). De plus, le fer et le cuivre sont reconnus pour stimuler la production de
collagéne (Afonso et al., 2007).
Le processus de la cicatrisation serait facilité par différentes propriétés anti-inflammatoires,
antimicrobiennes, et antidiabétiques des composés présents dans les extraits de plantes. (Emam,
2011).
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Conclusion & perspectives

La connaissance de la médecine traditionnelle conduit a I'étude des effetsdes extraits de plantes
a travers divers tests pharmacologiques tels que le test au STZ (diabete), I'injection de I'eedéme
par la carragénine (anti-inflammatoire), I'excision plantaire (cicatrisation), etc. Ces études
fournissent des informations selon lesquelles les composés dérivés de plantes médicinales
pourraient étre de nouveaux agents thérapeutiques capables d'inhiber, de réduire ou de calmer

les pathologies.

A partir des travaux et des résultats obtenus dans I'étude des propriétés biologiques des extraits
de l’Atriplex halimus, les conclusions suivantes ont été obtenues :

L'analyse qualitative de I'extrait aqueux et méthanolique d 'A#riplex halimus.L (guettaf) a été
réalisée, montrant des principaux métabolites secondaires, tels que la présence des flavonoides,
des tanins, des saponines, des mucilages, des glycosides et des protéines.

Dans cette étude, ’analyse chromatographique par HPLC-UV a révélé que la fraction
méthanolique et aqueux de I’Atriplex halimus présente de 10 composés phénoliques (03 acides
phénols et 07 flavonoides). De ce fait, L'effet synergique de ces métabolites ou de lI'un de ces
phytoconstituants pourrait étre responsable de I'activité pharmacologique.

L'analyse quantitative, basée sur des mesures photométriques, montrant des concentrations de
flavonoides de 01,266 + 0,06 et de 0,848 + 0,01 mg EQ/g d'extrait pour les extraits
méthanoliques et aqueux respectivement, ainsi que des concentrations de polyphénols totaux
de 05,24 £ 0,07 et de 1,092 + 0,08 mg EAG/g d'extrait.

L’¢tude de I’activité antioxydante a été réalisée par deux tests DPPH et ABTS. Les résultats
des deux tests sont en concordance ou les fractions méthanolique des parties aériennes

d’A.halimus se montrent plus efficaces que I’extrait aqueux duquel ont été obtenu.

L'évaluation de la toxicité aigué sur des animaux (rats et souris) a démontré que I'extrait aqueux
d'A.halimus ne provoque aucun effet toxique a la dose de 5 000 mg/kg de poids corporel. De
plus, les analyses biochimiques et hématologiques ont révélé que les taux de TGO, TGP, d'urée,
de créatinine, du taux des parametres des lignées érythrocytaires ; leucocytaires et
thrombocytaires étaient similaires a ceux des animaux témoins. Par conséquent, il n'y a pas
d'effet toxique sur ces paramétres. De méme, les tissus histologiques des organes étudiés n'ont

révélé aucun changement pathologique négatif par rapport aux organes témoins.

Dans l'essai de traitement thérapeutique, la dose de 200 mg/kg de poids corporel de I'extrait
aqueux d 'Atriplex halimus.L a montré une activité hypoglycémique plus importante au jour

41 (fin de I'expérimentation).
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Sur la base des résultats de cette étude, on peut conclure que I'extrait aqueux des parties
aériennes d'Atriplex halimus L collectées a Béchar, au sud-ouest de I'Algérie, était efficace
contre I'hyperglycémie causée par la streptozotocine, diminuait significativement les taux de
glucose et protégeait les rats des complications du diabete. Cette activité peut étre expliquée
par différentes hypothéses. Une possibilité est que I'extrait aqueux des parties aériennes
d'Atriplex halimus L stimule la sécrétion d'insuline par les cellules pancréatiques restantes. Une
autre hypothéese est que les phytoconstituants de I’A.halimus favorisent la réegénération ou la
prolifération des cellules B, qui sont responsables de la production d'insuline. En améliorant la
production d'insuline, I'extrait aqueux d’A.halimus peut contribuer a maintenir des niveaux de
glucose équilibrés dans le corps. Ces découvertes sont prometteuses et pourraient avoir des
implications importantes dans la gestion du diabete.

Le potentiel anti-inflammatoire a été également déterminé lors de notre étude grace au modeéle
d'eedéme plantaire induit par la carragénine, il a été déterminé que I'extrait aqueux d'A.halimus
a dose de 100 mg/kg présentait une plus grande efficacité anti-inflammatoire, statistiquement
similaire & dose du 50 mg/kg de diclofénac sodique, obtenant une diminution significative de
l'inflammation pendant les 7 heures, ce qui c'est pourquoi il est considéré comme un anti-
inflammatoire topique efficace grace a ses composés phénoliques et flavoniques présents dans

la formulation.

L'activité cicatrisante de La créme a base d'extraits aqueux d’A#riplex halimus.
L « ATRIPLUS » a été évaluée chez les rats Wistar albinos, a différentes concentrations (5 %
et 10 %), montrant un effet cicatrisant plus important a une concentration de 5 % et 10 % avec
une efficacité cicatrisante supérieure a 97 %, comparable au groupe témoin avec une efficacité

cicatrisante de 78,14%.

En conclusion, les résultats de cette étude montrent que I'extrait aqueux de la plante Atriplex
halimus.L présente de nombreuses propriétés bénéfiques pour la santé, notamment en ce qui
concerne le controle de la glycémie, la protection contre les radicaux libres, la réduction de
l'inflammation et la cicatrisation des plaies. Ces résultats sont prometteurs et ouvrent la voie a
de futures recherches sur les applications de cet extrait dans le traitement du diabete et d'autres

conditions de santé.

Dans le but de confirmer et approfondir nos résultats, il serait nécessaire d'approfondir I'étude
de I'effet hypoglycémique en examinant des paramétres biochimiques tels que les tests HbAlc,
les tests d'insuline plasmatique et de peptide C. Cela nous permettrait de déterminer a quel
niveau les principes actifs de la plante agissent dans le processus de réduction de la glycémie.

De plus, il serait important d'envisager et de mieux comprendre les molécules bioactives
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impliquées dans chaque activité testée afin de les isoler et de les caractériser, ainsi que d'étudier

leurs mécanismes d'action en examinant leur pharmacocinétique.
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ANNEXE1
Figure 1 : Chromatogramme des standards phénoliques :(1) acide tannique; (2) acide
gallique; (3) ALPHA-TOCOPHEROL,; (4) catéchine; (5) acide vanillique; (6) hespertine; (7)
Myricétine; (8) quercétine; (9) Galangine ; (10) 5.Hydroxy Flavone.
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Annexes 2 :

Tableau 1: Liste des produits identifiés dans 1’extrait aqueux d’Atriple xhalimus

Reten. Area | Height | Are | Heig | Compound Eff /I Symmetry/ | [Resoluti
Time [mV. | [Mv] a ht Name [t.p/m] Taili on]
[min] s] [%] | [%] Ng
[]
1 6,637 | 11,03 | 1,930 | 0,1 0,2 Ac.Tannic 488022 1,306 0,993
6
2 10,337 | 9,061 | 1,028 | 0,1 0,1 | Ac.Gallique 665922 1,500 0,960
3 11,427 | 142,3| 4,852 | 0,5 0,4 ALPHA- 50861 0,552 0,906
3 TOCOPHE
ROL
4 17,870 | 32,16 | 2,272 | 0,2 0,2 | CATECHEI 510243 1,100 0,901
1 NE
5 22,003 | 2317, | 17049 | 16,7| 16,5 5hydroxy 1297477 1,427 1,058
0 5 flavone
6 24,727 | 1005, | 39,168 | 3,3 3,0 Ac. 355280 0,808 1,767
3 Vannillique
7 30,020 | 4155 2,759 | 0,3 0,3 hespertine 1555881 1,287 1,151
8
8 33,860 | 90,45 | 3,519 ( 0,3 0,3 | Myricétine 583311 1,167 0,715
9
9 35,660 | 139,1| 2,357 | 05 0,2 | Quercetine 92628 2,467 0,563
1
10 47,320 | 34,47 | 0,288 | 0,2 0,1 Galangine 1987284 1,883 2,257
3
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Figure 2: Droite d’étalonnage de 1’Acide Gallique
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Figure 3: Droite d’étalonnage de I’Acide Tannique
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Evaluation de I’activité antioxydante
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Figure 24 : Pourcentage d‘inhibition du radical libre de DPPH en fonction des
concentrations de I’extrait aqueux de 1 ‘A. halimus
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Figure 25 : Pourcentage d‘inhibition du radical libre de DPPH en fonction des concentrations
de I’extrait méthanolique de 1‘4. halimus
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Figure 3 : Le dosage des minéraux tels que Calcium (Ca), Magnésium (Mg), Fer (Fe), Zinc
(Zn), Chrome (Cr), et Cuivre (Cu). Les résultats ont été exprimé en (ppm) milligramme par
grammes de matiere seche a 1’aide d’une courbe d’étalonnage de chaque minéral dosé
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