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Résumé

Résumé

L’objectif de ce travail est de déterminer la composition chimique par HPLC/UV et
d’évaluer l'effet anti-radicalaire, le pouvoir inhibiteur d’alpha-amylase et la capacité
antilithiasique choléstérolique vésiculaire des extraits méthanoliques de la graine (EMG), de
la tige (EMT) et de la racine (EMR) de Bunium incrassatum. Ainsi, de déterminer la dose
létale médiane (DLso) de I'extrait d'EMG et l'effet analgésique (une douleur induite par l'acide
acétique 1%, i.p.) et anti-diabétique (un diabéte induit par ’alloxane) d'EMG.

L’extrait EMG contient plus de composés phénoliques comme 1’acide gallique, acide
férulique, acide ellagique, quercétine, naringine, kaempférol, etc. Cet extrait a présenté des
propriétés anti-radicalaires remarquables (CEso DPPH = 0.23 mg/mL; CEso ABTS = 0.40
mg/mL; CEso FRAP = 0.66 mg/mL et TAC =55.10 mg EAA/g EMG), une inhibition notable
in vitro de l'alpha-amylase a 1 mg/mL avec Clso = 0.77 mg/mL et 80. 24%, similaire a celle
obtenue par la méthode de dispersion sur disque d'agar (84.17%) et un faible taux d'hydrolyse
(15.83%), et un fort effet anti-lithiasique vésiculaire du cholestérol, semblent étre dus a son
contenu phénolique élevé (PT = 70.80 mg EAG/g EMG, FT = 18.44 mg EQ/g EMG).

Aucun changement de comportement ou de mortalité n'a été constaté durant les 14
jours dans les groupes expérimentaux testés avec des doses allant de 250 a 8 000 mg/Kg. La
DLso excéde 8 000 mg/kg. Une augmentation marquée des contorsions abdominales a été
induite par l'acide acétique.

En outre, une thérapie de 30 jours de 200 mg/kg dEMG a restauré I'équilibre

hormonal thyroidien et réparé les lésions engendrées par la thyroxine (600 pg/kg).

En fin, I’administration de cet extrait de méme dose pendant 59 jours aux rats
diabétiques a permis de normaliser les marqueurs biochimiques et de réparer les dommages

pancréatiques, hépatiques et rénaux causés par d’alloxane (150 mg/kg, i.p.).

L'extrait méthanolique des graines de Bunium incrassatum a des vertus thérapeutiques,
notamment antioxydantes, antilithiasiques chloléstéroliques vésiculaires, inhibitrices

d'enzyme digestive (alpha-amylase), analgésiques, hypoglycémiques et hypothyroidiennes.

Mots clés : Bunium incrassatum, HPLC/UV, effet anti-radicalaire, alpha-amylase, toxicité

aigle, effet anti-diabétique, effet analgésique, capacité antilithiasique.



Abstract

Abstract

The aim of this work is to determine the chemical composition by HPLC/UV and to
evaluate the antiradical effect, the alpha-amylase inhibiting power, and the vesicular
cholesterol antilithiasis capacity of the methanolic extracts of the seed (EMSE), stem (EMST)
, and root (EMRO) of Bunium incrassatum. Thus, to determine the median lethal dose (LDso)
of the EMSE extract and the analgesic (pain induced by 1% acetic acid, i.p.) and anti-diabetic
(diabetes induced by alloxane) effect of EMSE.

EMSE extract contains more phenolic compounds such as gallic acid, ferulic acid,
ellagic acid, quercetin, naringin, kaempferol, etc. This extract showed remarkable anti-free
radical properties (ECso DPPH = 0.23 mg/mL ; ECso ABTS = 0.40 mg/mL ; ECso FRAP =
0.66 mg/mL, and TAC = 55.10 mg EAA/g EMSE), notable in vitro inhibition of alpha-
amylase at 1 mg/mL with 1Cso = 0.77 mg/mL and 80.24%, similar to that obtained by the agar
disc dispersion method (84.17%) and a low hydrolysis rate (15.83%), and a strong anti-
vesicular cholesterol-lithiasis effect, appear to be due to its high phenolic content (PT = 70.80
mg EAG/g EMSE, FT = 18.44 mg EQ/g EMSE).

No change in behaviour or mortality was observed during the 14 days in the
experimental groups tested with doses ranging from 250 to 8000 mg/Kg of MESE. The LDso
exceeded 8000 mg/kg. A marked increase in abdominal contortions was induced by acetic

acid.

In addition, a 30-day course of 200 mg/kg EMSE restored thyroid hormone balance
and repaired the damage induced by thyroxine (600 pg/kg).

Finally, administration of this extract at the same dose for 59 days to diabetic rats
normalised the biochemical markers and repaired the pancreatic, hepatic, and renal damage

caused by alloxane (150 mg/kg, i.p.).

The methanolic extract of Bunium incrassatum seeds has therapeutic properties,
including antioxidant, vesicular chlolesterol antilithiasis, digestive enzyme (alpha-amylase)

inhibitor, analgesic, hypoglycemic, and hypothyroid properties.

Key words : Bunium incrassatum, HPLC/UV, anti-free radical effect, alpha-amylase, acute

toxicity, anti-diabetic effect, analgesic effect, antilithiasic capacity.
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Liste des abréviations

Liste des abréviations

Abs : Absorbance.

Abs C : Absorbance de Contrdle.

Abs E : Absorbance d’Echantillon.

ABTS : Acide 2,2'-Azino-bis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique.
ABTS®*: Acide 2,2'-Azino-bis-3-éthylbenzothiazoline-6 sulfonique.
AC : Acini.

ADN : Acide Désoxyribonucléique.

AG : Acide Gras.

AGL : Acide Gras Libre.

ADA : American Diabetes Association

ALAT : Alanine Aminotransférase.

AICIl3: Trichlorure d’aluminium.

AOH : Composé anti-radicalaire.

Ar : artere.

ASAT : Aspartate Aminotransférase.

ATP : Adénosine Triphosphate.

C : Colloide.

Ca : Calcium.

Ca*?: lons de calcium.

CB : Canal Biliaire.

CCPE : Calculs de Cholestérol de Poids Elevé.
CCPF : Calculs de Cholestérol de Poids Faible.
CCPM : Calculs de Cholestérol de Poids Moyen.
CEso : Concentration Effective Médiane.

Clso : Concentration Inhibitrice a 50%.

CO:: Dioxyde de carbone.

CT : Cholestérol Total.

DID : Diabéte Insulino-Dépendant.

DLso: Dose Létale a 50 %.

DNID : Diabete Non Insulino-Dépendant.

DO : Densité Optique.

DPPH : 2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyl.



Liste des abréviations

DPPH-H : 2,2-Diphényl-1-picrylhydrazine.
DNS : Acide 3,5-Dinitrosalicylique.

DT I : Diabete de Type |.

DT Il : Diabete de Type II.

DNID : Diabéte Non Insulino-Dépendant.
EAA : Equivalent Acide Ascorbique.

EAG : Equivalent Acide Gallique.

EGF : Epidermal Growth Factor.

EMG : Extrait Méthanolique de Graine.
EMR : Extrait Méthanolique de Racine.
EMT : Extrait Méthanolique de Tige.

EP : Espaces Portaux

EQ : Equivalent Quercétine.

ERN : Espéces Reéactives d’Azote.

ERO : Especes Réactives d’Oxygeéne.

ES : Extrait Sec.

f : fonction.

FCR : Réactif Folin-Ciocalteu.

Fe3*: lons ferriques.

Fe?* : Fer ferreux.

FeCls : trichlorure de fer.

FID : Fédération Internationale du Diabéte.
FRAP : Pouvoir Antioxydant Réducteur du Fer ferrique.
FT : Flavonoides Totaux.

FT3 : Free trilodothyronine.

FTIR-ATR : Fourier Transform InfraRed -Attenuated Total Reflectance.
Gjo : Glycémie du 1* jour.

G;j: Glycémie du jour j.

GLUT 4 : Glucose Transporter 4.
G6P-DH : Glucose 6-Phospho-gluconate.
H : Heure.

H*: Cation d’hydrogene.

HbAL1 C : Hémoglobine glyquée.



Liste des abréviations

HDL : High Density Liipoprotein.
H&E : Hématoxyline et Eosine.

HGF : Hepatocyte Growth Factor.
H.O, : Peroxyde d'hydrogéne.

HO : Radical hydroxyle.

HPLC : Chromatographie en Phase Liquide a Haute Performance.
H>SO4 : Acide sulfurique.

HT : Hormones Thyroidiennes.

I2: lode.

I-: lodure.

ICAM-1 : Inter Cellular Adhesion Molecule-1.
IgE : Immunoglobuline E.

IGF-1 : Insulin-Like Growth Factor-1.
IMC : Indice de la Masse Corporelle.
IL : llot de Langarhans.

i.p. : Intra-péritonéale.

I.v. : Intraveineuse.

K : Potassium.

K*: lons de potassium.

Kg : Kilogramme.

KI : lodure de potassium.

K2S20g : Persulfate de potassium.
KsFe(CN) 6 : Potassium ferrocyanure.
L : Litre.

LB : Lithiase Biliaire

LDL : Low Density Lipoproteins.
LPL : Lipoprotéine lipase.

M : Molaire.

MeOH : Méthanol.

Mg : Magnésium.

Mg?*: lons de magnésium.

Mg : Milligramme.

Min : Minute.



Liste des abréviations

mL : Millilitre.

mM : Milimolaire.

mmol : Milimole.

Na : Sodium.

Na": lons de sodium.

NaCl : Chlorure de sodium.

NC : Nombre de Contorsions.

NC+ : Moyenne du Nombre de Contorsions des rats du groupe Témoin.
NC+r : Moyenne du Nombre des Contorsions des rats du groupe Traité.
NAD : Nicotinamide Adénine Dinucléotide.

NADH : Nicotinamide Adénine Dinucléotide réduit.
NADPH : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate.
(NH4)2 MoOg4 : Molybdate d'ammonium.

NaH2PO4 : Phosphate de sodium.

NIH : National Institutes of Health.

nm : Nanometre.

NO : Oxyde Nitrique.

NO: : Dioxyde d’azote.

NOS : Oxyde Nitrique Synthéase

OH : Hydroxyde.

OMS : Organisation Mondiale de la Santé.

ONAB : Office National des Aliments du Bétail.

O : Dioxygene.

O:": Anion superoxyde.

PAL : Phosphatase Alcaline.

PBS : Phosphate Buffered Saline.

PC : Poids Corporel.

PGF2a : Prostaglandine F2 o.

PGE2a : Prostaglandine E2 a.

pg/mL : Pigogramme par millilitre.

pH : Potentiel d’Hydrogéne.

P13K : Phosphoinositide 3-kinase.

PM : Poids moléculaires.
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Liste des abréviations

ppm : Particules par million.

PNP : P-nitrophénol.

PNP-P : P-nitrophényl Phosphate.

P/V : Poids/\VVolume.

Po : Poids du matériel végétal sec initial mis a I’extraction.
P1: Poids de I'extrait sec obtenu.

P’ : Poids de calcul avant la dissolution.
P’¢ : Poids final de calcul apreés la dissolution.
Pjo : Poids corporel des rats du 1 jour.

P j: Poids corporel des rats du jour j.

R : Radical peroxyde.

r : Facteur Pearson de corrélation.

RI : Résistance a I'Insuline.

RL : Radicaux Libres.

RLU : Unités Relatives de la Lumiére.
ROS : Reactive Oxygen Species.

rpm : Rotation par minute.

RSA : Radical Scavenging Activity.

Rt : Temps de Rétention.

rT3 : Reverse Triiodothyronine.

S : Semaine.

SD : Déviation Standard.

TAC : Total Antioxidant Capacity.

TCA : Trichloro-Acétic Acid.

TDM : Tomodensitométrie.

TE : Equivalent Trolox.

TFA : Trifluoro-Acétic acid.

TG : Triglycérides.

TGF-a : Transforming Growth Factor-a.
TGF-p : Transforming Growth Factor-p.
TGO : Transaminase Glutamate Oxaloacétate.
TGP : Transaminase Glutamate Pyruvate.

tr/min : Tour/minute.



Liste des abréviations

TRH : Thyreotropin Releasing Hormone.
TSH : Thyréostimuline.

TSI : Thyroid Stimuling Immunoglobulin.
T3 : Triiodo-thyronine.

T4 : Tétra-iodothyronine ou thyroxine.

Ul : Unité Internationale.

UV : Ultra-Violet.

UV-VIS : Ultraviolet-Visible.

VB : Vésicule Biliaire.

VC : Veine Centrale.

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor.
VG : Variation de la Glycémie.

VLDL : Very Low Density Lipoproteins.
VP : Veine porte.

VPC : Variations de Poids Corporel des rats.
VS : Vaisseau sanguin.

VIV : Volume/Volume.

WHO : World Health Organization.

vy —GT : Gamma Glutamyl Transférase.

% a : Pourcentage de dissolution des calculs.
% | : Pourcentage d'Inhibition de la douleur.
% R : Pourcentage de Rendement d’extraction.
Mg : Microgramme.

UM : Micro-Molaire.

HUI : Micro-Unité Internationale.

pm : Micro-metre.
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incrassatum a 270 nm (a) et a 320 nm (b).

Teneurs en composés phénoliques des extraits méthanoliques de B.
incrassatum : (a) : taux des polyphénols totaux (PT), (b) : taux des
flavonoides totaux (FT). Les données obtenues indiquent

la moyenne (m) sur I'ensemble des trois essais +SEM.

Activité anti-radicalaire (RSA%) des extraits méthanoliques de
B. incrassatum par le test de DPPH. Les données obtenues
indiquent la moyenne (m) sur I'ensemble des trois essais £SEM.
Activité anti-radicalaire (RSA%) des extraits méthanoliques de

B. incrassatum par le test d’ABTS. Les données obtenues indiquent

la moyenne (m) sur I'ensemble des trois essais +SEM.

Pouvoir réducteur des extraits méthanoliques de B.
incrassatum par le test de FRAP. Les données obtenues indiquent
la moyenne (m) sur I'ensemble des trois essais +SEM.

Corrélation entre les constituants bioactifs phénoliques (PT et FT)
et les capacités antioxydantes (DPPH, ABTS, FRAP et CAT) de
B. incrassatum.

Inhibition dose-dépendante de l'a-amylase par les extraits
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gélosé : Blanc ; Contréle ; EMG : (a) : 1 mg/mL ; (b) : 0.5 mg/mL ;
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(o) : 0.0625 mg/mL. (1) ; (2) ; (3), répétition de chaque
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Spectre AT-FTIR de calculs biliaires de cholestérol, acquis entre
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Evolution des groupes de masse des calculs cholestéroliques par les
extraits de B. incrassatum en fonction du temps : (a) : masse des
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masse des calculs cholestéroliques de poids élevé (CCPE) ; (f) :
perte de masse des CCPE. Les données obtenues indiquent la
moyenne (m) sur lI'ensemble des trois essais £SEM.
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Evolution du taux de la glycémie (g/L) des rats aprés
traitement/sans traitement a l'extrait méthanolique de grains de B.
incrassatum/ou a I’alloxane durant la période expérimentale. Les
résultats correspondent a la moyenne (m) des cing essais +SEM.

G1 : rats témoins ; G2 : rats traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) ;
G3 : rats traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) puis 200 mg/kg (59
jours) ; G4 : rats traités par 200 mg/kg d’EMG (59 jours).
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sanguin ; (b) : HbA1 C; (c) : insuline. Les résultats correspondent a
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G1 : rats témoins ; G2 : rats traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) ;
G3 : rats traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) puis 200 mg/kg (59
jours) ; G4 : rats traités par 200 mgkg d’EMG (59 jours). *
Comparativement au G1 témoin, # comparativement au G2, traité
par I’alloxane. "‘P< 0.05; P < 0.01; ™"P < 0.001 ; *P < 0.001 ;
P < 0.001 ; #P< 0.001.
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Comparativement au G1 témoin, # comparativement au G2, traité
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G3 : rats traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) puis 200 mg/kg (59
jours) ; G4 : rats traités par 200 mg/kg d’EMG (59 jours). *
Comparativement au G1 témoin, # comparativement au G2, traité
par I’alloxane. ‘P < 0.05; P < 0.01; ™P < 0.001 ; *P < 0.001 ;
#p <0.001 ;%P < 0.001.

Marqueurs rénaux des groupes expérimentaux des rats aprés
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traitement/sans traitement avec I'EMG/ou I’alloxane : (a) : urée ; (b)
: créatinine. Les résultats correspondent & la moyenne (m) des cing
essais +SEM.

G1 : rats témoins ; G2 : rats traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) ;
G3 : rats traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) puis 200 mg/kg (59
jours) ; G4 : rats traités par 200 mg/kg d’EMG (59 jours). *
Comparativement au G1 témoin, # comparativement au G2, traité
par I’alloxane. 'P < 0.05; “P < 0.01; ™P < 0.001 ; *P < 0.001 ;
P < 0.001 ;¥ P < 0.001.
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Comparativement au G1 témoin, # comparativement au G2, traité
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P< 0.001; *P < 0.001 ;

traitement avec I'EMG/ou I’alloxane. Les résultats correspondent a
la moyenne (m) des cing essais £ SEM.

G1 : rats témoins ; G2 : rats traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) ;
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jours) ; G4 : rats traités par 200 mgkg d’EMG (59 jours). *
Comparativement au G1 témoin, # comparativement au G2, traité
par I’alloxane. ‘P < 0.05; P < 0.01; P < 0.001 ; *P < 0.001 ;
#p < 0.001 ;P < 0.001.
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Fig. 48
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Fig. 50

Fig. 51

Fig. 52

Coupes histologiques du pancréas (H&E) des rats des groupes
expérimentaux : (A) G1 : rats témoins ; (B) G2 : rats traités par 150
mg/kg dalloxane (i.p.) ; (C) G3 : rats traités par 150 mg/kg
d'alloxane (i.p.) puis 200 mg/kg d’EMG (59 jours) ; (D) G4 : rats
traités par 200 mg/kg d’EMG (59 jours).

IL : 7lot de Langarhans ; Ac : Acini.

Coupes histologiques du foie (H&E) chez le groupe G1 témoin (A
et B) et le groupe G2, traité uniquement avec 150 mg/kg d'alloxane
(i.p.) (C, D, EetF).

Ar : artére ; CB : canal biliaire ; VC : veine centrale ; VP : veine
porte. Fleche bleue : capillaire sinusoide, fleche noire : hépatocyte,
fleche rouge : cellule de Kupffer, fleche orange : dilatation des
capillaires sinusoides, fleche verte : cellules en bague a chaton
(stéatose), fleche jaune : infiltration inflammatoire, fleche marron :
noyaux condensés fragmentés.

Coupes histologiques du foie (H&E) chez le groupe G3 (G et H),
traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) puis 200 mg/kg d’EMG (59
jours) et le groupe G4 (I, J), traités seulement par 200 mg/kg
d’EMG (59 jours).

VC : veine centrale, fleche bleue : capillaire sinusoide, fleche noire :
hépatocyte, fleche rouge : cellule de Kupffer.

Coupes histologiques des reins (H&E) chez le groupe G1 témoin (A
et B).

Fleche bleue : glomérule, fleche rouge : tubule contourne, fleche
noire : appareil juxta-glomérulaire.

Coupes histologiques du foie (H&E) chez le groupe G2, traité
uniquement avec 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) (C, D, E, F, G et H).
Fleche jaune : glomérule fragmenté, fleche rouge : tubule
contourné, fleche verte : glomérule dégenéré, fleche marron :
augmentation de 1’espace capsulaire de Bowman.

Coupes histologiques du foie (H&E) chez le groupe G3 (I et J),
traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) puis 200 mg/kg d’EMG (59
jours) et le groupe G4 (K, L), traités seulement par 200 mg/kg
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Fig. 53

Fig. 54

Fig. 55

d’EMG (59 jours).

Fléche bleue : glomérule, fleche rouge : tubule contourné, fleche
grise : espace capsulaire de Bowman normal.

Marqueurs thyroidiens des groupes expérimentaux des rats apres
traitement/sans traitement avec 'EMG/ou la thyroxine : (a) : T3 ; (b)
: T4 ; (c) : TSH. Les résultats correspondent a la moyenne (m) des
cing essais +SEM.

G1 : rats témoins ; G2 : rats traités par 600 pg/kg de thyroxine (14
jours) ; G3 : rats traités par 600 pg/kg de thyroxine (14 jours) puis
par EMG a 200 mg/kg (30 jours) ; G4 : rats recoivent EMG a 200
mg/kg (30 jours). * Comparé au G1 témoin, # comparativement au
G2 traité par la thyroxine. “P<0.05; “P<0.01;
#P<0.001 ; #P<0.001 ; #P<0.001.

Coupes histologiques des glandes thyroidiennes (H&E) des groupes

Fokk

P<0.001 ;

de rats expérimentaux : (A, B) G1 : témoin ; (C, D) G2 : traités
oralement par 600 pg/kg de thyroxine (14 jours).

C : colloide ; VS : vaisseau sanguin, fleche jaune : follicule, fleche
rouge : thyréocyte cubique avec noyau arrondi, fleche bleu :
thyréocyte pavimenteuse avec noyau aplaté.

Coupes histologiques des glandes thyroidiennes (H&E) des groupes
de rats expérimentaux : (E, F) G3 : traités oralement par 600 pg/kg
de thyroxine (14 jours) puis 200 mg/kg d’EMG (30 jours) ; (G, H)
G4 : traités par 200 mg/kg d’EMG (30 jours).

C : colloide, fleche jaune: follicule, fleche rouge: thyréocyte

cubique avec noyau arrondi.
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Introduction

Les radicaux libres, générés quotidiennement par I'organisme, sont neutralisés par les
antioxydants. Toutefois, un excédent de ces molécules réactives ou une deficience en
antioxydants engendre un stress oxydatif et ses conséquences néfastes sur l'organisme
(Papazian et Roch, 2008 ; Christophe, 2011). Le stress oxydatif peut résulter de facteurs
divers tels que les radiations, la pollution, le tabac, 1’alcool, certains médicaments, le sport
intensif, ou encore des déséquilibres dans la détoxication hépatique (perte de poids
significative) (Poirier, 2004 ; Médart, 2009). Les radicaux libres altérent I’ADN (Hadj Salem,
2009), les lipides et les protéines (Jacob, 2007), accélérant le vieillissement et contribuant au
risque de pathologies telles que les maladies cardiovasculaires, neurodégénératives, le cancer
et le diabéte (Bonnet et al., 2010).

Le diabéte est un dysfonctionnement chronique du métabolisme marqué par un
syndrome d'hyperglycémie. Il résulte d’une production insuffisante ou d’une action réduite de
I’insuline, influencée par des facteurs génétiques, sociaux ou environnementaux (Imam,
2012). Le diabéte de type | (insulinodépendant, DID) résulte d'une absence de production
d'insuline, tandis que le type Il (non insulinodépendant, DNID) se manifeste fréqguemment par
une inadéquation de l'insuline, tandis que le diabete gestationnel survient au cours de la
grossesse, avec une hyperglycémie modérée (OMS, 2020). Les pays en développement
concentrent 67% des diabétiques, avec des taux d'incidence supérieurs a 12% (Romli, 2016).

La lithiase biliaire cholestérolique, pathologie fréquente et complexe, touche une large
part de la population mondiale (Raghavendra et al., 2015), résultant de déséquilibres du
cholestérol et étant dépendante de 1’age, de 1’obésité et du mode de vie (Stokes et al., 2012;
Weerakoon et al., 2014). Ces calculs, dont la concentration en cholestérol a été classee
comme étant de type cholestérol (> 70 %), pigment (< 30 %) ou mixte (30-70 %) (Qiao et al.,
2013).

Des thérapies alternatives sont nécessaires pour traiter ces pathologies (Jamil et al.,
2017). La phytothérapie, en particulier, est souvent privilégiée par rapport aux médicaments
de synthese en raison de la sécurité et de la tolerance généralement associées a un usage

prolonge des plantes (Jean, 2009).

e
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La phytothérapie, bien qu'étant une pratique traditionnelle, connait une popularité
croissante a I'échelle mondiale (Carillon, 2009). La recherche sur les plantes médicinales est
cruciale pour leur utilisation étendue et leurs bénéfices. Cette prise de conscience découle des
récentes évolutions dans le secteur pharmaceutique et de ses applications dérivées (Aichour et
al., 2018).

Les effets biologiques des plantes sont le résultat des interactions synergétiques entre
leurs divers composants actifs, plutét que de I'action isolée de molécules particulieres (Morel,
2008). Les médicaments d'origine végétale, élaborés a partir de fruits, de graines et d’huiles,
sont couramment employés pour traiter un large éventail d'affections telles que les infections
dentaires et gingivales, les troubles digestifs, les inflammations, les bronchites, I'asthme, ainsi
que les intoxications causées par certains animaux comme les serpents et les scorpions, parmi
d'autres maladies (Jamal et al., 2006 ; Sharma et al., 2004). Parmi ces plantes, Bunium
incrassatum, communément appelée Talghouda, appartenant a la famille des Apiaceae. Cette
espéce, eégalement désignée aussi sous les noms scientifiques Bunium bulbocastanum et
Bunium pachypodum, est endémique le long de la frontiere mediterranéenne en Afrique, avec

une présence notable dans I'est de I'Algérie(Quézel et al., 1962).

Les racines de Bunium incrassatum ont démontré un potentiel anti-radicalaire, une
capacité a régénérer et réactiver les follicules thyroidiens chez les rats Wistar, avec des
résultats confirmés par des études in vivo, hématologiques, physiologiques et histologiques
(Aiouaz et Bitam, 2022). Les recherches suggérent que les racines de cette plante ont des
effets anti-inflammatoires, antibronchites et anticancéreux (Bousetla et al., 2015 ; Di Dalmazi
et Giuliani, 2021). De plus, les terpénes et les sesquiterpenes, riches dans les huiles
essentielles des racines de Bunium incrassatum, sont les principaux agents bioactifs

responsables de I’activité antibactérienne (El Kolli et al., 2017).

Dans cette recherche, nous avons entrepris une analyse approfondie de la
composition chimique des extraits méthanoliques issus des graines (EMG), des racines
(EMR) et des tiges (EMT) de Bunium incrassatum, ainsi qu'a évaluer leurs propriétes
antioxydantes, leur capacité d'inhibition de l'alpha-amylase et leur potentiel antilithiasique sur
le cholestérol vésiculaire in vitro. Par ailleurs, nous avons investigué, a travers des modeles in
vivo, les effets analgésiques, hypoglycémiants et hypothyroidiens de I'EMG, en réponse aux

toxicites induites par l'acide acétique, lI'alloxane et la thyroxine, respectivement.

Ce manuscrit est structuré en triples chapitres : le premier expose la synthése

bibliographique qui inclut une description de Bunium incrassatum et des pathologies

L
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associees. Le second chapitre représente le matériel et les méthodes adoptés durant
I’expérimentation. Enfin, le troisi¢éme chapitre est consacré a l'interprétation et a la discussion
des résultats obtenus, suivi d'une conclusion mettant en avant des perspectives futures de
recherche.




Partie bibliographique
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Chapitre | : Généralités et vertus thérapeutiques de Bunium incrassatum

I.1. Historique

Bunium incrassatum L., autrement dit Talghouda, est une plante commune dans les
territoires ruraux du tell algérien, illustrant pour certains une source nutritive notable, mais
pour dautres un signe de pauvreté, évoquant la période de famine, notamment durant la

seconde guerre du monde et la période de la révolution algérienne (Al Baitar, 1996).

Certains herboristes sont actuellement intéressés par cette plante pour sa qualité
nutritionnelle supérieure et pour ses vertus thérapeutiques, notamment antithyroidiennes,

anticancéreuses et anti-inflammatoires (Jassbi et al., 2005).

1.2. Définition de Bunium incrassatum

Bunium incrassatum est une plante médicinale ombellifere (Apiaceae), également
connue sous le nom de Bunium bulbocastanum ou Bunium pachypodum. Cette espece
couramment dispersée le long de la frontiere méditerranéenne de I'Afrique. Elle abrite dans le
nord et I’est de I’ Algérie (Quézel al., 1962).

1.3. Description morphologique de Bunium incrassatum

Plante vivace, herbacée a tiges gréles atteignant 10-50 cm de hauteur, a feuilles
robustes a segments linéaires ou lancéolés et a rayons d'ombelles et d'ombellules de 5-7 cm de
large. Les racines sont renflées en tubercules arrondis et sans odeur. Les fruits sont rétrécis au
sommet avec une couche membraneuse contigué et sont 4-5 fois plus longues que larges (fig.
1) (Quézel al., 1962).
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Figure 1 : Bunium incrassatum (Chentouh et al., 2018)

1.4. Description botanique de Bunium incrassatum

La plante de B. incrassatum est classée comme suit dans la systématique botanique de
Quézel al. (1962) :

Régne : Plantae

Sous regne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous classe : Dilleniidea
Ordre : Apiales

Famille : Apiaceae

Genre : Bunium

Espéce : Bunium incrassatum L.

1.5. Composition chimique de Bunium incrassatum

La composition nutritionnelle de la poudre de racine de B. incrassatum a révélé la
présence de glucides, de lipides, de protéines et de minéraux. Par ailleurs, la composante
phytochimique de cette partie est marquée par la mise en évidence de polyphénols
(flavonoides, alcaloides et coumarines) (Tableau 1) (Aiouaz et Bitam, 2022).
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Bousetla et al. (2015) ont découvert que cette section de B. incrassatum contient du
béta-sitostérol, de la scoparone, de la scopolamine, du saccharose et de l'acide oléique. En
outre, El Kolli et al. (2017) ont relevé 31 constituants chimiques dans la partie aérienne de

méme espece.

Tableau 1 : Composition nutritionnelle des racines de B. incrassatum (Aiouaz et Bitam

, 2022).
Eléments Composition (%)
Matiere seche 87.59 +0.19
Protéines 6.87 £ 0.28
Lipides 1.59 £ 0.09
Amidon et congéneres 75.79 £0.26
Cendre 3.34+0.14

Minéraux (mg/100g)

Calcium 449.6
Potassium 289.17
Sodium 26.126

1.6. Utilisation de Bunium incrassatum

1.6.1. Utilisation alimentaire

Aprés séchage et broyage en poudre, les tubercules de B. incrassatum remplacent les
pommes de terre dans la cuisine orientale (Bousetla et al., 2015). Elles sont également
consommeées sous forme de galettes en mélangeant de la farine et de I'orge (EI Kolli et al.,
2017).

1.6.2. Utilisation phytothérapique

Les tubercules de B. incrassatum ont des effets antithyroidiens, anti-diarrhéiques ,
anti-inflammatoires (hémorroides) , anti bronchites et anticancéreux (Bousetla et al., 2015 ;
Di Dalmazi et Giuliani, 2021). Elle favorise la prise de poids et la lactation des animaux
(Jassbi et al., 2005).

e
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1.7. Impacts thérapeutiques de Bunium incrassatum
1.7.1. Impact antioxydant

El Kolli et al. (2017) ont évalué in vitro, une efficacité anti-radicalaire des extraits de
B. incrassatum. Certaines substances chimiques présentes dans cette plante, méme a I'état de
traces, comme le carvacrol et le thymol, présentent des propriétés antioxydantes synergiques
(Lu et Foo, 2001).

1.7.2. Impact antithyroidien

Les racines de B. incrassatum régenérent et réactivent les follicules thyroidiens chez
des rats Wistar hyper et hypothyroidiens, conformément a des études in vivo, hématologiques,

physiologiques et histologiques (Aiouaz et Bitam, 2022).
1.7.3. Impact antibactérien

Les investigations menées par El Kolli et al. (2017) suggerent que les terpénes et les
sesquiterpénes, riches en huiles essentielles des racines de B. incrassatum, pourraient étre les
principaux agents bioactifs responsables du pouvoir antibactérien de la plante, endommagent
également les membranes plasmatiques, les ions de rupture et les composants cytoplasmiques

coaguleés.
1.8. Stress oxydatif

De nombreuses maladies sont affectées par le stress oxydatif, qui agit a la fois comme
un déclencheur et un facteur de probléemes dans leur évolution (Favier, 2003). L'organisme
génere quotidiennement des radicaux libres, des composés hautement réactifs possédant un
électron non apparie, indispensables a divers processus vitaux. Toutefois, une production

excessive de ces radicaux pourrait endommager les organes (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Un dysfonctionnement de I'homéostasie redox produit un stress oxydatif en sur
générant ou en sous-neutralisant les radicaux instables. Un pouvoir antioxydant réduit ou un
exces de radicaux libres peuvent causer ce débalancement. Les dommages oxydatifs affectant
les divers composants cellulaires (les protéines, les lipides et les acides nucléiques) induisant

I’apoptose ou la nécrose résultant de ce déséquilibre (fig. 2) (Belaich et Boujraf, 2016).

L
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Systéme de défense
par les antioxydants

e

Radicauxlibres

ERO & ERN g

e ——

Figure 2 : Débalancement des antioxydants et des pro-oxydants (Belaich et Boujraf, 2016)

1.8.1. Radicaux libres

Les radicaux libres (RL) ayant un ou plusieurs électrons dans leurs couches externes,
ils demeurent intrinseéquement instables. lls réagissent fortement comme des especes réactives
de l'oxygeéne (ERO) et des espéces réactives de I'azote (ERN) (Sosa et al., 2013). ERO avec
des dérivés radicaux et des dérivés non radicaux de I’oxygene (peroxyde d’hydrogene) était

toxique (Pisoschi et Pop, 2015 ; Weidinger et Kozlov, 2015).

Les enzymes intracellulaires produites par des radicaux libres modérés maintiennent
I’homéostasie cellulaire. Le stress oxydatif naturel provoque la mort programmée des cellules
tout au long du développement. Les ERO ont influencé la plasticité synaptique et les voies de
signalisation. La fonction cellulaire, la structure des membranes et I’ADN sont
irrémédiablement endommagés lorsque les radicaux libres submergent les défenses

antioxydantes des tissus (Belaich et Boujraf, 2016 ; Jauniaux et Burton, 2016).
1.8.2. Défense antioxydante

La défense antioxydante est indispensable a la survie des cellules (Rodrigo, 2009).
Tout agent qui ralentit ou inhibe l'oxydation du substrat oxydable a une concentration
relativement faible est nommé « antioxydant ». Ils sont classés en fonction de leur origine.
Les antioxydants endogénes enzymatiques neutralisent les radicaux libres, tandis que les

antioxydants non enzymatiques et exogénes offrent les électrons (Durand et al., 2013).

e
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1.8.3. Antioxydants

Les antioxydants inhibent les especes réactives oxygénées. Ces derniers sont réduits
ou éliminés, piégés dans une molécule stable, le fer capturé et le glutathion produit (Favier,
2003).

Toutes les molécules in vivo sont des substrats oxydables. La catalase, le superoxyde
dismutase, la glutathion peroxydase et les composés a faible PM tels que le glutathion et
I'acide urique sont impliqués dans la génération des ERO (Kozarski et al., 2015 ; Ighodaro et
Akinloye, 2018 ; Tahidul et al., 2019).

Les oligoéléments, les vitamines A, C et E, les produits phytochimiques et les
métabolites secondaires sont des antioxydants alimentaires, prévenant le stress oxydatif et
maintenant I'équilibre redox cellulaire (Haleng et al., 2007 ; Fofana, 2011 ; Tahidul et al.,
2019).

1.8.4. Polyphénols

Les polyphénols sont composés de substances chimiques flavonoides, notamment les
flavans, les flavanols, les isoflavones et les anthocyanidines, et de composés non flavonoides,
tels que les acides phénoliques et les stilbénes. Les polyphénols sont des molécules bioactives
présentes dans les vegétaux, en particulier dans les légumes et les fruits, renfermant plus de
6000 composants différents. Les effets biologiques bénéfiques des molécules polyphénoliques

bioactives font l'objet des études approfondies (Handique et Baruah, 2002).

I. 9. Diabete

1.9.1. Généralités

Le diabéte, une maladie métabolique connue depuis I'Antiquité, tire son nom du grec
diabete (passer a travers) et du latin mellitus (sucré) (Delluc et al., 1995). Bien que sa
compréhension reste limitée, il est devenu une des principales raisons de déces, avec une forte

progression dans les autres nations en voie de développement (Bhattacharya, 2009).

Le diabéte sucré est un dysfonctionnement du metabolisme marqué par un niveau de
glucose sanguin élevé, causés par une insuline inadéquate ou inefficace, ou par une
combinaison des deux. Ce trouble perturbe le métabolisme glucidique, lipidique et des
protéique (Grimaldi, 2009 ; Ghalandari et al., 2015 ; Brahem et al., 2016 ; Uzan, 2016).

e
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Selon I'OMS, la maladie du diabéte sucré est diagnostiquée avec une élévation du
glucose sanguin de > 1.26 g/ (7 mmol/L) ou des variations glycémiques de > 2 g/L (11.1
mmol/L) (Young, 2011).

1.9.2. Prévalence mondiale du diabéte

Seuls dix pays, dont sept sont en développement, abritent actuellement 67% des
personnes atteintes de diabete. Les taux d’incidence les plus ¢€levés, supérieurs a 12%, sont

surtout observés dans les pays en développement (fig. 3) (Romli, 2016).

Le diabete de type II augmente plus rapidement dans les régions d’Afrique
subsaharienne en vertu des taux croissants d'obésité et d'autres facteurs de risque importants.
Au Ghana, la prédominance du diabete de deuxieme type est de 9-10% chez les adultes
(Agyemang et al., 2016). A Berlin, elle atteint 15% chez les hommes et 10% chez les femmes.
En outre, aux Etats-Unis, le diabéte de deuxiéme type chez les jeunes a progressé d'environ
30.5% (Vijayakumar et al., 2017). Le diabéte de type I correspond a 10% des cas a I’échelle
mondiale et augmente de 3 a 4% par an (Ribot, 2015).

1.9.3. Prévalence du diabéte en Algérie

Cette pathologie en Algérie oscille de 1.3% dans le sud a 8% dans le nord. Jeunes et
en surpoids, 86.1% des diabétiques en 2014 étaient du deuxieme type. La prévalence
nationale est passée de 6.8% en 1990 a 12.29% en 2005, atteignant 7.47% en 2013 (IFD,
2013).

1 China 109.6 million
2 | India 69.2 million
3 | United States of America 29.3 million
4 | Brazil 14.3 million
5 Russian Federation 12.1 million
6 Mexico 11.5 million
7 Indonesia 10.0 million
8 Egypt 7.8 million
9 | Japan 7.2 million
10 | Bangladesh 7.1 million

0] 20 40 60 80 100 120

Figure 3 : Dix premiers pays classés par le nombre des diabétiques (Romli, 2016)
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1.9.4. Classement du diabete
1.9.4.1. Diabétes primaires
e Diabéte de type | (DTI)

Le diabéte de type I, diabete juvénile, ou diabéte insulino-dépendant (DID), une
pathologie auto-immune détruisant les béta-cellules pancréatiques, entrainant une absence
d'insuline. Il apparait habituellement chez les enfants et chez les personnes jeunes (fig. 4)
(Vialettes et Conte-Devolx, 2013 ; Leroux, 2015).

pancréas

écepteur 3
linsuline

Figure 4 : Homéostasie dysfonctionnelle du diabéte de premier type (Kharroubi et Darwish,
2015) : 1 : sécrétion insulinique par les B-cellules pancréatiques en présence de
glucose ; 2 : les B-cellules pancréatiques ne sécretent pas ou peu d'insuline ; 3 et 4
: anomalies de l'absorption du glucose (muscle lisse, de l'adipocyte ou de
I'hépatocyte) et de la transmission du signal insulinique/translocation de Glucose

Transporteur 4 (GLUT4) ; 5 : hyperglycémie

e Diabete de type Il (DTII)

Le diabéte de deuxiéme type, diabete non insulinodépendant (DNID) (Goldenberg et
Punthakee, 2013), fréquent chez les adultes obeses apres 40 ans (Prasad et Groop, 2015). La

diminution de Il'insuline dans la cellule béta entraine une insulino-résistance (ADA, 2015).

)
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L’hyperglycémie résulte par une progression de la production au niveau hépatique du glucose

et sa baisse consommation par les muscles (fig. 5) (Kharroubi et Darwish, 2015).

Insuline

pancréas

Glucose

Récepteur &

/@@*

-1
e

Figure 5 : Homéostasie dysfonctionnelle du diabete de deuxiéme type (Kharroubi et Darwish,

Sy,

ms

2015) : 1 et 2 : libération de l'insuline par B-cellules de pancréas ; 3 et 4 : défauts
dans la libération de I’insuline, la translocation du glucose, réduisant la masse
musculaire lisse, I’adipocyte et 1’absorption du glucose par le foie; 5 :

hyperglycémie.

e Diabete gestationnel
Généralement, ce diabete survient entre les semaines 24 et 28 de la femme enceinte et
régresse progressivement aprés la maternité. Les principaux traitements sont l'insuline et les

hypoglycémiants oraux (Rodier, 2001 ; Ural et Repke, 2008 ; Agarwal, 2015).

1.9.4.2. Diabéte secondaire

Déficits génétiques qui altérent la fonction cellulaire de I’flot de Langherhans, action de
I’insuline, maladies pancréatiques exocrines, endocrinopathies, diabéte médicamenteux
outoxique, le diabéte infectieux et les syndromes génétiques sont d’autres types de diabéte
secondaire (Gourdy, 2013 ; Yamagata, 2014 ; Tidjane, 2016).

B
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1.9.4.3. Diabeéte expérimental

Les animaux sont souvent destinés a des études expérimentales sur le diabéete en raison
de leur réponse bien caractérisée aux facteurs pathogénes, qui est similaire au diabete sucré
humain. Cela aide les chercheurs a comprendre la maladie et & développer de nouveaux
traitements. Les méthodes d’induction comprennent des substances chimiques (alloxane et

streptozotocine), chirurgicales et génétiques (Etuk, 2010).

1.9.4.3.1. Diabete induit par I’alloxane

L'alloxane est une substance dérivée de la pyrimidine (acide urique), synthétisée en
1838 par Wohler, la plus fréeqguemment utilisée pour induire le diabéte mellitus chez les

animaux (lapins, rats, souris, etc.) (Etuk, 2010).
e Structure d’alloxane

Chez I’animal, I’alloxane (2, 4, 5, 6-tétraoxypyrimidine), un dérivé pyrimidigue (acide
urique), detruit les cellules béta pancréatiques pour induire le diabéte de premier type (fig. 6)
(Lenzen, 2008).

HN

N
N 0

Figure 6 : Structure chimique de I’alloxane (Lenzen, 2008)

e Mode d’action d’alloxane

L’alloxane agit comme suit :
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1. Les transporteurs de glucose 2 (GLUT2) assurent le passage du glucosyl alloxane dans
les cellules B du pancréas. L'acide diurétique résulte de la réduction du glutathion
cytosolique, de la cystéine, de l'acide ascorbique et des groupes SH.

2. L’alloxane inactive la glucokinase en formant un pont disulfure avec ses groupes thiol.
Cela réduit le taux de glucose oxydé et la libération d’ ATP, perturbant la signalisation
de I'insuline. Une minute d'inhibition de la glucokinase augmente I'ATP des cellules 3
et la libération d'insuline.

3. La réoxydation de l'acide diurétique en alloxane active les réactions de Fenton et
génere des formes réactionnelles de l'oxygene. L’alloxane réduit la libération
d’insuline et améliore la perméabilité de la membrane .

4. L’alloxane augmente le Ca*? dans les cellules p du pancréas par modification de
I’homéostasie calcique intracellulaire. Cela dépolarise les cellules et ouvrant les
conduits de calcium, augmentant I’apport calcique. La libération accrue d’insuline nuit

aux cellules B et a I’ERO (fig. 7) (Ankur et Shahjad, 2012).

A
GSH c O, —+ H*
GS' 0,

- A

GSSG AH' m
GSH O, —+ H* H,O,
GSs c 0, Fezr
AH, Fe
OH* + OH-

Figure 7 : Cycles d'oxydo-réduction de I'acide dialurique et de I'alloxane
(Lenzen, 2008)
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L’alloxane intraveineux, intra-péritonéal et sous-cutané induit le diabéte. La dose
efficace varie selon l'espéce animale. Une dose inférieure a 50 mg/kg est généralement
insuffisante pour les rats (Szkudelski, 2001).

1.10. Dysthyroidie

1.10.1. Anatomie de la glande thyroidienne

Thyroide, la plus grande glande endocrine, située sous le larynx et la trachée. En forme
de papillon avec deux lobes latéraux et un isthme moyen. La charge d’iode, I’age, le sexe et la
morphologie affectent son volume de 20 a 30 g. Glande rouge élastique. Chaque c6té a trois
veines thyroidiennes: supérieure, moyenne et inférieure. Troisieme entre dans le tronc

brachio-céphalique, les deux premiers dans les veines jugulaires (fig. 8) (Wémeau, 2011).

Figure 8 : Anatomie thyroidienne (Waugh et al., 2023) : 1 : cartilage thyroide ; 2 : lobe
gauche de la glande thyroide ; 3 : isthme de la glande thyroide ; 4 : trachée ; 5 :
artere carotide commune gauche (coupée) ; 6 : artére subclaviére droit ; 7 : veines
thyroidiennes inferieures ; 8 : artére thyroidienne inférieure droite ; 9 : veines
allant a la veine jugulaire interne droite ; 10 : artére thyroidienne supérieure droite

: 11 : artere carotide externe droite.
1.10.2. Embryologie de la glande thyroidienne

Durant la troisieme semaine de la phase d'embryogenése, la glande thyroide se
développe sous l'effet d'une hypertrophie endodermique et elle migre par la suite vers sa

position finale devant l'axe laryngotrachéal. A la 7¢™ semaine, elle fusionne avec les corps
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ultimo-branchiaux, formant les cellules C (sécrétrices de calcitonine). Les cellules
folliculaires dérivent de I'endoderme et produisent les hormones thyroidiennes, stockées dans

la thyroglobuline. Dés la 11°™ semaine, la thyroide retrouve son activité (Wémeau, 2011).
1.10.3. Histologie de la glande thyroidienne

La glande thyroide est histologiquement divisée en lobes appelés follicules. Chaque
follicule a une paroi épithéliale entourant un espace rempli de colloides (fig. 9).

L'épithélium contient deux types de cellules :

1.10.3.1. Cellules folliculaires ou thyréocytes

Les cellules folliculaires, ou thyréocytes, constituent 99% du parenchyme thyroidien.
Elles forment une assise uni-stratifiee autour des follicules de 200 pum de diameétre. Ces
cellules endodermiques sont reliées par des jonctions serrées apicales. Leur taille et

morphologie varient : plates quand inactives, cubiques quand actives (Brouet, 2011).

La fonction modifie la forme des thyréocytes. Elles sont aplaties avec abondance
colloidale et acidophile, les cellules au repos. Les cellules hyperactives, cylindriques
produisent plus de protéines, le colloide devient raréfié et incolore (fig. 10). Exocrine
(production, excreétion et stockage de la thyroglobuline) et endocrinien (libération du plasma

T3 et T4), processus assurés par les cellules folliculaires (Tramalloni, 2011).

1.10.3.2. Cellules para-folliculaires ou cellules C

La calcitonine, une hormone hypocalcémiante, est libérée par les cellules para-
folliculaires, souvent appelées cellules C, moins abondantes que les thyréocytes, occupant
moins de 0.1% du parenchyme thyroidien, sécrétant le carcinome, une hormone
hypocalcémiante. Le carcinome thyroidien est indiqué par des niveaux élevés de calcitonine
(Brouet, 2011).

E



Chapitre | : Généralités et vertus thérapeutiques de Bunium incrassatum

Figure 10 : Schéma illustratif des follicules thyroidiens : A : follicule en actif ; B : inactif
(Weémeau, 2011)

1.10.3.3. Colloide

Une substance pateuse de couleur jaune, appelée colloide, est déposée dans le lumen

du follicule thyroidien, ou elle sert de réserve d’hormones thyroidiennes (Brouet, 2011).
1.10.3.4. Hormones thyroidiennes

Les thyréocytes produisent les hormones thyroidiennes T3 et T4, qui dérivent de l'acide
aminé tyrosine. Elles different par le nombre et la position des atomes d'iode (Tramalloni,

2011). La désintégration d'iode de T4 entraine la formation de la 3,3',5'-tri-iodothyronine

E

(opposée a T3, rT3), qui n'agit pas (fig. 11) (Ryndak-Swiercz, 2010).
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Figure 11 : Description de la composition chimique des hormones thyroidiennes
(Ryndak-Swiercz, 2010)

1.11. Lithiase biliaire (LB)

1.11.1. Aspect anatomique vésiculaire biliaire

Elle prend la forme d'un collecteur allongé en forme de poire. Elle mesure de 5 cm de
large, 8 a 12 cm de long, de 30 a 50 mL de capacite, située a l'intérieur d'une cavité viscérale,
il rejoint le siege du systéeme hépatique par le tissu conjonctif (fig. 12) (Nguyen et Bourouina,
2008).

Le fond de la vésicule biliaire et le point vésiculaire se situent sur la droite de la ligne
ambilico-axillaire, en vis-a-vis du bord c6té droit et du contour de la partie latérale du grand
droit abdominal (Kamina, 2012).

L'épithélium prismatique basique confere a la muqueuse de la vésicule biliaire des plis
similaires a ceux-ci de l'estomac. Les parois vésiculaires biliaires sont dépourvues de sous-
muqgueuse. Les myocytes lisses de sa couche intermédiaire s'étendent pour déverser le
contenant vésiculaire dans le conduit cystique. Le péritoine recouvre la vésicule biliaire
(Marieb, 2008).
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Canal cystique Canal hepatique

Coliet
Infundibulum \
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Figure 12 : Aspect anatomique vésiculaire biliaire (Idrissi, 2020)

1.11.2. Physiologie de la vésicule biliaire
1.11.2.1. Biosynthése de la bile

Les hépatocytes générent de la bile, laquelle est ultérieurement altérée par les
processus de sécrétion et de résorption des corps cholangiocytaires. La bile est un fluide vert-
jaune visqueux, dégageant un odorat désagréable, un golt peu agréable et laissant en bouche
une saveur fade. La bile change de couleur, passant du vert foncé au jaune sous l'effet de

I'acide azotique (Jansen, 2000).

La présence de cholérétiques, tels que les sels biliaires, provogue une augmentation de
production accrue de la bile par la vésicule biliaire, qui est ensuite libérée dans le duodénum
suite a l'ingestion de nourriture. La sécrétion de bile impliquée dans le processus digestif est
optimisée grace au mécanisme du cycle entérohépatique qui permet la réabsorption et la
réutilisation des acides biliaires. La sécrétine, une hormone, augmente l'acidité et I'alcalinité
de la bile, sans altérer les sels biliaires. Pendant le stade céphalique digestif, antérieurement a
la réception du bol alimentaire au sein de I'estomac et les intestins, le foie favorise la sécrétion
de la bile, laquelle n'est pas influencée par d'autres paramétres. La bile est constamment
synthétisée par le foie et en stockage dans les voies biliaires. Elle est acheminée vers le

duodénum exclusivement pendant le processus de digestion (Jansen, 2000).
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1.11.2. 2. Composition biliaire

La bile est composée d'un mélange de lipides neutres, de sels, de cholestérol, de
pigments, d'eau et d'électrolytes. Les sels biliaires ainsi que les phospholipides, tels que la
Iécithine et d'autres, constituent les seuls éléments chimiques favorisant la digestion (Marieb,
2000).

1.11.2. 3. Controle biliaire dans la partie gréle intestinale

Le sphincter du bulbe hépato-pancréatique se ferme de maniére étanche sans processus
de digestion. Uniquement les contractions veésiculaires biliaires permettent I'évacuation des
biles. Elle remonte vers le canal cystique et lintestin gréle lors la vésicule biliaire se
contracte. La contraction vesiculaire est provoquée par la cholécystokinine (CCK), qui est
sécretee suite a l'arrivée de chyme acide et lipidique dans le duodénum. La cholécystokinine
provoque la contraction vésiculaire de bile, libérant le suc pancréatique et relachant le muscle
sphinctérien au niveau de I'ampoule hépato-pancreatique, favorisant ainsi le transit biliaire et

du suc du pancreas vers le duodenum (Marieb, 2000).

1.11. 3. Calculs biliaires

Les calculs biliaires sont des accumulations de résidus biliaires cholestéroliques. La
formation d'un grand ou de plusieurs petits calculs ne cause généralement aucun signe. La
vesicule biliaire, les voies biliaires principales et intra-hépatiques susceptibles de former des
calculs (Benhamou, 2008). Les canaux biliaires, qui transportent la bile veésiculaire au

duodénum, sont partiellement ou totalement obstrués par des calculs (Tortora et al., 2007).

1.11.3.1. Physiologie des calculs biliaires

Selon Payen et al. (2011), de nombreux troubles intestinaux, vésiculaires et hépatiques
sont susceptibles d’induire la formation de calculs cholestéroliques, résultant de la

sursaturation biliaire en composants insolubles, de la nucléation et de la stase vésiculaire.

e Sursaturation biliaire
Une hypercholestérolémie entraine une augmentation de l'indice lithogene, ce qui conduit a

un déséquilibre du rapport entre le cholestérol, les acides biliaires et les Iécithines, le portant a
un niveau supérieur a un. Cela conduit a la formation de microcristaux de cholestérol. La
nucléation et la synthese du cholestérol surviennent lorsque les hépatocytes sécrétent de

maniére excessive le cholestérol dans la bile. Etant donné que le cholestérol est apolaire et
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présente une solubilité dans I'eau de 10-7 M, il est essentiel d'avoir une sursaturation, bien que
celle-ci soit insuffisante pour la formation des calculs. La bile a la capacité de dissoudre de
facon efficace et sophistiquée le cholestérol (Payen et al., 2011).

La synthese du cholestérol monohydraté implique l'utilisation de lécithine et de sels
biliaires qui se regroupent en micelles ou en veésicules. Les sels biliaires favorisent la
formation de micelles, qui sont des structures polymoléculaires hydrophiles et hydrophobes
composées de 50% de lécithine et 10% de phosphatidylcholines. La chaine carbonée des sels
biliaires est composée de plus de dix atomes de carbone. Les lécithines diminuent la quantité
d'eau présente dans la bile en rendant le cholestérol soluble (Payen et al., 2011).

e Nucléation
Les lécithines uni-lamellaires sont responsables du transport total du cholestérol, étant donné
que leur concentration dans la bile est en deca de leur seuil micellaire. Les formations
kystiques multicouches, les microcristaux, les dépots boueux et les calculs sont engendrés par
une hypercholestérolémie. Les immunoglobulines A et M, les glycoprotéines, la fibronectine,
les lysolécitines, le bilirubinate de calcium, les sels de calcium, les composants organiques
tels que les celluloses, les matieres parasitaires et les bactéries, ainsi que les substances
biliaires, favorisent la translocation nucléaire. Les médicaments Al et A2 ainsi que les
glycoprotéines inhibent la translocation nucléaire. Le déséquilibre des composants perturbe le
processus de nucléation. Le processus de formation des calculs biliaires prend trois jours et

dix jours pour la bile normale (Payen et al., 2011).

e Stase vésiculaire

Le cholestérol, la bilirubine et les cristaux de sel de calcium se fixent a la matrice
glycoprotéique afin de constituer le calcul durant la phase de stase vésiculaire. La stagnation
biliaire et la perte de tonicité de la vésicule biliaire favorisent ce mécanisme (fig. 13) (Payen
et al., 2011).
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Métabolique Physique :
(génétique?) Chimique nucléation Croissance Symptomatique

Formationde  Précipitation ~ Formation de
bile sursaturée  de cristauxde  calculs macro-

en cholestérol  cholestérol scopiques
Durée ~10 ans ou plus Jours-mois Mols-années ou jamais

Figure 13 : Etapes de formation des calculs de cholestérol (El kadi, 2016)

1.11.3.2. Composition des calculs biliaires

Les sels de bile, le cholestérol, les caroténoides et le calcium sédimentent dans la bile
de vésicule et forment des calculs. Ces derniers pouvant étre formés par n’importe quelle
branche du canal hépatique. La majorité des calculs sont constitués de 94% de cholestérol, 1%
de calcium et 4% de couleur. S’ils sont a base de pigments, ils peuvent contenir 25% de

cholestérol (Corpechot, 2013).
1.11.3.3. Classification des calculs biliaires

Les calculs biliaires se subdivisent en trois types selon leur composition: pigmentaires,

mixtes et cholestéroliques (Corpechot, 2013).

e Calculs pigmentaires

Les micro-organismes, notamment la colonisation de la bile par les bactéries,
accroissent la sédimentation des lithiases pigmentaires en raison de la conjugaison (Cortey et
al., 2017). Les pierres pigmentaires sont répartis en deux types correspondant a des processus

pathophysiologies distincts: pigmentaires noirs et ceux bruns (fig. 14) (Corpechot, 2013).

e Calculs pigmentaires noires

Les pierres pigmentaires noires, qui sont solides et amorphes, sont associées aux
polymeres de bilirubine et au calcium, présents dans la vésicule. La drépanocytose et les

anémies hémolytiques chroniques entrainent une augmentation de la bilirubine libre en raison
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de la dégradation de I'hémoglobine. La précipitation de la bilirubine en I'absence de
cholestérol peut provoquer la création des pigments biliaires. Les symptomes sont
habituellement en latence, entrainant une obstruction des voies biliaires et des troubles liés a
la bile. Un cas d'hémolyse non diagnostiquée pourrait avoir entrainé le développement d'une
lithiase (Corpechot, 2013).

e Calculs pigmentaires bruns

Les pierres pigmentaires brunes, qui sont solides et molles, sont associées aux
bilirubinate de calcium, présents dans les voies biliaires. La bilirubine non conjuguée, le
calcium, les protéines et le cholestérol sont les composants des calculs biliaires pigmentaires.

L'apparition de ces calculs est due a la décomposition de la bilirubine conjuguée dans
les voies biliaires par l'enzyme bactérienne appelée PB-glucuronidase. Ces symptomes
pourraient résulter d'infections chroniques affectant les voies biliaires, comme Il'angiocholite

aigué survenant apres une intervention chirurgicale sur ces voies (Corpechot, 2013).

Figure 14 : Calculs pigmentaires (Stevens et Lowe, 1997)

e Calculs de cholestérol

La bile est le premier vecteur permettant la sécrétion du cholestérol dans l'organisme,
tandis que les sels de bile assurent le maintien du cholestérol en solution au sein de celle-ci.
Un exces ou une carence en sels biliaires ou en cholestérol peut entrainer la constitution des

cristaux appelés calculs biliaires choléstéroliques (Marieb, 2000).
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Les calculs de cholestérol sont classés en deux types: les calculs cholestéroliques
cristallin pur représentent environ 20% de la totalité des calculs de cholestérol, et les calculs
mixtes qui sont caractérisés par la présence des couches de cholestérol et de bilirubinate de
calcium disposées en couches successives entourant au centre un noyau cholestérolique et de
sels de bile (El Ouadghiri, 2016). 80% du cholestérol et 67% des calculs biliaires présentent
une teinte jaune, aspect dure et stérile (fig. 15) (Zeitoun et al., 2017).
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Figure 15 : Calculs biliaires cholestéroliques (Boualiten, 2019)

1.11.4. Symptdémes de lithiase biliaire

Thiele, (2010) énumere divers signes et conséquences de la lithiase biliaire :
-Pres de 50% sont des calculs silencieux qui ne posent pas de probléme.
-Les nausées matinales et la pression dans le haut de 1’abdomen droit sont des signes
possibles.
-Légere douleur a la dorsale.
-Les troubles gastro-intestinaux.

-Fiévre rare.

1.11.5. Quelques complications de lithiase biliaire
e Douleurs aigués

Crampes extrémes au niveau la zone droite de l'abdomen supérieur et de

I’épauledroite, le bras et le dos, généralement accompagnées de nausées et de vomissements.
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Le reflet droit de I'abdomen est généralement absent dans les situations bénignes, mais

observable dans les cas plus séveres (Thiele, 2010).

e Cholécystite aigué

En cas de Dblocage du conduit cystique, partiel ou intermittent, des infections
bactériennes provenant du sang ou du cOlon entrainent une cholécystite aigué. Le plus
souvent, les bactéries E. coli et Streptococcus faecalis sont impliquées dans ces cas. Le
syndrome de Mirizzi est une pathologie peu commune marquée notamment par une lithiase
localisée dans le canal infundibulaire, vésiculaire ou kystique. Cette lithiase exerce une
pression sur le canal hépatiqgue commun, entrainant ainsi une inflammation chronique (fig. 16)
(Schéfer et al., 2003).

¢ Inflammation
entrainant
I'obstruction

Dilatation du canal
hépatique commun

Calcul bloquant
le canal cystique

Figure 16 : Maladie de Mirizzi (Schéafer et al., 2003)

e Cholécystite chronique

La chélecystite provoque une irritation continue des parois vasculaires. Les Iésions
d'un blocage partiel sont plus communes que la cholécystite aigué. Outre la maladie
vesiculaire, les coliques hépatiques et les troubles dyspeptiques entrainent une cholécystite
chronique. Une échographie confirme la lithiase vésiculaire dans une vésicule rétractée,
épaisse et hyperéchogene. Le scanner repere des dépbts de calculs dans les parois des

vésicules. Un risque de potentielle malignité est possible (Reid et al., 2007).
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e Cancer vésiculaire biliaire

Le cancer vésiculaire biliaire est présente sous différentes formes, telles que de petites
excroissances sessiles ou pédiculées a l'intérieur de la vésicule, des régions infiltrées
entrainant un épaississeur anormal de la paroi vésiculaire ou bien une masse de couleur
blanchéatre altére la forme de cet organe, la rendant irréguliére, et parfois la présence de
calculs formant le calculo-cancer typique (Reid et al., 2007).

e |léus biliaire

Une obstruction intestinale causée par un calcul biliaire est désignée sous le terme médical
d'iléus biliaire. Cette pathologie constitue environ 2 & 3% de I'ensemble des cas d'obstructions
intestinales, mais qu'elle affecte jusqu'a 20% des individus ages. En cas de cholécystite aigué,
il est possible que le calcul soit eliminé a travers une fistule cholécysto-duodénale, parfois
survenant aprés l'intervention chirurgicale. Les calculs sont plus frequemment observés dans
I'iléon terminal et moins fréquemment au niveau du duodénum. Les calculs de taille
supérieure a 25 mm sont aisément évacués par les selles. L'incidence de la lithiase se localise
habituellement dans la valve iléo-ocaecale, ce qui peut s'étendre de I'estomac au cblon. Les
symptdmes lithiasiques sont associés a une obstruction intermittente. La constatation d’une

aerobilia est liée a la présence d'une lithiase anormale (Reid et al., 2007).

1.11.6. Semiologie de lithiase biliaire

e Symptoémes cliniques

- Douleurs abdominales : seule la douleur vésiculaire, aussi nommée colique
hépatique, signale la présence de calculs biliaires. Une obstruction des voies biliaires
peut provoquer des douleurs localisées dans la région hypochondriaque droite. La
douleur étant relativement fréquente, elle est le premier indice de la maladie
lithiasique vésiculaire plutét qu'un symptéme précurseur (Corpechot, 2013).

- Problémes digestifs : nausées, vomissements et douleurs abdominales peuvent
s'accompagner d'aliments ou de bile. La constipation et I'intolérance aux graisses sont

des troubles gastro-intestinaux rares (Oussama, 2010 ; Svensson et Makin, 2012).
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- lctere : en plus de la jaunisse cholestatique due a I'accumulation de calculs dans le
canal biliaire, elle peut aussi résulter dune maladie hémolytique, causant la
destruction anormale

- des globules rouges (Oussama, 2010 ; Debray et al., 2011).

- Fievre : généralement, elle ne fait pas partie des symptdmes observés en cas de

lithiase biliaire simple (Oussama, 2010).

1.11.7. Diagnostic de lithiase biliaire

e Imagerie : L'imagerie est réalisée de diverses manieres :

- Echographie abdominale : elle permet de diagnostiquer la lithiase vésiculaire. 11 est
possible d'examiner le canal cystique, la vésicule biliaire, les calculs présents, ainsi
que leur quantité, leur taille et leur structure. Son taux de spécificité oscille entre 95 et
99% et sa sensibilité entre 84 et 97% (en fonction de I'opérateur). Le dispositif repere
des calculs vésiculaires mesurant entre 1 et 2 mm (fig. 17) (Borie et Millat, 2003 ;

Finech, B., Najib, 1.J., Dafali, 2008).

Figure 17 : Examen échographique abdominale de lithiase biliaire : 1 : calcul de type

vésiculaire ; 2 : cone d’ombre postérieur (Aymard, 2010)
- Tomodensitométrie (TDM) : les coupes axiales mettent en évidence la disponibilité

des calculs biliaires au niveau de la vésicule de bile. L'informatique est tributaire de la

concentration de calcium. Les calculs calcifiés se caractérisent par une hyperdensité,
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alors que le cholestérol est hypodense. Néanmoins, cette observation est rare
(Tramalloni, 2011).

- Imagerie par résonance magnétique (IRM) : ce diagnostic détecte les calculs dans
les voies biliaires sans recourir a une méthode invasive, la réservant aux situations
nécessitant une intervention chirurgicale (Benrahhal, 2018).

- Echo-endoscopie : elle explore les pathologies du pancréas ainsi que la cholestase
extra-hépatique. Elle permet de détecter de petits calculs biliaires qui n'ont pas été
repérés lors de I'échographie abdominale. Ces cristaux, dont la taille varie de 1 a 3
mm, peuvent entrainer des douleurs intenses au niveau du foie ou du pancreas,
particulierement chez les adultes, et sont peu fréquents chez les enfants. A I'heure
actuelle, I'éco-endoscopie est de plus en plus fréqguemment employée chez les adultes
afin de dépister la microlithiase, avec une sensibilité de 98% (Tijani, 2014).

1.11.8. Quelques traitements des calculs biliaires

e Traitements symptomatiques

Il est envisageable d'administrer des antispasmodiques et des analgésiques
symptomatiques par voie intramusculaire, intraveineuse ou oral, et les antibiotiques en cas
d’inflammation vésiculaire (cholécystite). Cela est habituellement effectué avant la

cholécystectomie (Corpechot, 2013).
e Traitements chirurgicaux

- Traitement palliatif : cette intervention vise a garantir que la bile parvienne au
systeme digestif en cas d'impossibilité d'éliminer les calculs. Une anastomose
biliodigestive, duodénale, hépatique ou jéjunale, ou une endoprothése biliaire
endoscopique peut étre placée a proximité du calcul pour contourner l'obstruction
(Gainant et Sautereau, 1996).

- Cholécystectomie : la vésicule biliaire est retirée sous anesthésie générale. Selon
l'origine et la technique employée, il est indispensable de respecter certains parametres
opératoires cohérents lors des cholécystectomies par coelioscopie ou laparotomie.

L'intervention commence par la détection de la maladie péritonéale (Massault, 2001).
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1.11.9. Prévention de lithiase biliaire

Pour prévenir la lithiase biliaire, Erlinger, (2002) a recommandé les mesures suivantes :

- S'efforcer de maintenir un poids corporel adéquat.

- Pratiquer régulierement une activité physique.

- Intégrer des graisses de qualité dans I’alimentation.

- Limiter a consommer les sucres a indice glycémique élevé pour réduire le risque de
calculs. -Manger des fibres alimentaires qui aident a contr6ler I'appétit et a prévenir
l'obésité.
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I1.1. Matiére végétale

En juin 2021, la plante Bunium incrassatum, également connue sous le nom de
Bunium pachypodum, a été collectée & maturité dans la localité de Labiod Medjadja, situee
dans la wilaya de Chlef en Algérie. Les coordonnées géographiques de ce site sont
approximativement une latitude de 36° 15' 0" Nord, une longitude de 1° 24' 0" Est, et une
altitude de 176 m. L'identification botanique de cette plante a été réalisée par le Dr. Sekkal
Fatima Zohra, botaniste au département de biologie de I'Université Abdelhamid Ibn Badis a
Mostaganem, en Algérie. Un échantillon spécimen a été déposé au laboratoire d'Ecologie
Végétale du département de biologie de I'Université Ahmed Ben Bella, Oran 1, en Algérie,
sous le code voucher (n° H.S. 01998. 1) (fig. 18).

Figure 18 : Bunium incrassatum : (A) : plante dans I’environnement ; (B) : racines et partie

Aérienne ; (C) : racines (tubercules) ; (D) : grains (originale)
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Apres la récolte, les racines, les tiges et les grains ont été minutieusement nettoyés par
I'eau pour éliminer toute présence de contaminants. Ces trois parties de la plante sont ensuite
séparément soumises a un premier processus de séchage d'une durée de 30 jours, réalisé a 37
°C et a I’abri de la lumiére. Suite & un deuxiéme séchage dans une étuve a 40 °C durant
quelques jours, le matériel végétal a été pesé chaque 24 h jusqu’a obtention d’un poids stable.
Il a été broyé par un broyeur électrique (Moulinex) jusqu'a obtenir une texture fine, ensuite

stocké dans des flacons hermétiquement fermés, en vue de toute analyse ultérieure.
11.2. Extraction et détermination du rendement de Bunium incrassatum

L'extraction a été réalisée en macérant 10 g de chaque partie de matiere végétale
broyée dans 100 mL de méthanol a 99.7%, a 25 °C et a ’obscurité, pendant une durée de 72
h. Apres filtration a l'aide d'un papier Whatman n°1, la concentration a été effectuée sous
pression réduite et a 50 °C par un évaporateur rotatif (Boeco RVO 400, type SD, Allemagne).
Les extraits secs bruts de B. incrassatum provenant des racines (EMR), des graines (EMG) et
des tiges (EMT), obtenus apres evaporation dans une étuve a 40 °C pendant 48 h, et conservés

a ’obscurité, jusqu'a leur usage (Hasanein et al., 2016).
Le rendement d'extraction a été déduit selon I’équation suivante :
% R = (Po/P1) x 100
% R : pourcentage de rendement d’extraction.
Po : poids du matériel végétal sec initial mis a I’extraction (g).

P1: poids de I'extrait sec obtenu (g).

11.3. Analyse des extraits de Bunium incrassatum par HPLC/UV

Les extraits méthanoliques de B. incrassatum (EMG, EMT et EMR) ont été soumis a
une analyse par un systeme de chromatographie liquide haute performance (type Agilent
1100), et le processus de séparation s'est déroulé sur une colonne Agilent 120 EC Poroshell
(100 mm x 2.1 mm, 2.7 um), avec une phase mobile composée d'eau/TFA/acide formique (99
: 0.25 : 0.75) (A) et d'acétonitrile (B). L'élution a été menée a 55 °C, avec un débit de 0.6
mL/min et 10 pL de volume de 1’échantillon injecté. Le gradient de solvant était le suivant :
(0, 0), (1, 10), (2, 12.5), (3, 15), (9, 80), (10, 100), (11, 100), et (14, 0), avec une phase post-

équilibrage de 5 min.
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La détection UV a été observée a 270 et 320 nm. Les temps de rétention ont été
comparés avec les standards phénoliques synthétiques (acide gallique, acide cinnamique trans,
acide benzoique, acide férulique, acide m-coumarique, acide caféique, acide rosmarinique et
acide ellagique), des flavonoides (catéchine, acacétine, hespéridine, thymol, galangine,
tectochrysine, pinocembrine, rutine, chrysine, apigénine, kaempférol et quercétine) ainsi que
d'autres composes (acide ascorbique, menthol), en utilisant une correspondance spectrale.

Les extraits EMG, EMR et EMT ainsi que les standards ont été solubilisés dans du
méthanol a 1 mg/mL. Des courbes étalons synthétiques ont été mises en ceuvre pour évaluer

les taux en éléments étudiés, exprimées en mg pour 1 g d'extrait brut (Barbari¢ et al., 2011).
I1.4. Activité antioxydante in vitro

11.4.1. Quantification des composés phénoliques

11.4.1.1. Quantification des polyphénols totaux (PT)

La quantification des polyphénols totaux dans les extraits methanoliques de
B. incrassatum (EMR, EMG et EMT) a été réalisee conformément au protocole de
Velioglu et al. (1998).

Un volume de 200 pL d’extrait méthanolique de B. incrassatum et 1500 uL de FCR a
10% ont été soigneusement mélanges et maintenus a 25 °C dans l'obscurité pendant 5 min
avant I’ajout de 1500 uL a 60% (P/V) de bicarbonate de sodium. Aprés 1 h 30 min
d'incubation a 25 °C et a I’obscurité, les absorbances ont été lues a 725 nm par un
spectrophotometre UV-VIS de type Optizen Pop (Corée) contre un blanc.

Les concentrations totales de polyphénols dans les extraits examinés ont été
déterminées avec précision a l'aide de la courbe standard de I'acide gallique. Les résultats ont

été estimés en milligramme équivalent acide gallique/gramme d’extrait sec (mg EAG/g ES).

11.4.1.2. Quantification des flavonoides totaux (FT)

L’estimation quantitative des flavonoides totaux inclus dans les extraits de B.

incrassatum a été effectuée par la procédure adaptée par Woisky et Salatino (1998).

La procédure nécessite de mélanger vigoureusement 1000 pL d’extrait avec 1000 pL
de 2% (P/V) de trichlorure d’aluminium (AICI3) puis d'incuber pendant 60 min a 25 °C et a
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I’obscurité. La DO du mélange réactionnel a été mesuré a 420 nm par rapport a un blanc. La
querceétine a servi de standard de référence. Les taux des flavonoides totaux ont été exprimés

en milligramme équivalent quercétine/gramme d’extrait sec (mg EQ/g ES).
11.4.2. Détermination du potentiel anti-radicalaire par le test au DPPH

La détermination du pouvoir antioxydant des divers extraits de B. incrassatum
(EMR, EMG et EMT) par le test DPPH a été menée en suivant le protocole

décrit par Loo et al. (2008).

Un volume de 250 pL d’extrait méthanolique a différentes concentrations (0.0625,
0.125, 0.25, 0.5, 1, 2 mg/mL) a été combiné a 1000 pL de DPPH a 0.004% fraichement
préparée dans le méthanol. La DO de la mixture a été déterminé & 517 nm par rapport a un
blanc, apres 30 min dans l'obscurite a 25 °C.

La formule ci-dessous a été adoptée pour établir l'activité anti-radicalaire de DPPH

(%RSA ou Radical Scavenging Activity) :

%RSA = [(Abs C-Abs E/Abs C) x 100
Abs C : absorbance de controle.
Abs E : absorbance d’échantillon.

La concentration effective médiane (CEso) a été derivée du graphique DPPH [%RSA =
f (concentrations)] par le biais de la méthode de régression linéaire (Molyneux, 2004). Elle a
été exprimée en milligramme équivalent acide ascorbique/gramme d’extrait sec (mg EAA/g
ES) et en milligramme équivalent trolox/gramme d’extrait sec (mg TE/g ES). Le %RSA a été

inversement proportionnel a la CEso (Prakash et al., 2007).

11.4.3. Détermination du potentiel anti-radicalaire par ABTS

La méthode de spectrophotométrie d'ABTS a été évaluée en suivant le protocole
recommandé par Rice-Evans et al. (1996), avec des modifications apportées selon Re et al.
(1999).

Le protocole nécessite en premier lieu la préparation d’une solution de stock d’ABTS%*
en mélangeant un rapport V/V de 2.45 mM de persulfate de potassium (K2S20sg) avec 7 mM
d'’ABTS. Ce mélange réactionnel est ensuite incubé pendant 12 a 16 h a température

ambiante, a I’obscurité. Par la suite, cette solution a été fraichement diluée avec du méthanol

pour atteindre une DO de 0.70 £ 0.02 a 734 nm.
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En deuxieme lieu, 100 uL d’extrait testé a diverses teneurs (0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1,
2 mg/mL) ont été additionnés a 900 pL de la solution d'ABTS®* précédente. Les DO ont été
mesurés a 734 nm contre un blanc. Aprés 15 min d'incubation du milieu réactionnel a 25 °C et

dans ’obscurité.

La solution ABTS™ a servi comme contrdle, l'acide ascorbique et le trolox comme
standards synthétiques. Les résultats ont éte estimes en mg EAA/g ES et en mg TE/g ES. Les
courbes graphiques illustrant le taux d'inhibition et la CEso ont été calculées selon le méme
procédé que celui utilisé pour le test DPPH.

11.4.4. Détermination du potentiel anti-radicalaire par le test au FRAP

La procédure de Karagozler et al. (2008) a evalué le pouvoir antioxydant réducteur du
fer ferrique (FRAP) des extraits de Bunium incrassatum.

A 1000 pL de chaque extrait a différentes concentrations (0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1,
2 mg/mL) a été ajouté 2500 puL. d’un tamponphosphate (0.2 M, pH 6.6) et 2500 pL de 1%
(P/V) de potassium ferrocyanure (KsFe(CN) g). Durant 20 min, la mixture a été placée dans
un bain-marie a 50 °C, puis refroidie a température ambiante dans l'obscurité avant

d'interrompre la réaction chimique en ajoutant 2500 puL a 10% (P/V) d'acide trichloroacétique

(TCA).

Un volume de 2500 pL de surnageant obtenu aprés une centrifugation a 3000 tr/min
durant 10 min, a été mélangé avec 2500 puL d’eau distillée et 500 puL de trichlorure de fer a
(0.1% : P/V) (FeCls) fraichement préparé et incube durant 10 min a I’obscurité et a 25 °C. Les
DO ont été mesurées a 700 nm par rapport a un blanc et comparées a celle des standards
(I'acide ascorbique et le trolox), qui sont des antioxydants standards. Une élévation de
I'absorbance est liée a un renforcement du potentiel réducteur ferrique des extraits, révélant

ainsi une augmentation de leur capacité antioxydante.

Le potentiel réducteur des échantillons a été exprimé en termes de concentrations
effectives & 50% (CEsp), qui ont été calculées a travers une régression linéaire, nécessaires

pour avoir une absorbance de 0.5 a 700 nm ont été interpolées (Fernandes et al., 2017).
11.4.5. Détermination de la capacité antioxydante totale (CAT)

La méthode de phosphomolybdate des différents extraits méthanoliques a été

déterminée par la procédure de Laloo et Sahu. (2011).

3



Chapitre Il : Matériel et méthodes

Un volume de 300 puL d’extrait méthanolique ont été ajoutés a 3000 pL de réactif,
comprenant de solutions d’acide sulfurique a 0.6 M (H2SOs4), de molybdate d'ammonium a 4
mM de ((NHs)2 MoOQy), et de phosphate de sodium a 28 mM de (NaH2PO.). Aprés une
incubation de 90 min dans un bain-marie a 95 °C, suivie d'un refroidissement a 25 °C et a
I’obscurité. En comparaison a un blanc, ’absorbance a été marquée a 695 nm. Le taux des
antioxydants par le phosphomolybdate dans les extraits testés a été exprimé en mg EAA/g ES
eten mg TE/g ES.

I1.5. Effet inhibiteur de I’alpha-amylase
11.5.1. Alpha-amylase inhibiteur in vitro

L'impact des extraits méthanoliques de B. incrassatum (EMR, EMG et EMT) sur la
capacitée de lyse de l'alpha-amylase a eté appliqué a l'aide de la méthode de Worthington
(1993).

Un volume de 500 pL de chaque extrait a différentes teneurs (0.125, 0.250, 0.50, 1, 2
et 4 mg/mL) ont été ajoutés a 500 pL de I'a-amylase pancréatique porcine (0.50 mg/mL), et a
500 uL de solution soluble dans l'amidon (1% : P/V) (préparée dans un tampon de phosphate
de sodium (PBS) a 0.02 M et pH 6.9 et de 0.006 M de NaCl) et incubés a 25 °C durant 10
min. Ensuite, la réaction enzymatique a été terminée en ajoutant 2 mL d'acide
dinitrosalicylique. La mixture résultante a été bouillie pendant 5 min, puis refroidie a

température ambiante. Par la suite, les DO ont €té lus a 540 nm contre un blanc.

L'acarbose a différentes concentrations a été ajouté dans les mémes conditions que
décrites précédemment et utilisé comme standard. L'activité des extraits sur I'a-amylase a été
calculée en pourcentage d'inhibition conformément. L'activité des extraits sur lI'a-amylase a

été calculée en pourcentage d'inhibition (%Il) en se basant sur I'équation suivante :
%I = (Abs C-Abs E)/Abs C x 100

La teneur quantitative inhibitrice de l'activité enzymatique a 50% de l'extrait a été
utilisée pour mesurer I'effet inhibiteur. Les valeurs Clso ont été dérivées en procédant a une
régression pour déduire des courbes d'inhibition en pourcentage de I'a-amylase en fonction

des teneurs en extrait. Ces valeurs sont exprimées en mg/mL.
11.5.2. Alpha-amylase par dispersion sur agar gélosé

Les échantillons ont été analysés pour déterminer l'effet digestif de l'alpha-amylase en

utilisant la méthode de dispersion sur disque d'agar gélosé décrite par (Cha et al., 2009).
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Le test d'hydrolyse de I'amidon a été réalisé a l'aide de plagues contenant 1% d'amidon
mélangé a 1.5% d'agar. Des disques Whatman n° 1 (8 mm) stériles ont été insérés sur les plaques
d'agar, puis 10 pL d'échantillons : a-amylase pancréatique porcine (0.50 mg/mL) avec ou sans
extrait a différentes concentrations (0.0625, 0.125, 0.250, 0.5 et 1 mg/mL.) ont été appliqués sur le
disque de papier-filtre. Apres 72 h d’incubation a 37 °C, une solution d'iode (5 mM I, dans 3% de
KI) a été déversée sur les plaques d'amidon pendant 15 min a température ambiante. L'eau
distillée a éliminé I'iode des plaques et les diamétres des zones hydrolysées entourant les puits ont

détermineé l'activité de I'a-amylase.

11.6. Activité antilithiasique vésiculaire in vitro des extraits phénoliques de Bunium

incrassatum
11.6.1. Calculs vésiculaires

Les calculs vésiculaires sont prélevés volontairement sur des patients atteints de
lithiase vesiculaire a I'hopital Bourdj Bounaama (Tissemsilt, Algérie) (fig. 19). Leur
identification chimique est effectuée par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier et
réflectance totale atténuée (FTIR-ATR) a laide dun spectrométre IR (IRAffinity-1S

Shimadzu, Japon).

Figure 19 : Calculs vésiculaires testés (photo originale)
11.6.2. Capacité de dissolution

La capacité litholytique de B. incrassatum a été estimée selon les méthodes énoncées
par Meiouet et al. (2011) ; Hannache et al. (2012) et Amoura et al. (2018).

Un volume de 100 mL de chaque extrait a tester (EMG, EMR et EMT) a été mis dans

un erlenmeyer de 250 mL en verre. Chaque calcul a été placé dans un tissu poreux stérile et
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mis en suspension dans la solution d’extrait afin d’éviter toute contrainte mécanique sur les
calculs biliaires. L’erlenmeyer a été fermé a I’aide d’un bouchon et I’ensemble a été mis sous
une agitation magnétique constante de 130 tr/min (Wise Cube, Wisd) a température ambiante
pendant 9 semaines contre un témoin négatif contenant une solution de NaCl a 9 g/L. Apres
chaque semaine, les calculs biliaires ont été retirés des solutions et séchés a 40 °C durant 18 h

dans une étuve avant d'étre pesés sur une balance de précision pour calculer la perte de poids.
Le pourcentage de dissolution (%a) a été déterminé selon 1’équation suivante :
%a = (P*0—P’1)/P’o x 100
P’o: poids de calcul avant la dissolution (g).
P’¢: poids final de calcul apres la dissolution (g).

11.6.3. Evolution du pH
Le pH du médium teste a été effectués par un pH-métre au début de I'étude (So), et a la

fin de chaque semaine expérimentale pendant la durée de la recherche.

Apreés le traitement des résultats in vitro, le choix de I’extrait pour I’étude in vivo sera

fait par rapport au meilleur rendement des trois extraits.
11.7. Etudes biologiques in vivo
11.7.1. Matériel animal expérimental

Un nombre de 111 rats Wistar albinos males pesant 100 + 20 g, délivrés par I'Institut
Pasteur (Alger, Algérie), ont été sélectionnés pour les recherches actuelles. Aprés leur arrivée,
les animaux ont été distribués dans des cages métalliques (22 + 2 °C, 45 a 55% d'’humidité)
exposés alternativement a la lumiére et a I'obscurité chaque les 12 h préservant leur rythme
naturel, pour une phase d'adaptation de deux semaines. La litiere a été changée tous les deux
jours, la nourriture a été fournie par I'Office National des Animaux du Bétail de Bouzeréa,
Alger (ONAB).

Ils ont recu un traitement conorme aux recommandations des National Institutes of
Health (NIH-USA). Le Comité Institutionnel d'Ethique Animale a autorisé toutes les
méthodes et stratégies expérimentales de ces recherches (1205/c/08/CPCSEA, 21 avril 2008).

11.7.2. Acte de toxicité aigué

Onze groupes de 5 rats chacun ont été utilisés dans le test de toxicologie aigué dont le

premier groupe a servi de témoin et les groupes de 2 a 11 de I’extrait méthanolique des
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graines de B. incrassatum. Aprés un jedne de 16 h, les rats ont recu des doses orales de 250,
500, 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 7000 et 8000 mg d’EMG/kg de poids corporel

(chaque dose pour chaque groupe).

Des observations comportementales des rats ont été établies pendant les premieres 4 h,
8 h, régulierement, 24 h et jusqu’a 14 jours aprés l’administration orale de 'EMG a
différentes concentrations avec une hydratation et une alimentation quotidienne. Durant cette
période, les éventuelles modifications de comportement, notamment (motilite, agitation,
respiration, asthénie, poids, aspect des selles, mortalité, etc.) de chaque rat ont été consignées
(fig. 20) (OCDE, 2002).
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Figure 20 : Protocole expérimental descriptif de 1’acte de toxicité aigiie de B. incrassatum
11.7.3. Acte analgésique in vivo (test du Writhing)

Selon la procédure de Koster et al. (1959) et celle modifiée par Collier et al. (1968), le
test de Writhing implique I'induction de la douleur d'origine périphérique a l'aide de substance

irritante en administrant de I'acide acétique a 1.2% (V/V) intra-péritonéalement (i.p.) chez les
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rats, a raison de 10 mL/kg. Cette injection génére de la douleur, ce qui entraine I’extension
des contractions des pattes arriere et des torsions des muscles dorso-abdominaux du rat
(contorsions abdominales).

Suite a une période de jeline de 16 h, les rats ont été disposés en 3 groupes de 5
animaux chacun, soumis au traitement suivant une heure avant lI'induction de la douleur par
1.2% (V/V) i.p. d'acide acétique.

Les traitements pour les groupes de rats ont été les suivants :
Groupe 1 : rats témoins positifs.

Groupe 2 : rats de référence, traités par 200 mg/kg d’ibuproféne par voie orale pendant 5

jours.

Groupe 3 : rats traités oralement par 200 mg/kg de ’EMG durant 5 jours.

Aprés 5 min d'administration d'acide acétique (i.p.) aux rats des trois groupes, ils ont
dispose de 15 min pour enregistrer le nombre de contorsions (NC) par observation

comportementale (fig. 21).

L'efficacité analgésique en tant que pourcentage d'inhibition de la douleur

(%1) (Rouibi, 2012) a été déterminée selon 1’équation :
%] = NC7—NC 7+ /NCt x 100

NCt: moyenne du nombre de contorsions des rats du groupe témoin.

NC+r: moyenne du nombre des contorsions des rats du groupe traité.
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Figure 21 : Protocole expérimental descriptif de I’effet analgésique in vivo de B. incrassatum

11.7.4. Acte antidiabétique in vivo
11.7.4.1. Induction expérimentale de diabete

L’étude a compté 20 rats qui ont été répartis en 4 groupes de 5 chacun, Apres
I’adaptation, les animaux sont restés a jeun pendant 12 h mais ont eu un acces illimité a l'eau.
lls ont été exposés a une dose unique (i.p.) de 150 mg/kg de poids corporel d'alloxane
monohydraté (SIGMA-ALDRICH, St Louis, USA), dissous dans une solution saline a 0.9%
(Collins et al., 2016).

Aprés 7 jours, les rats présentant un taux de glucose sanguin a jeun dépassant 2.50 g/L

ont été classés diabétiques et maintenus pour la poursuite de I'étude (Idakwoiji et al., 2021).
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11.7.4.2. Protocole de traitement des animaux

L’effet hypoglycémiant a été réalisé selon les protocoles d’Hassan et al. (2011) et de

BelHadj et al. (2013) avec quelques modifications (fig. 22).

Les animaux ont été traités de la maniere suivante :
Groupe 1 : rats témoins a acces illimité a la nourriture et a I'eau.
Groupe 2 : rats traités par 1’alloxane (150 mg/kg, i.p.).

Groupe 3 : rats traités par I’alloxane (150 mg/kg i.p.) puis oralement par EMG a 200 mg/kg
(59 jours).

Groupe 4 : rats traités par administration orale de 'EMG a 200 mg/kg (59 jours).

20 rats Wistar albinos
(deux semaines d’adaptation)
Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4
Temoms 150 mg/kgip. 150 mgrkg ip. d’alloxane  Gavage de 200
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Figure 22 : Protocole expérimental descriptif de I’effet hypoglycémiant in vivo de B.
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incrassatum




Chapitre Il : Matériel et méthodes

11.7.4.3. Evolution du poids corporel

Chaque semaine, les mesures pondérales des rats ont été prises au moyen d’une
balance de précision (Sartorius, Goéttingen, Allemagne). Les variations de poids corporel
(%VPC) ont éte calculées selon la formule suivante :

%VPC = (Pj—Pj0)/P30 x 100

Pjo : poids corporel des rats du 1* jour.

Pj : poids corporel des rats du jour j.

11.7.4.4. Evolution glycémique

Apres un jelne de 16 h, 'impact hypoglycémiant a été estimé durant 59 jours en
mesurant le taux de glucose sanguin chaque semaine par un glycometre a bandelettes (Vital
Check MM 1200, Corée). Une fine incision a été créée latéralement au-dessus de la veine de
la queue de rat. Le sang a été immeédiatement aspiré par le bout de la bandelette lorsqu'il a été
mis en contact avec celle-ci. La queue de I’animal a été préalablement et successivement

désinfectée par un coton imprégné de l'alcool chirurgical.

Le pourcentage de variation glycémique (%VG) a été déterminé suivant la formule

suivante :
%VG = (Gj— Gy0)/G30 x 100
Gijo: glycémie du 1* jour.
G;j: glycémie du jour j.
11.7.4.5. Sacrifice, prélevements du sang et des organes

Au 59 ¥™ jour (a la fin de 1’expérimentation), aprés un je(ine de 16 h. Pour réduire le
risque de modification des parameétres métaboliques, tous les rats ont été soumis a une légeére
anestheésie. lls ont ensuite été décapités immédiatement avant que le sang ne soit recueilli par
poncture cardiale dans des tubes héparines et secs. Le plasma et le sérum ont ensuite été
séparés par la centrifugation a 3000 tr/min pendant 10 min (Hettich Zentrifugen EBA 20,

Allemagne), puis conserves a -80 °C jusqu'aux dosages hormonal et biochimique.

Apreés la dissection des rats, les organes (pancréas, foie et reins) ont été délicatement
retirés, inspectés et nettoyés avec une solution de NaCl a 0.9% (P/V). Les échantillons

d'organes ont été rapidement fixés dans 10% (V/V) de formol en vue d'un examen

E

histologique.
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11.7.4.6. Dosage des marqueurs biochimiques

Les paramétres biochimiques ont été analysés par un automate (Mindray BS 330,
Allemagne) a I’aide des Kits de dosages standards commercialisés. Les dosages de chaque
parametre ont été déterminés selon les méthodes décrites par les fabricants.

11.7.4.6.1. Marqueurs glycémiques

e Glucose sanguin
Le glucose sanguin a été établi en appliquant la procédure de Tringer (1969) (Kit

Biomérieux, France).

La progression de DO du NADH dans la mixture réactionnelle est détectée a 340 nm et est

correlée au taux de glucose dans le spécimen testé.

e Hemoglobine glyquée (HbA1 C)

Dans les érythrocytes, le glucose a été combiné a I'némoglobine A (au niveau de la
chaine B) pour former I'némoglobine glyquée. Le 723G7 a éte utilisé pour mesurer le taux
d'HbA1 C sanguin (%). L'analyse HPLC a été faite a l'aide d'une colonne échangeuse d'ions
non poreuse (gel + polymere). Les diverses sections d'hémoglobine, y inclus I'hémoglobine
Alc, ont été efficacement fractionnées en six fragments et évaluées (2.2 min/échantillon). Les
éluants n° 1, 2 et 3 d’ HSi ont été utilisés pour le processus de séparation. Les résultats
obtenus dans le chromatogramme indiquent les fractions de I'hémoglobine en pourcentage
(Little et al., 1994).

e Insuline
L'insuline a été déterminée par la méthode de Sapin et Demangeat (2001) (Kit de
Biomnis, France). Cette procédure est effectuée par radio-immunodosage, en employant des

antisérums polyclonaux capables de détecter également la pro-insuline.
11.7.4.6.2. Marqueurs lipidiques

e Triglycérides (TG)
Les triglycérides ont été analysés conformément a la procédure de Fossati et Prencipe
(1982) (Kit Biolabo, France).

L'absorbance du complexe coloré en rose (quinonéimine) a été lue a 500 nm. Elle est

proportionnelle au taux de triglycérides dans 1’échantillon testé.

B
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e Cholestérol total (TC)
La méthode colorimétrique enzymatique de Fasce (1982) a été utilisée pour mesurer le
taux total de cholestérol (Kit Spinreact, Spain).

La DO a été révelé a 505 nm dont le taux a été proportionnellement lié au taux de cholestérol
engagé dans le processus, exprimé en g/L (Fasce, 1982).

e Lipoprotéine de haute densité (HDL)
L’HDL a été dosé par la technique enzymatique décrite par Grove (1979) (Kit
Spinreact, Spain).

La lipoprotéine de haute densité a été générée par la précipitation préférentielle du LDL et du
VLDL avec un composé de polyanions et de cations ou de l'acide phosphotungstique en
présence de cations divalents. Une fois que la centrifugation a été effectuée a 4000 tr/ 20 min,
le surnageant a éte récupéré comme HDL. La lecture de DO a éte notée a 505 nm.

e Déduction de taux de lipoprotéines de faible densité (LDL)
Le taux de lipoprotéines de faible densité ou bien LDL a été calculé a partir de
1I’équation de Friedewald et al. (1972), dont le taux des triglycerides est inférieur a 3.5 g/L (4

mmol/L).
LDL = [TC-HDL + (TG/5)]
LDL : cholestérol de lipoprotéine de faible densité.
TC : cholestérol total.
HDL : cholestérol de lipoprotéine de haute densité.
TG : triglycéride

e Déduction de lipoprotéines de tres faible densité (VLDL)
La formule de Crook (2006) a été utilisée pour quantifier le taux de lipoprotéines de

tres faible densité ou bien VLDL (g/L) a partir des triglycérides :
VLDL =TG/5

e Déduction de résistance a I'insuline (IR)
Young et al. (2019) ont utilisé la formule suivante pour identifier le marqueur de

résistance a l'insuline (IR) qui indique :

IR=TG/HDL

@
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11.7.4.6.3. Marqueurs rénaux

e Urée
Le protocole calorimétrique enzymatique de Fawcett et Scott (1960) a été utilisé pour
apprécier l'urée (Kit Biolabo, France).

La diminution de la teneur de NADH se manifeste par une baisse de 1’absorbance de la

coloration a 340 nm, proportionnelle au taux urinaire en spécimen.

e Créatinine
La methode appliquée a la réaction du picrate alcalin de Jaffé (Kruijswijk, 1975) a
permis de quantifier la créatinine (Kit Biolabo, France).

La production d'un complexe coloré entre la créatinine et le picrate alcalin est proportionnelle
au taux quantitatif de créatinine dans le spécimen examiné. La cinétique de ce développement

a ete marquée a 500 nm.
11.7.4.6.4. Marqueurs hépatiques

e Alanine aminotransférase (ALAT)
L’enzyme hépatique alanine aminotransférase (ALAT) ou bien glutamate-pyruvate-
transaminase (GPT) a éte déterminée par la méthode cinétique de Bergmeyer et al. (1978)

(Kit Spinreact, Spain).

La baisse des niveaux de NADH correspond a la capacité enzymatique de I'alanine amino-

transférase dans le spécimen présent. La DO a éte réalisé a 340 nm.

e Aspartate aminotransférase (ASAT)
L’enzyme aspartate aminotransférase (ASAT) ou bien glutamate-oxalo-acétate-
transaminase (GOT) a été analysée par la méthode cinétique de Bergmeyer et al. (1978) (Kit

Spinreact, Spain).

La réduction des taux de NADH a été liée a l’activité d’ASAT dans ’échantillon. Lecture a
340 nm.

e Phosphatase alcaline (PAL)
La phosphatase alcaline ou bien PAL a été estimée par la procédure colorimétrique de
Moss et al. (1971) (Kit BioVision, USA). Ce parametre assure I'nydrolyse du P-nitrophényl
phosphate (PNP-P) dans un milieu alcalin en produisant du phosphate et du P-nitrophénol

(PNP) de couleur jaune.
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L'intensité de la pigmentation jaune générée dépend de la production enzymatique de la PAL
dans le substrat, absorbante a 405 nm.

e Gamma-glutamyl-transférase (y-GT)
La y-GT est retrouvée dans la plupart des tissus de l'organisme. Elle est plus

particulierement localisée dans le pancréas, le foie et les reins.

Persijn et van der Slik (1976) ont démontré que I’enzyme gamma-glutamyl-transférase du foie

convertit le y-glutamyl-p-nitroanilide en glycilglycine, un dipeptide récepteur.
11.7.4.6.5. Protéines totales

Selon la réaction de Biuret, les protéines sériques ont été transformées en un complexe
coloré en présence de sels de cuivre dans un milieu alcalin (Lowry et al., 1951). La teneur en
proteines détermine l'intensité de la pigmentation. Les protéines du sérum produisent un
compose coloré lorsqu'elles sont exposées a un milieu alcalin contenant du tartrate de sodium

et du potassium. La densité optique a éte lue a 550 nm.
11.7.4.6.6. Albumine

Doumas et al. (1977) ont appliqué la méethode colorimétrique pour quantifier la dose

d'albumine (Kit Biolabo, France).

L'albumine se combine au vert de bromocrésol dans un milieu tamponné au pH de 4.2
pour créer un complexe teinté qui peut étre releve par spectrophotomeétrie a 630 nm. Cette

réponse varie en fonction du taux daloumine dans le spécimen.

11.7.5. Activité hypothyroidie in vivo sur des rats Wistar

L'effet hypothyroidie d’EMG de B. incrassatum a éte effectué suivant le protocole de

Saxena et al.(2012), suivi de quelques modifications.
11.7.5.1. Induction d’hyperthyroidie expérimentale

Aprés acclimatation, I’hyperthyroidie a été induite chez des rats expérimentaux en
administrant oralement de 600 pg/kg PC 14 jours. L’hyperthyroidie a été confirmee par un
dosage des hormones thyroidiennes, hormone triiodothyronine (T3), hormone thyroxine (T4),

et hormone thyréostimuline (TSH).
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11.7.5.2. Protocole de traitement des animaux

Un effectif de 20 rats a été réparti en 4 groupes de 5 chacun et a recu les traitements

suivants par voie orale (fig. 23) :
Groupe 1 : rats témoins (eau et nourriture ad libitum).
Groupe 2 : rats traités par 600 pg/kg de thyroxine (14 jours).

Groupe 3 : rats traités par 600 pg/kg de thyroxine (14 jours) puis par EMG a 200 mg/kg (30

jours).

Groupe 4 : rats recoivent EMG a 200 mg/kg (30 jours).

20 rats Wistar albinos
(deux semaines d’adaptation)
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Témoins
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Figure 23 : Protocole expérimental descriptif de 1’effet hypothyroidien in vivo de Bunium
incrassatum
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I1.7.5.3. Sacrifice, prélévement sanguin et d’organes

A la fin de I'expérience, les mémes procédures ont été suivies que précédemment chez
les rats pour le prélevement du sang et le sacrifice. Aprés centrifugation, le sérum récupéré a
été conservé a -20 °C pour réaliser le dosage hormonal thyroidien (T3, T4, et TSH). Pour
I'examen histologique, les glandes thyroidiennes ont été rapidement excisées, et conservees
dans du formol & 10% (V/V).

11.7.5.4. Détermination des marqueurs hormonaux thyroidiens
11.7.5.4.1. Triiodothyronine (T3)

La méthode immuno-enzymatique compétitive de Shuurs et Van (1977) a été utilisée
pour mesurer la concentration de triiodothyronine libre (FT3) dans le sérum de I'échantillon a
I’aide de Kit Mindray Biomedical (Chine). L'échantillon contient un taux de T3 qui est

inversement lié aux unités relatives de la lumiere (RLU) générees pendant la réaction.

11.7.5.4.2. Thyroxine (T4)
La teneur en thyroxine (FT4) a été déterminée selon la méthode immuno-enzymatique
de Shuurs et Van (1977) (Kit Mindray Biomédical, Chine). Elle est inversement liée aux

unités relatives de la lumiere (RLU) formées durant la réaction.
11.7.5.4.3. Thyréostimuline (TSH)

Le dosage quantitatif de ’hormone thyréostimuline (TSH) a été effectué selon la
méthode immuno-enzymatique de Soos et Siddle (1982) a I’aide du Kit Mindray Biomedical
(Chine). La quantité de TSH présente dans 1’échantillon est proportionnelle aux unités

relatives de la lumiére (RLU) produites au cours de la réaction.
11.7.6. Etude histologique

Les différents organes ont été retirés a la suite de chaque expérience in vivo pour

l'observation et I'évaluation des organes endommagés par contraste avec les organes typiques.

e Le pancréas, le foie et les reins apres le diabéte causé par une administration intra-
péritonéale d'alloxane.

e La glande thyroidienne, suite a une hyperthyroidie induite par la thyroxine par voie
orale.

L’examen histologique des différents organes préleves a éteé réalisé selon plusieurs étapes

principales et successives (Drury et Wallington, 1980).
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11.7.6.1. Préparation d’échantillonnage
A- Fixation

Apres le prélevement, cette étape est immédiatement mise en place pour prévenir les
contaminations tissulaires ainsi que l’autolyse. Selon la méthode de Coujard (1980), la
fixation vise a conserver les structures de I'échantillon tout en préservant leur morphologie
cellulaire et tissulaire. Les organes ont été entierement immergés dans un fixateur (formol ou

bien le liquide de Bouin) de 24 h a plusieurs jours.
B- Mise en cassette

Chaque échantillon a été par la suite découpé transversalement et mis dans une
cassette d’inclusion marquée sur le bord avant d’étre plongée dans un récipient contenant du

formol (10%), un dixieme du volume de I'échantillon.
C- Déshydratation

Les cassettes ont été rincées avec de l'eau distillée avant d'étre déshydratées dans trois
bains successifs d'éthanol (70, 95 et 100%) pendant une heure chacun. Cette étape permet

également de mettre un terme a I'effet de fixation du formol.
D- Clarification

Deux bains de xylene a 40 °C ont été utilisés pour clarifier les échantillons, avec une
durée de 2 h pour chague bain. Dans cette étape, toute présence d'éthanol est éliminée de
I'échantillon. Le deéshydratant a été substitué par une substance qui se mélange avec la

paraffine, ce qui améliore la transparence des echantillons.
E- Inclusion

Les cassettes ont été imprégnées a chaud (56 °C) avec deux bains successifs de
paraffine de routine pendant 1 h 30. Par la suite, la paraffine a été coulée en quart dans des
moules en acier inoxydable et chauffée a 60 °C, avant d'étre déposée sur les spécimens. Une

fois la paraffine a été durcie, les blocs obtenus ont été soumis a une congélation a -20 °C.

11.7.6.2. Microtomie

Au moyen d’un microtome Leica (Allemagne), des coupes d’épaisseur de 5 um ont été

préparées a partir des blocs de paraffine préalablement décongelés et démoulés. Les coupes

E

ont été attachées a des lames en verre et séchées a température ambiante.
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11.7.6.3. Coloration

Cette phase a été initiée par I'élimination de la cire et la réhydratation des lames
préparées dans une série de bains d'alcool dégressifs (100°, 95°, 90° et 70°), demeurant
chacun 10 min, puis 5 min de lavage a l'eau courante. Deux colorants ont été utilisés pour

colorer les cellules et les tissus afin de mettre en évidence leur morphologie :

- L’hématoxyline basique a marqué le noyau acide (basophile) en bleu-violet ;
- Tandis que le cytoplasme basique (acidophile) a été coloré en rose par I'éosine acide

- (acidophile).
Les lames ont subi une coloration de la fagon suivante :

- Les lames ont été immergeées dans un bain d’hématoxyline pendant 5 min ;
Ils ont été immergés dans I'eau du robin jusqu'a ce que la couleur vire au bleu violet ;
- On les a plongées dans une solution d'éosine a 1% (V/V) pendant 3 min ;
- Deux bains éthanoliques successifs ont été utilisés pour éliminer I'excés de pigment, a
70° puis a 96°, pendant 5 min chacun ;

- Passez les lames a deux reprises dans du xyléne pendant 5 min.
11.7.6.4. Assemblage et observation au microscope

Apreés avoir été séchées a l'air libre, une goutte de baume du Canada permet de bien
sceller les echantillons colorés entre la lame et la lamelle. Un microscope optique a été utilisé

pour examiner les lames preparées.

11.8. Analyses statistiques

Les résultats sont obtenus sous forme de moyenne * écart-type. lls sont traités par le
logiciel IBM SPSS Statistiques version 22 et soumis a une ANOVA a un facteur avec le test
de Tukey et le Past 3 software. Selon un plan entierement aléatoire, les tests in vitro et in vivo
ont été effectués de maniere indépendante, 3 fois et 5 fois répétés d’ordre respectif. La
différence est significative a P<0.05, trés significative a P<0.01, hautement significative a
P<0.001 ou bien non significative a P>0.05. * Comparativement au G1 témoin, #
comparativement au G2, traité par I’alloxane ou bien par la thyroxine. Les graphes ont été

représentés par GraphPad Prism 10.2.1.395.
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

I11.1. Rendement d'extraction

Les résultats des rendements d’extraction pour les racines (EMR), les tiges (EMT) et

les graines (EMG) de B. incrassatum ont été indiqués dans la figure 24.

EMR a présente un rendement plus éleveé, estimé a 12.19%, en comparaison avec les
extraits EMG 4.46% et EMT 1.77%, respectivement.

Rendement
15—
10
XX
5- —
0 1 1
EMT EMG EMR
Extraits de Bunium incrassatum

Figure 24 : Rendement de I’extraction des extraits méthanoliques de B. incrassatum

En outre, des facteurs tels que la variabilité génétique, les conditions spécifiques de

croissance (le type de sol et les pratiques de culture), le prélevement de I’organe, les

circonstances de dessechement, ainsi que le solvant et le procédé d'extraction, peuvent

également contribuer aux différences observées dans I’extraction entre différentes études

(Benmeddour et al., 2013 ; Oreopoulou et al., 2019).

o



Chapitre 111 : Résultats et discussion

I11.2. Composition chimique de Bunium incrassatum par HPLC/UV

Afin d’identifier les flavonoides et les acides phénoliques, la techniqgue HPLC/UV a
servi a analyser les extraits méthanoliques de B. incrassatum (EMR, EMG et EMT). Les
longueurs d'onde utilisées étaient 270 nm et 320 nm (fig. 25-27). Ces analyses ont permis de

déterminer et de quantifier les composants phénoliques (tableaux 2-4).

Les aires des pics présentes dans les chromatogrammes des différents extraits révelent
des fluctuations notables. Les constituants phénoliques de chaque extrait ont été identifiés en
comparant les durées de rétention des pics (Rt) détectés a celles des standards commerciaux.

L'analyse des extraits méthanoliques de B. incrassatum, désignes EMG, EMR et EMT
renfermant respectivement 25, 24 et 21 composés phénoliques. L'extrait EMG présente un
profil phénolique plus riche et plus diversifié que les autres extraits de plante. L'acide
gallique, l'acide ferulique et I'acide ellagique ont affiché les taux en acide phénolique les plus
élevés, soit 7.13, 2.17 et 2.02 mg/g, respectivement. Ces données correspondent a des temps
de réetention de 1.73, 6.99 et 7.14 min. Trans-cinamique, I’acide chlorogénique et 1’acide p-

coumarique ont été détectés a des taux mineurs.

En outre, la quercétine, la naringine et le kaempférol, les principaux flavonoides, ont
été trouveés a 10.38, 6.47 et 4.26 mg/g EMG, respectivement. Leurs temps de rétention (Rt)
¢taient de 1.72, 6.74, 2.19 et 7.14 min. L’acacétine, le thymol et le menthol ont éte observés a

des teneurs de traces.
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Figure 25 : Chromatogramme par HPLC/UV d’extrait EMG de B. incrassatum a 270 nm (a)

et a 320 nm (b)
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Figure 26 : Chromatogramme par HPLC/UV d’extrait EMR de B. incrassatum a 270 nm (a)

et a 320 nm (b)
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Figure 27 : Chromatogramme par HPLC/UV d’extrait EMT de B. incrassatum a 270 nm (a)
et a 320 nm (b)
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Tableau 2 : Composition chimique (mg/g) de I’extrait EMG de B. incrassatum par
HPLC/UV.

N° du pic  Constituant Rt (min) Teneur (mg/g EMG)
1 Quercétine 1.72 10.38
2 Kaempférol 2.19 4.26
3 Luteoline 3.20 0.03
4 Acacétine 5.35 0.11
5 Naringine 6.74 6.47
6 Bis-methylated 6.99 2.10

quercétine
7 Chrysine 7.14 2.03
8 Catéchine 9.12 0.44
9 Epicatéchine 9.27 0.40
10 Galangine 10.03 0.65
11 Pinocembrine 10.28 0.13
12 Carnosol 10.74 0.16
13 Thymol 11.15 0.11
14 Menthol 11.55 0.12
15 Myricétine 13.71 0.68
16 Acide ascorbique 0.45 0.01
17 Acide gallique 1.73 7.13
18 Acide caféique 2.03 0.73
19 Acide p-coumarique 2.21 0.58
20 Acide chlorogénique 541 0.56
21 Acide quinique 6.47 0.94
22 Acide vanillique 6.75 0.98
23 Acide ferrulique 6.99 2.17
24 Acide ellagique 7.14 2.02
25 Trans-cinnamique 13.56 0.01
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Tableau 3 : Composition chimique (mg/g) de I’extrait EMR de B. incrassatum par

HPLC/UV.

N° du pic Constituant Rt (min) Teneur (mg/g EMR)
1 Quercétine 1.72 8.36
2 Kaempférol 2.19 3.12
3 Luteoline 3.24 0.89
4 Bis-methylated 7.00 0.96

quercétine
5 Chrysine 1.15 0.94
6 Catéchine 9.13 0.81
7 Epicatéchine 9.26 0.85
8 Galangine 10.04 2.86
9 Pinocembrine 10.27 0.99
10 Carnosol 10.73 1.12
11 Thymol 11.17 1.19
12 Menthol 11.55 1.22
13 Myricétine 13.72 1.23
14 Acide ascorbique 0.36 0.06
15 Acide gallique 1.73 511
16 Acide cafeique 2.04 0.84
17 Acide p-coumarique 2.19 0.70
18 Acide ferrulique 6.99 1.38
19 Acide ellagique 7.15 1.87
20 Acide sinapique 9.13 0.01
21 Acide tannique 10.33 0.01
22 Acide carnosique 11.27 0.02
23 Acide syringique 12.60 0.97
24 Trans-cinnamique 13.57 1.42
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Tableau 4 : Composition chimique (mg/g) de I’extrait EMT de B. incrassatum par
HPLC/UV.

N° du pic Constituant Rt (min) Teneur (mg/g EMT)
1 Quercétine 1.72 9.41
2 Kaempférol 2.19 1.85
3 Rutine 6.40 3.12
4 Fisetine 6.62 3.25
5 Naringine 6.75 8.06
6 Chrysine 7.12 1.74
7 Catéchine 9.11 0.06
8 Epicatéchine 9.24 0.05
9 Galangine 10.02 0.52
10 Thymol 11.15 0.03
11 Menthol 11.54 0.04
12 Myricétine 13.71 0.80
13 Acide gallique 1.73 3.62
14 Acide caféique 2.04 0.54
15 Acide p-coumarique 2.19 0.71
16 Catéchol 6.63 1.26
17 Acide vanillique 6.76 3.05
18 Acide ferrulique 6.99 1.02
19 Acide ellagique 7.14 0.74
20 Acide protocatéchique 9.93 0.2
21 Trans-cinnamique 13.57 0.45
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Nos résultats sont cohérents avec les études antérieures d'Appendino et al. (1994), qui
ont démontré la présence de coumarines dans I'extrait méthanolique des racines du genre
Bunium. En outre, les résultats de Bousetla et al. (2015) ont également corroboré cette

observation en mettant en évidence la présence de réserves de coumarines dans les racines de
B. incrassatum.

D'autres recherches menées par Toul et al. (2022) ont relevé une diversité de
composés phénoliques dans les graines de B. incrassatum, comprenant notamment la
naringine, la catéchine, le kaempférol, la quercétine, l'acide caféique, l'acide férulique, l'acide

chlorogénique, I'acide gallique, I'acide p-coumarique et I'acide ellagique.
I11.3. Activité antioxydante in vitro de Bunium incrassatum
111.3.1. Dosage quantitatif des composés phénoliques de Bunium incrassatum

La figure 28 illustre la teneur en constituants phénoliques des extraits méthanoliques
de B. incrassatum (EMG, EMT et EMR).

L'extrait EMG a révélé la proportion phénolique la plus élevée de polyphénols totaux
(PT) et de flavonoides totaux (FT), avec 70.80 mg d'EAG/g ES et 18.44 mg d'EQ/g ES,
respectivement, en comparaison avec les autres extraits de la plante.

(@ PT (b) FT
80— 20—
mm EMR — mm EMR
EMT
., 60 EMT 15
Ll EMG m EMG
§ = o
40 O 10
n S
=] IS —
E 204 54
0- O o B
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Extraits de B. incrassatum Extraits de B. incrassatum

Figure 28 : Teneurs en composés phénoliques des extraits méthanoliques de B. incrassatum :
(a) : taux des polyphénols totaux (PT), (b) : taux des flavonoides totaux (FT).

Les données obtenues indiquent la moyenne (m) sur I'ensemble des trois essais
+SEM.

Notre investigation maintient un taux en polyphénols plus important que celui de
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Dehimi et al. (2020) pour I'extrait méthanolique racinaire de B. incrassatum, avec 13.00 mg
EAG/g ES.

Nos résultats présentent une similitude avec celle menée par Aiouaz et Bitam (2022),
ou l'extrait méthanolique de racines de B. incrassatum a montré des concentrations
phénoliques d'environ 37.37 mg EAG/g ES et 2.36 mg EQ/g ES. Inversement, Toul et al.
(2022), ont repéré un taux phénolique élevé dans ’EMG de B. incrassatum égale a 185.04 mg
EAG/g ES et a 72.07 mg EC/g ES.

La diversité phénolique des plantes provient de la constitution génétique, de facteurs
environnementaux et des conditions du sol (Khiya et al., 2021). La variation du métabolisme
observée dans les différentes parties de la plante lors de la phase de croissance (Fadili et al.,
2017). La maturité et la période de conservation des végetaux (Ebrahimzadeh et al., 2008 ;
Falleh et al., 2008), ainsi que la méthodologie d'extraction et le solvant utilisés, ont un fort

impact sur les taux phénoliques (Brglez Mojzer et al., 2016).

Les polyphénols ont été mesurés avec le RFC via une réaction redox, évaluant
également les propriétés antioxydantes de l'extrait. Les extraits riches en composants
phénoliques ont l'effet antioxydant le plus intense (Prior et al., 2005), notamment l'acide
gallique (Sharma et al., 2004).

111.3.2. Test au DPPH

Le test DPPH a évalué l'activité anti-radicalaire (Radical Scavenging Activity %RSA)
de 'EMG, de 'EMT et de 'EMR de B. incrassatum ainsi que des standards synthétiques

(trolox et acide ascorbique), comme le montrent le tableau 5 et la figure 29.

Les pourcentages RSA de DPPH par les extraits de B. incarassatum et les étalons
testés augmentent proportionnellement a leur concentration dans le milieu réactionnel jusqu'a
un certain seuil, ou ils se stabilisent, démontrant un effet dose-dépendant sur les radicaux

libres et mettant en valeur des antioxydants testes.

L'extrait EMG présente un plateau d'inhibition du DPPH plus prononcé par rapport
aux autres extraits testés. A 1 mg/mL, cet effet atteint 97.46%, avec une CEso d'environ 0.23
mg/mL. Ces résultats correspondent également a une teneur d'antioxydants totaux de 36.02
mg ET/g ES et a 214.50 mg EAA/g ES. En comparaison, les antioxydants synthétiques tels
que le trolox et l'acide ascorbique montrent par 1’ordre respectif des valeurs de CEso de 0.01

mg/mL et 0.05 mg/mL.
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Tableau 5 : Valeurs des CEsg des extraits de B. incrassatum et des antioxydants synthétiques
obtenues par le test de DPPH. Les données obtenues indiquent la moyenne (m)

sur I'ensemble des trois essais +SEM.

CEso DPPH
Antioxydants mg/mL mg EAA/g ES mg ET/g ES
EMR 1.68 £0.08 29.19+1.72 490+0.21
EMT 0.30+0.01 163.93 £5.71 27.51 £ 0.57
EMG 0.23+0.01 214.50 £ 5.96 36.02 £ 1.47
Acide ascorbique 0.05+0.00 / /
Trolox 0.02 £ 0.00 / /
DPPH
150
B EMR
EMT
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&
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Figure 29 : Activité anti-radicalaire (%RSA) des extraits méthanoliques de B. incrassatum
par le test de DPPH. Les données obtenues indiquent la moyenne (m) sur

I'ensemble des trois essais +SEM.

Le radical libre DPPH se caractérise par sa couleur pourpre intense et son absorption
spectrale a 517 nm. Son électron supplémentaire le rend trés réactif et impliqué dans les
processus d'oxydation. L'efficacité des antioxydants est souvent déterminée par leur capacité a

neutraliser ce radical libre, ce qui est crucial pour évaluer leur impact antioxydant

6i]

(Krishnaraju et al., 2009).
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L'activité de piégeage des radicaux libres d'un extrait peut étre quantifiée par la CE5o,
qui est la teneur requise pour détruire la moitié des radicaux libres (Cuvelier et al., 1992).

Les polyphénols inclus dans les extraits méthanoliques de B. incrassatum ont de
notables vertus anti-radicalaires. Cependant, les plantes couramment utilisées dans les

médecines alternatives présentent des bénéfices antioxydants (Scartezzini et Speroni, 2000).

D'apres Amessis-Ouchemoukh et al. (2014), les divers polyphénols agissent comme
d'excellents catalyseurs d'atomes d'hydrogéne du radical DPPH en raison de leur structure
chimique particuliére. Les recherches menées par Zhang et al. (2019) ont établi que I'effet de
piégeage des radicaux libres est attribué aux composés chimiques phénoliques, notamment les
flavonoides.

Une activité similaire de piégeage des radicaux DPPH (CEso = 1.60 mg/mL) a été
décrite pour l'extrait méthanolique racinaire de B. incrassatum par Aiouaz et Bitam (2022).

Selon Toul et al. (2022), l'extrait méthanolique des graines de la méme espece a
présenté un effet de piégeage sur le radical libre DPPH légérement supérieur a la nétre, avec
une CEs0 de 0.15 mg/mL, tandis que Dehimi et al. (2020) ont observé une activité anti-

radicalaire plus faible, avec une CEso de 21.18 mg/mL.

111.3.3. Test scavenging du radical ABTS™

Les résultats du test scavenging du radical ABTS™ des extraits de B. incrassatum, ainsi
que des standards de référence (l'acide ascorbique et le trolox), ont été présentés dans le

tableau 6, et dans la figure 30.

Les taux d'inhibition des extraits de plantes testés et des références synthétiques ont
démontré un effet dose-dépendant sur le radical libore ABTS™. La CE50 de ’EMG par le test
d’ABTS est d'environ 0.40 mg/mL, ce qui correspond également a 21.56 mg ET/g ES et 51.37
mg EAA/g ES. La CEso de trolox et d'acide ascorbique a été respectivement de 0.01 mg/mL
et 0.02 mg/mL.

Tableau 6 : Valeurs des CEsp d’inhibition des différents extraits de B. incrassatum et des
standards obtenues par le test ABTS. Les données obtenues indiquent la

moyenne (m) sur I'ensemble des trois essais £SEM.
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Antioxydants CEso ABTS (mg/mL) mg ET/g ES mg EAA/g ES
EMR 1.43+£0.12 5.99 £ 0.53 1427 +1.34
EMT 0.74 £0.01 11.48 £0.15 27.34 £0.11
EMG 0.40 £ 0.00 21.56 +0.26 51.37+£0.34
Acide ascorbique 0.02 £ 0.00 / /
Trolox 0.01 £0.00 / /
ABTS
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Figure 30 : Activité anti-radicalaire (%0RSA) des extraits méthanoliques de B. incrassatum
par le test d’ABTS. Les données obtenues indiquent la moyenne (m) sur

I'ensemble des trois essais +SEM.

Selon les recherches d’Aiouaz et Bitam (2022), I'extrait méthanolique de racine de B.
incrassatum a exhibé une meilleure capacité de piégeage du radical libre ABTS par rapport a

la n6tre, affichant une CE50 de 0.74 mg/mL.

111.3.4. Test de FRAP
Les résultats du test de FRAP des extraits EMG, EMT et EMR de B. incrassatum,
ainsi que des standards de référence tels que l'acide ascorbique et le trolox, ont été exposés

dans le tableau 7, et illustrés dans la figure 31.

Lors du test FRAP, les extraits de B. incrassatum ont révélé des capacités de libération
d'électrons variant en fonction de leur concentration. L'ordre décroissant de puissance

observé, EMG, EMT et EMR, a montré une diminution de l'activité réductrice en fonction de

————.
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leur teneur totale en composés phénoliques. L'extrait EMG s'est distingué en affichant un

pouvoir réducteur supérieur aux autres, avec une CEso de 0.66 mg/mL, également exprimée
en 108.88 mg EAA/g ES et 1549 mg ET/g ES. En comparaison, le trolox et l'acide
ascorbique ont respectivement enregistré des CEso de 0.01 mg/mL et 0.07 mg/mL.

Tableau 7 : Valeurs de CE50 des extraits de B. incrassatum et des antioxydants standards

obtenues par le test de FRAP. Les données obtenues indiquent la moyenne

(m) sur I'ensemble des trois essais +SEM.

Antioxydants CEs0 FRAP
mg/mL mg EAA/g ES mg ET/g ES
EMR 1.09 £0.02 67.50 £ 02.64 9.34+£0.44
EMT 0.73+0.01 98.01 £2.37 13.94 £ 0.77
EMG 0.66 = 0.05 108.88 + 7.58 1549 +1.41
Acide ascorbique 0.07 £ 0.00 / /
Trolox 0.01 £ 0.00 / /
FRAP
0.8
_ mm EMR
_ EMT
0.6
EMG
DO 4.4
0.2 = I
0.0 = T - T i T T 1
0.0625 0.125 0.250 0.500 1
Concenrations des extraits de B. incrassatum (mg/mL)

Figure 31 : Pouvoir réducteur des extraits méthanoliques de B. incrassatum par le test de

FRAP. Les données obtenues indiquent la moyenne (m) sur I'ensemble des trois

essais +SEM.

Dans le test FRAP, les antioxydants cédent un électron pour réduire les ions ferriques

(Fe*") en ions ferreux (Fe?*), ce qui fait passer le milieu réactionnel du jaune au bleu, observé
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a 700 nm. L'absorbance dépend de la capacité antioxydante, offrant la mesure de l'activité
réductrice des échantillons testés (Li et al., 2011).

Les substances phénoliques des extraits testés ont prouvé une capacité
significativement réductrice de fer. Gréace a leurs propriétés redox, ces composes agissent en
tant qu'agents réducteurs, fournissant des atomes d'hydrogéne et neutralisant I'oxygene
singulet. Leur potentiel redox revét ainsi une importance capitale dans I'évaluation de leur
capacité antioxydante (Rice-Evans et al., 1997). Cependant, Aiouaz et Bitam (2022) ont
révélé un FRAP plus élevé, avec 2.85 pg/mL comme CEso, en comparaison avec nos propres

résultats.

111.3.5. Test antioxydant de CAT

Les taux des antioxydants par le test CAT dans les extraits méthanoliques de B.

incrassatum ont été dévoilés dans le tableau 8.

L’extrait méthanolique de graine a affiché le taux le plus élevé d’antioxydants, avec
55.10 mg EAA/g ES et 117.22 mg ET/g ES, comparativement aux extraits methanoliques des
tiges et des racines. Les résultats de ce test sont cohérents avec les trois tests anti-radicalaires
précedents, ce qui confirme la fiabilité des observations concernant I'activité antioxydante de

ces extraits.

Tableau 8 : Taux des antioxydants par le test CAT dans les extraits méthanoliques de B.
incrassatum. Les données obtenues indiquent la moyenne (m) sur lI'ensemble

des trois essais +SEM.

Extraits mg EAA/g ES mg ET/g ES
EMR 12.35+1.16 26.28 £ 2.47
EMT 36.67 +£2.38 78.01 £ 5.06
EMG 55.10 £ 2.96 117.22 £ 6.30

La capacité antioxydante totale dépend de divers facteurs, notamment les

concentrations, les structures isomériques et les interactions synergiques avec d'autres

5
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Selon Hayouni et al. (2007) ; Turkmen et al. (2007), les solvants d'extraction de haute
polarité ont démontré une efficacité nettement supérieure & celle des solvants de basse
polarité. Cette observation souligne I'importance capitale de la polarité des solvants dans leur
capacité a dissoudre certains groupes piégeant les radicaux libres, avec un impact immédiat

sur la détermination précise de leur effet anti-radicalaire des extraits.

Il est difficile de comparer les tests antioxydants sur les extraits de plantes en raison
des différences dans les substrats, les conditions de réaction, les sondes et les méthodes
quantitatives (Frankel et Meyer, 2000).

Les composés phénoliques dérivés des plantes jouent un réle crucial dans les
capacités redox, en neutralisant les radicaux libres (Shahidi et Ambigaipalan, 2015).

L'action synergique des composés phénoliques d’EMG pourrait étre responsable du
pouvoir anti-radicalaire puissant a neutraliser les radicaux libres DPPH, ABTS et a réduire les

ions de fer.

I11.3.6. Corrélation entre les constituants bioactifs phénoliques et les capacités

antioxydantes de Bunium incrassatum.

Les facteurs Pearson de corrélation (r) entre les composés phénoliques bioactifs de
trois extraits méthanoliques (EMG, EMT et EMR) de B. incrassatum et les activités
antioxydantes (DPPH, ABTS, FRAP et CAT) ont été illustrés dans la figure 32.

Les PT et les FT ont montre une corrélation négative importante avec les valeurs CEso
de DPPH, ABTS et FRAP, avec des coefficients respectifs de r = -0.82 pour PT et r = -0.78
pour FT, r = -0.95 pour PT et r =-0.93 pour FT, r = -0.88 pour PT et r = -0.85. Cependant,
une corrélation élevée positive a été enregistrée entre le PT (r = 0.98), le FT (r = 0.96) et le
test TAC, indiquant que les composés phénoliques sont proportionnels aux activités

antioxydantes des extraits méthanoliques de B. incrassatum (EMG, EMR et EMT).

Les résultats ont mis en évidence une richesse en composés phénoliques totaux dans

les trois extraits testés, traduisant des fortes activités anti-radicalaires.
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Figure 32 : Corrélation entre les constituants bioactifs phénoliques (PT et FT) et les capacités
antioxydantes (DPPH, ABTS, FRAP et CAT) de B. incrassatum.

Les activités antioxydantes peuvent étre déterminées par divers tests in vitro,
notamment DPPH, ABTS et FRAP. Nuutila et al. (2003) soulignent qu'une seule méthode ne

suffit pas pour évaluer la complexité des composés végetaux.

Cai et al. (2004) ont attribués les principaux effets antioxydants des sources végétales

aux composés phénoliques tels que les polyphénols totaux (PT) et les flavonoides totaux (FT).

L’efficacité anti-radicalaire dépend de la composition et de le taux bioactif
phénolique, comme le montrent Karamac¢ et al. (2005) ; Popovici et al. (2009), en accord avec

nos constatations.

111.4. Action inhibitrice de Bunium incrassatum sur I'a-amylase
111.4.1. Alpha-amylase in vitro

Les données relatives a l'activité inhibitrice des extraits méthanoliques de B.

incrassatum (EMG, EMR et EMT) sur l'a-amylase ont été résumees dans le tableau 9.

Dans le présent travail, nous avons signalé que les trois extraits et I'étalon (acarbose)
augmentaient 1'action inhibitrice de l'a-amylase en fonction de la dose. LEMG s'est révelé le

plus actif, avec un pourcentage d'inhibition de 80.24%, par rapport aux autres extraits a 1
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mg/mL, avec une Clso de 0.76 mg/mL. Cependant, le standard acarbose a montré une
efficacité de 98.36%, avec une Clso de 0.05 mg/mL a 0.10 mg/mL. La propriété
antidiabétique in vitro de B. incrassatum en évaluant la concentration inhibitrice (Cls0) de

l'enzyme a-amylase, indispensable a la conversion de I'amidon en maltose.

Tableau 9 : Activité inhibitrice d’acarbose et des extraits de B. incrassatum in vitro sur I’a-
amylase. Les données obtenues indiquent la moyenne (m) sur I'ensemble des

trois essais +SEM.

Hypoglycémiants Concentration Inhibition (%) Clso
(mg/mL) (mg/mL)
0.0625 18.98 £ 0.43
EMG 0.125 24.96 + 2.89 0.53 £0.02
0.250 32.48 £1.27
0.500 47.59 + 3.01
1 80.24 £ 0.11
0.0625 28.97 +0.86
EMT 0.125 31.67 £0.87 1.27+0.14
0.250 35.59 £ 1.06
0.500 39.03+£251
1 44.89 £ 1.45
0.0625 32.43+£0.30
EMR 0.125 33.10£0.61 1.81 +0.07
0.250 34.26 £ 0.39
0.500 36.77 £ 0.68
1 41.86 £ 0.54
Acarbose 0.10 98.36 £ 0.07 0.05 £ 0.00

L'abaissement de la glycémie postprandiale peut étre atteint par I'inhibition efficace de
l'enzyme a-amylase. Cette stratégie de régulation métabolique permet de limiter la
dégradation de I'amidon et des polysaccharides et de réguler avec précision la résorption du

glucose par le tractus intestinal (Hanhineva et al., 2010).

Bien qu'elle permette de prévenir I'hyperglycémie causée par le diabéte en inhibant de
maniére excessive l'a-amylase, une douleur abdominale et une distension de l'estomac se

manifestent parfois (Cheplick et al., 2010).

L'effet de cette inhibition est relié a une réduction glycémique remarquable, ce qui
suggere un potentiel de traitement précoce de I'hyperglycémie accompagnée du diabete.

Kwon et al. (2006) et Hanhineva et al. (2010a) ont corroboré nos résultats en démontrant que
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les extraits végétaux possédent la capacité d'inhiber cette enzyme in vitro. L'inhibition de
I’alpha-amylase par des composés d'origine végétale offre une méthode relativement sdre
pour réduire les pics de glycémie, comme l'ont souligné précédemment (Mahomoodally et
al., 2012).

111.4.2. Alpha-amylase par dispersion sur agar gélose

En outre, cette technique de dispersion en agar gélosé a permis de déterminer I'effet
inhibiteur de I'extrait de graines de B. incrassatum. L'hydrolyse de I'amidon par 1'a-amylase
pancréatique a été inhibée par les extraits de B. incrassatum. A 1 mg/mL, EMG a présenté la
plus forte capacité d'inhibition (84.17%) et le plus faible taux d'hydrolyse (15.83%) (Tableau
10, fig. 33).

Cette methode a mis en évidence une inhibition de l'alpha-amylase similaire a celle
obtenue par la méthode in vitro. L'inhibition enzymatique observée est attribuable aux
composeés phénoliques présents dans I'extrait EMG, impliqués dans la gestion de

I'nyperglycémie précoce causee par le diabéte.

Tableau 10 : Action inhibitrice des extraits de B. incrassatum sur l'a-amylase par la méthode
de dispersion sur disque d'agar gélosé. Les données obtenues indiquent la

moyenne (m) sur I'ensemble des trois essais £SEM.

Extraits Concentration Hydrolyse (%0) Inhibition (%)
(mg/mL)
0.0625 70.83+1.44 29.17+1.44
0.125 65.83 £ 1.44 3417+ 1.44
EMG 0.250 58.33 £3.82 41.67 + 3.82
0.500 52.50 +9.01 47.50 +9.01
1 15.83 £ 8.04 84.17 £ 8.04
0.0625 67.50 + 2.50 32.50 +2.50
0.125 63.33+1.44 36.67 + 1.44
EMT 0.250 61.67 £1.44 38.33+1.44
0.500 57.50 + 6.61 4250 + 6.61
1 53.33+1.44 46.67 + 1.44
0.0625 71.67 +£1.44 28.33+1.44
0.125 67.50 +4.33 32.50 +4.33
EMR 0.250 66.67 £ 1.44 33.33+1.44
0.500 65.83 + 1.44 3417 +1.44
1 60.63 + 1.44 39.17 + 1.44
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Figure 33 : Inhibition dose-dépendante de l'a-amylase par les extraits methanoliques de B.
incrassatum via dispersion sur disque d’agar gélosé : Blanc ; Contréle ; EMG :
(@) : 1 mg/mL; (b) : 0.5 mg/mL; (c) : 0.250 mg/mL; (d) : 0.125 mg/mL ; (e) :
0.0625 mg/mL ; EMT : (f) : 1 mg/mL ; (@) : 0.5 mg/mL ; (h) : 0.250 mg/mL ; (i)
: 0.125 mg/mL ; (j) : 0.0625 mg/mL ; EMR : (k) : 1 mg/mL ; (I) : 0.5 mg/mL ;
(m) : 0.250 mg/mL ; (n) : 0.125 mg/mL ; (0) : 0.0625 mg/mL. (1) ; (2) ; (3),

répétition de chaque concentration d'extrait.

Actuellement, il existe une variéte de therapies pour les différents types de diabéte.
L'une des approches antidiabétiques courantes consiste a inhiber les enzymes digestives

(alpha-amylase, alpha-glucosidase) (Narkhede et al., 2011).

Les amidons complexes ont d'abord été soumis a l'action de l'a-amylase, qui les a
hydrolysés en oligosaccharides, puis a celle de l'a-glucosidase, qui a transformé ces
oligosaccharides en glucose et autres monosaccharides. Apres l'inhibition de ces enzymes, un
effet hypoglycémique apres repas se produit, ralentissant et diminuant I'absorption du glucose

dans l'intestin gréle (Hanhineva et al., 2010).

Selon Tundis et al. (2010), les agents actifs bloquant les enzymes digestifs ont
tendance a provoguer moins de conséquences indésirables que les alternatives synthétiques.
Les plantes médicinales ayant des propriétés inhibitrices de l'alpha-amylase sont des sources

non synthétiques bénéfiques pour le traitement du diabéte (Hanhineva et al., 2010 ; Kwon et

al., 2006).
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En outre, Hanhineva et al. (2010) ont démontré que les substances de type phénolique

inhibent 1’action enzymatique digestive modulant ainsi le métabolisme de 1’organisme.

Selon Grussu et al., 2011, Rubus idaeus L. et Sorbus aucuparia L. ont démontré une

efficacité notable sur I'alpha-amylase, en raison de leurs puissants bio-inhibiteurs.

L'exclusion excessive de l'alpha-amylase peut entrainer une géne gastro-intestinale, en
dépit de ses effets bénéfiques sur la prévention de I'hyperglycémie liée au diabete (Cheplick et
al., 2010).

Les résultats obtenus concordent avec ceux rapportés par Chung et al. (2011), qui ont
établi une inhibition dose-dépendante de l'a-amylase par dispersion sur agar gélosé. Cette
inhibition peut réduire I'absorption postprandiale de glucose provenant de la digestion de

I'amidon.
1.5, Activité litholytique in vitro de Bunium incrassatum
111.5.1. Analyse des calculs biliaires

La figure 34 illustre l'analyse spectroscopique FTIR-ATR des calculs biliaires de
cholestérol. Les calculs biliaires massifs sont répartis en trois groupes de 12 calculs chacun.
Calculs biliaires de cholestérol de faible poids (CCPF) de 47.25 mg, calculs biliaires de poids
moyen (CCPM) de 106.58 mg et calculs biliaires de poids élevé (CCPE) de 193.67 mg.
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Figure 34 : Spectre FTIR-ATR de calculs biliaires de cholestérol, acquis entre 4000 et

725 cm™.
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111.5.2. Effet de dissolution de Bunium incrassatum sur les groupes des calculs biliaires
de cholestérol

L’effet de dissolution des extraits de B. incrassatum a été évalué in vitro pendant une
période de 9 semaines en présence de trois groupes de calculs : CCPF, CCPM, et CCPE (fig.
35 et 36).

111.5.2.1. Groupe des calculs de cholestérol de poids faible (CCPF)

La masse initiale des calculs biliaires de cholestérol de poids faible (CCPF) était de 53
mg pour EMR, 46.33 mg pour EMG, 42.33 mg pour EMT et 47.33 mg pour le controle au
NaCl.

Une dissolution complete de ce type de calcul a été observée dans ’EMR en S1, dans
I’EMG en S2 et dans ’EMT en S4. Cependant, le controle NaCl a montré une perte de 6.33
mg, avec un pourcentage de dissolution de 13.29% en S4.

Dans toutes les conditions de traitement, les CCPF ont enregistré une diminution
hautement significative de leur poids au cours du temps (P<0.001). Les extraits de B.
incrassatum ont hautement significativement augmenté (P<0.001) la perte de masse des
CCPF par rapport au contréle NaCl (fig. 35 a, b et 36 a).

111.5.2.2 Groupe des calculs de cholestérol de poids moyen (CCPM)

Les calculs biliaires de cholestérol de poids moyen (CCPM) avaient des masses
initiales respectives de 97.33 mg pour EMR, 113.33 mg pour EMG, 112.33 mg pour EMT, et
103.3 mg pour NaCl.

EMR a completement réduit son poids et les calculs biliaires de poids moyen ont été
totalement dissous en S4, EMG en S5 et EMT en S8, tandis que le contrdle a présenté une
perte de poids de 18.00 mg et une dissolution de 17.46% dans l'essai final (S9). La chute de
poids des CCPM a hautement progressé significativement (P<0.001) dans tous les contextes
de traitement au fil du temps. En comparaison avec le groupe contrdle, les extraits ont
hautement significativement augmenté la perte de masse des CCPM (P<0.001) (fig. 35 ¢, d et
36 b).

111.5.2.3. Groupe des calculs de cholestérol de poids élevé (CCPE)

D'apres les figures 35 e, f et 36 c, les masses initiales des solutions EMR, EMG, EMT
et NaCl pour les CCPE étaient respectivement de 192.33 mg, 190.67 mg, 192.67 mg et

199.00 mg.
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Figure 35 : Evolution de masse des calculs cholestéroliques des groupes par les extraits de B.

incrassatum en fonction du temps

(a)

masse des calculs biliaires de

cholestérol de faible poids (CCPF) ; (b) : perte de masse des CCPF ; (c) : masse

des calculs cholestéroliques de poids moyen (CCPM) ; (d) : perte de masse des

CCPM ; (e) : masse des calculs cholestéroliques de poids élevé (CCPE) et (f) :

perte de masse des CCPE. Les données obtenues indiquent la moyenne (m) sur

I'ensemble des trois essais +SEM.

HWCG s'est entierement dissoute en S5 avec EMR et en S9 avec EMG. L’extrait

EMT et NaCl ont enregistré respectivement, 188.00 mg, 11.33 mg de perte de masse, et
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97.58%, 5.70 % comme taux de dissolution (S9). CCPE a montré une réduction de masse
hautement significative (P<0.001) dans toutes les circonstances de traitement en fonction du
temps. Les pertes de masse du CFPC ont été plus élevées dans les extraits évalués (P<0.001)
que dans le controle.

L'impact litholytique des extraits de Bunium incrassatum sur les calculs de cholestérol
est probablement attribuable a leur teneur phénolique accrue.
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Figure 36 : Evolution cinétique du taux de dissolution (a %) de poids des calculs
cholestéroliques des groupes par les extraits de B. incrassatum en fonction du
temps : (a) : CCPF ; (b) : CCPM ; (c) : CCPE. Les données obtenues indiquent
la moyenne (m) sur l'ensemble des trois essais £SEM. * comparativement au
G1 témoin. "P<0.05, “P<0.01, ““P<0.001.

Pour prévenir la dissociation des calculs biliaires due au barreau magnétique, ils ont
été placés a l'intérieur d'une poche en fibre tressée poreuse (Meiouet et al., 2011 ; Hannache et
al., 2012).
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L'importance cruciale d'une période de contact adeéquate dans le processus de
dissolution des calculs cholestéroliques, offrant ainsi des implications prometteuses pour le
développement de thérapies efficaces (Hannache et al., 2012). Cette constatation renforce la
crédibilité et la validité de notre démontre.

Notre présente étude souligne de maniére significative que la dissolution des calculs
de cholestérol est plus rapide en présence d'EMR, suivi d'EMG, et enfin d'EMT, par rapport a
la solution de contréle durant I’expérimentation. Cette différence peut étre attribuée a la
composition phénolique distincte des extraits analysés. Cela est corroboré par les travaux de
Chekroune et Benamara (2017).

Les extraits de plantes comprennent des substances chimiques phénoliques qui
s'associent aux calculs cholestéroliques pour former un composé actif, déemontrant ainsi le

principe de dissolution (Amoura et al., 2018).

Les composeés phénoliques, notamment l'acide cafeique et la quercétine, ont une
incidence déterminante sur la lutte contre la lithiase biliaire cholestérolique, gréce a leurs
propriétés antioxydantes et a leur capacité a moduler le métabolisme lipidique
(Hajimehdipoor et al., 2014).

Ces substances agissent en inhibant lI'enzyme hydroxyméthylglutaryl-CoA réductase
(HMG-CR), ce qui limite la formation de cholestérol au niveau du foie et sa saturation dans la

bile, réduisant ainsi les risques de formation de calculs (Chambers et al., 2019).

Parallelement, elles stimulent la lipoprotéine lipase (LPL), favorisant la dégradation
des lipides sanguins et I'élimination du cholestérol excédentaire vers le foie (Wheless et al.,
2024).

De plus, elles activent l'expression de cholestérol 7-alpha-hydroxylase (CYP7AL),
facilitent la transformation du cholestérol en acides biliaires, optimisant son élimination et

abaissant sa concentration dans la bile (Avhandling, 2013).

Par ailleurs, ces composés bioactifs améliorent la fluidité de la bile, empéchent
’agrégation des calculs de cholestérol et réduisent les réactions inflammatoires associées (Fan
et al., 2020).
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Les effets synergiques des composes phénoliques participent non seulement a la
prévention de la formation de nouveaux calculs cholésteroliques, mais également a la

dissolution progressive de lithiase biliaire existante (Sahin, 2024).

Nos résultats ont indiqué que les calculs biliaires de cholestérol de différents poids
présentent des taux de perte de masse distincts. Les calculs biliaires de cholestérol présentant
un poids faible, moyen et élevé se désintégrent de maniére différente, ce qui est conforme aux

approches réalisées par Amoura et al. (2018).

Chekroune et Benamara (2017) ont constaté que les taux de dissolution des calculs
biliaires de cholestérol de poids élevé dans le jus de Citrus limon et les extraits de Herniaria
hirsuta L. étaient de 72% et 26%, respectivement, aprés deux semaines d'immersion. Il

semble que ces taux de dissolution soient inferieurs a ceux de nos résultats.

111.5.3. Evolution du pH

Les valeurs initiales du pH pour les solutions EMR, EMG, EMT et les solutions de
contrle au NaCl étaient respectivement de 6.86, 6.41, 6.32 et 6.50, comme indiqué dans la

figure 37 qui représente I'évolution du pH du milieu expérimental.

Aprés 4 semaines de recherche, le pH du CCPF a diminué a 4.63 pour EMR, 4.81 pour
EMG, 5.10 pour EMT, et 4.07 pour le contréle NaCl. Le pH de CCPM baisse a 4.12 pour
EMR, 4.04 pour EMG, 4.31 pour EMT et 2.92 du contr6le NaCl. Les solutions EMR, EMG,
EMT et NaCl ont réduit les valeurs de pH de I'CCPE a 5.03, 4.64, 4.86 et 3.36,

respectivement, au S9.

Tous les traitements ont enregistré une chute substantielle du pH (P<0.05) en fonction

du temps. Cependant, ces valeurs de pH étaient approximativement similaires.

La dissolution des calculs biliaires de cholestérol n'est pas intrinsequement liée au pH

du milieu immerge.
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Figure 37 : Evolution du pH dans les extraits de B. incrassatum en présence des groupes de
poids de calculs biliaires cholestéroliques en fonction du temps : (a) : CCPF ;
(b) : CCPM et (c) : CCPE. Les données obtenues indiquent la moyenne (m) sur

I'ensemble des trois essais +SEM.

Les travaux d'Amoura et al. (2018) mettent en eévidence que la cinétique de dissolution
des calculs biliaires de cholestérol ne semble pas étre influencée par le pH du milieu, mais
plutét par des facteurs tels que la composition chimique phénolique des extraits de la plante,

le poids des calculs biliaires utilisés et la durée du traitement.
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L’extrait EMG, ayant montré la meilleure composition phénolique la plus prometteuse
et des propriétés biologiques optimales in vitro, a été sélectionné pour des tests in vivo sur des

rats Wistar.

I11.6. Toxicité aigué d’EMG de Bunium incrassatum sur des rats Wistar

Le test de toxicité aigué de I'extrait EMG a été mené in vivo sur des rats Wister. Les
doses d'EMG évaluées étaient de 250, 500, 1000, 2000, 4000, 6000 et 8000 mg/kg PC. Une
prise unique d'EMG a été administrée par voie orale pour chaque dose. 50% des animaux
traités dans le cadre d'un test de toxicité aigué mourront dans les premieres heures (48 h)

jusqu’a 14 jours, ce qui permet d'établir la dose Iétale (DL50) (Dubick et al., 1993).

Au cours de cette péeriode, aucun changement de comportement et aucune mortalité
n’ont été enregistrés chez les groupes expérimentaux testés par les différentes doses
administrées de 250 a 8 000 mg/Kg. Leur comportement était semblable a celui des rats
témoins. Cela suggére que la DL5o est plus de 8000 mg/kg.

I11.7. Acte analgésique in vivo de I’extrait EMG chez des rats Wistar

L'extrait EMG a éteé teste pour I'analgésie chez des rats Wistar en procédant au test de

contraction abdominale sous acide acétique (Writhing test) (fig. 38).

L'efficacité analgésique du groupe G3 traité avec EMG a 200 mg/kg a été comparée a
celle du groupe G2 de référence traité avec l'ibuproféne (200 mg/kg). Une réduction
hautement significative (P<0.001) du NC engendré par l'acide acétique dans les groupes G2
(9) et G3 (7) par opposition au G1 (39). G2 et G3 ont montré des taux de protection
similaires, 76.92% et 82.05%, respectivement (P>0.05).

L'extrait méthanolique des graines de B. incrassatum exerce une action analgésique
importante sur les contractions abdominales des rats Wistar, induites par ’acide acétique. Les
flavonoides et les acides phénoliques inclus dans leurs composés bioactifs expliquent ce

mécanisme d'action.
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Figure 38 : Nombre des contorsions (NC) par les groupes expérimentaux de rats Wistar. Les
résultats correspondent a la moyenne (m) des cing essais +SEM.

G1 : témoin positif, traité uniqguement avec 1 mL a 1% d'acide acétique (i.p.) ; G2
. reference, traité par voie orale avec 200 mg/kg d'ibuproféne (5 jours), ensuite 1
mL a 1% d'acide acétique (i.p.) ; G3 : traité avec 200 mg/kg d’EMG par voie orale
(5 jours), puis 1 mL a 1% d'acide acétique (i.p.). * comparé au G1, témoin positif.
“P<0.05, "P<0.01, ""P<0.001.

Fkk

Les analgésiques périphériques inhibent la douleur a la terminaison des neurones
périphériques sans affecter la perception. La plupart des tests d'efficacité des analgésiques

périphériques utilisent la technique de I'acide acétique (Duraisankar et Ravichandran, 2012).

Selon Zhang et al. (2013), la synthese des agents médiateurs pro-inflammatoires tels
que les prostaglandines (PGE2a et PGF2a), la bradykinine, l'histamine et la sérotonine est
responsable des contorsions douloureuses provoqueées par une injection intra-péritonéale de 1

mL d'acide acétique a 1%.

Ces médiateurs chimiques, comme le souligne Choi et al. (2006), induisent la
contraction et la séparation des cellules endothéliales. Par ailleurs, les études d’Ouédraogo et
al. (2012) ont démontré que ces médiateurs augmentent la perméabilité vasculaire, excitent

les neurones nociceptifs périphériques et élargissent les artérioles et les veinules.
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Zhang et al. (2013) ; Rahmani et al. (2014) ; Kehili et al. (2016) ont établi un
intéressant corrélat entre les caractéristiques biologiques des différents extraits de végétaux,
telles que leur activité anti-inflammatoire, et les niveaux de composés phénoliques, en

particulier les flavonoides.

Dans les mastocytes sensibilisés aux IgE, les flavonoides bloquent la production des
agents médiateurs d’inflammation, ce qui permet de traiter la douleur (Manthey, 2000 ;

Middleton et al., 2000 ; Cho et al., 2001 ; Kim et al., 2005).

La quercétine est mis en évidence pour son effet inhibiteur sur la production d'|CAM-
1, limitant l'interaction des leucocytes avec l'endothélium des vaisseaux sanguins, en
particulier dans le contexte de la veine ombilicale. La capacité de la quercétine a réguler la
réponse inflammatoire laisse entrevoir des applications potentielles en matiére de modulation

de l'adhésion cellulaire et de contrdle de la réponse immunitaire (Cho et al., 2001).

111.8. Acte antidiabétique in vivo de I’extrait EMG sur des rats Wistar

Le traitement de l'alloxane intra-péritoneal (150 mg/kg) et de l'extrait méthanolique de
graines de B. incrassatum par voie orale (200 mg/kg) ont affecté les observations cliniques, le
taux de glucose, le poids corporel, les marqueurs biochimiques et I'histologie des rats Wistar

males apres le sacrifice.

111.8.1. Observations des symptomes cliniques

Les symptomes cliniques des rats des groupes expérimentaux ont été surveillés apres
I'injection intra-péritonéale de 150 mg/kg d'alloxane afin de déterminer ses conséquences et
les effets protecteurs de l'extrait méthanolique des graines de B. incrassatum sur le

comportement de I'animal (tableau 11).

Les rats diabétiques de G2 (150 mg/kg d’alloxane) et de G3 (200 mg/kg d'EMG) ont
présenté des perturbations comportementales physiques. En revanche, le groupe témoin (G1)

et le groupe 4 (ne recevant que 200 mg/kg d’EMG) n'ont présenté aucune anomalie.
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Tableau 11 : Symptomes cliniques des rats expérimentaux. Les résultats correspondent a la
moyenne (m) des cing essais +SEM.

G1 : rats témoins ; G2 : rats traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) ; G3 : traités
par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) puis 200 mg/kg (59 jours) ; G4 : traités
seulement par 200 mg/kg d’EMG (59 jours).

Groupes Symptoémes cliniques
Gl Normal.
G2 Polyurie, polydipsie, polyphagie, somnolence, hypoactivité, isolement,

tachycardie, difficulté respiratoire, perte d’équilibre, et perte de poids.
G3 Polyurie, polydipsie, polyphagie.

G4 Normal.

111.8.2. Evolution du poids corporel

La figure 39 présente I'évolution pondérale des rats diabétiques et non diabétiques
soumis a une alimentation standard ainsi qu'un traitement d'extrait méthanolique de graines de

B. incrassatum (EMG) pendant une période de 59 jours d'expérimentation.

Initialement, le poids corporel de tous les groupes était pratiquement similaire au
début de l'essai. Cependant, l'injection intra-péritonéale (i.p.) d'alloxane (150 mg/kg) a induit
un diabete chez le groupe de rats diabétiques (G2), entrainant une perte de poids corporel des
le troisieme jour d'expérimentation. Cette réduction a été extrémement significative

(P<0.001), atteignant 42.38% comparativement au témoin G1 apres 59 jours d'étude.

Par ailleurs, le G3 (traité par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) puis 200 mg/kg) et le G4
(recevant uniquement d’EMG a 200 mg/kg) augmentent hautement significativement
(P<0.001) leur poids de 38.15% et 40.91%, respectivement, par rapport au G2 pendant la

durée expérimentale.

Il est possible que la thérapie a base dEMG protége les rats diabétiques contre une
perte de poids significative. Une évolution pondérale typique constatée chez les rats de groupe

1 au cours du temps.
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Figure 39 : Evolution du poids corporel du rat (g) aprés traitement/non traitement a l'extrait

meéthanolique des grains de B. incrassatum et/ou de I’alloxane durant la période
expérimentale. Les résultats correspondent a la moyenne (m) des cinq essais
+SEM.

G1 : rats témoins ; G2 : rats traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) ; G3 : rats
traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) puis 200 mg/kg (59 jours) ; G4 : rats traités
par EMG (200 mg/kg) durant 59 jours.

La surabondance du glucose sanguin est due a une carence en insuline, car lI'organisme
est inapte a utiliser ou a stocker le glucose. Chez les rats diabétiques traités a l'alloxane, une
augmentation du catabolisme des lipides et des protéines est notée en raison de la carence en
glucides, ce qui explique leur perte de poids chez les rats diabétiques. Ces conclusions sont
étayées par des études précédentes menées par Saravanan et Pari (2005) ; Jemai et al. (2009) ;
Guo et al. (2018) ; Wen et al. (2019).

La progression pondérale observée dans les groupes 1 et 4 peut étre justifiée comme
une suite du développement normal des animaux au travers du temps. Pieme et al. (2006)
ainsi que Tra—Bi et al. (2010) ont constaté des résultats semblables avec des extraits de Senna

alata et de Morinda morindoides.

Nos résultats sont comparables aux travaux de Dhandapani et al. (2002), qui ont

également marqué une progression de la croissance pondérale des rats diabétiques traités a
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I'alloxane suite a l'utilisation de Cuminum cyminum (Apiaceae). Ces effets pourraient étre liés
aux propriétés hypoglycémiques et hypolipidémiques de cette plante.

111.8.3. Evolution de la glycémie

La glycémie a été influencée par l'alloxane (150 mg/kg) et IEMG (200 mg/kg) chez
des rats diabétiques et non diabétiques soumis a un régime alimentaire normal et a un

traitement par EMG pendant 59 jours (fig. 40).

Au début de I'expérimentation (JO), le taux de glucose sanguin était normal dans tous
les groupes. Chez les rats diabétiques du groupe G2, le traitement a l'alloxane seul a entrainé
une progression glycémique hautement significative (P<0.001) de 73.96%, avec une
concentration de 3.61 g/L par opposition au G1 (0.94 g/L). Par ailleurs, la thérapie par 200
mg/kg dEMG au G3 et G4 a entrainé une réduction hautement significative (P<0.001) de
60.94%, avec un taux de 1.41 g/L et 72.02% avec 1.01 g/L, respectivement, comparativement
au groupe G2. Aucune différence significative (P>0.05) n’a été notée chez le groupe G4 par
rapport & G1. L'extrait méthanolique des grains de B. incrassatum a causé une hypoglycémie

remarquable chez les rats diabétiques du groupe G3.

Glycémie
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Figure 40 : Evolution du taux de la glycémie (g/L) des rats aprés traitement/non traitement a
I'extrait méthanolique de grains de B. incrassatum /ou a I’alloxane durant la
période expérimentale. Les résultats correspondent a la moyenne (m) des cing
essais +SEM.

G1 : rats témoins ; G2 : rats traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) ; G3 : rats
traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) puis 200 mg/kg (59 jours) ; G4 : rats

traités par 200 mg/kg d’EMG (59 jours).
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Les rats diabétiques non traités peuvent développer une hyperglycémie a la suite de
déficiences dans la production d'insuline ou a des anomalies des récepteurs ou des post-

récepteurs dans le diabéte de premier type induit par I'alloxane (Deshmukh, et al., 2015).

Idakwoji et al. (2021) ont démontré que les substances phytochimiques phénoliques
telles que la lutéoline, la quercétine, I'acide cinnamique et la catéchine pourraient contribuer a
neutraliser les radicaux libres générés suite a l'induction d'alloxane chez les rats et favoriser la
régénération des cellules béta et la libération d'insuline. Cette action contribue & abaisser la
concentration de glucose et a augmenter le niveau d’insuline. Les résultats sont semblables

aux notres.

En outre, les polyphénols et les flavonoides stimulent également les enzymes
glycolytiques en transférant le glucose dans les cellules ou en bloquant la G6P dans le foie,
diminuant la présence du glucose dans le sang (Tang et al., 2017).

Les antioxydants naturels abaissent la glycémie en diminuant la consommation de
glucose par les cellules intestinales, l'efflux de calcium, la dépolarisation membranaire
cellulaire et le blocage des conduits K*-ATP (Morajhar et al., 2015 ; Tafesse et al., 2017).

111.8.4. Effet de I’alloxane sur les marqueurs biochimiques

Les parameétres biochimiques aprés le sacrifice des rats expérimentaux ont été

représentes dans les figures 41 a 46.

I11.8.4.1. Effet de D’alloxane sur les marqueurs glycémiques et I’impact protecteur

d’EMG de Bunium incrassatum

e Glucose sanguin

Chez G2, la glycémie est hautement significativement augmentée (P<0.001) de 3.46
g/L (74.57%) par rapport aux rats témoins (G1) (0.88 g/L). Par contre, la thérapie par 200
mg/kg d'EMG durant 59 jours chez G3 et G4 a doué d’une baisse extrémement substantielle
(P<0.001) du glucose sanguin de 0.98 g/L (71.68%) et 0.88 g/L (74.57%), respectivement,
par comparaison avec les rats diabétiques (G2). Pas de distinction significative (P>0.05) entre
G4 et G1 (fig. 41 a).

L’analyse post-sacrifice du taux de glucose sanguin des rats diabétiques a révélé que

I'extrait EMG a un effet hypoglycémiant. Ces données confirment notre étude sur 1’évolution

E

de la glycémie durant 59 jours.
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e Hémoglobine glyquée (HbAl C)
La figure 41 b fait apparaitre un taux de I’hémoglobine glyquée de 9.28% avec une

élévation hautement significative (P<0.001) de 73.28% chez le G2 comparé a G1 (2.48%).
Par contre, le traitement par EMG (200 mg/kg) chez G3 et G4 a enregistré de 1’ordre respectif

des niveaux I’hémoglobine glyquée de 2.65% et 2.22%. EMG a baissé I’HbA1 C hautement
significativement (P<0.001) de 71.44% et 76.08% pour G3 et G4, respectivement, au regard
de G2. Aucune différence significative (P>0.05) n’a été marquée chez G4 par rapport a G1.

L'extrait EMG a réduit notablement le taux d'HbA1 C chez les rats exposés au stress

oxydatif provoqué par l'alloxane.
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Figure 41 : Marqueurs glycémiques des groupes expérimentaux des rats apres
traitement/sans traitement avec 'EMG /ou I’alloxane : (a) : glucose sanguin,
(b) : HbA1 C ; (c) : insuline. Les résultats correspondent a la moyenne (m)

des cing essais +SEM.

G1 : rats témoins ; G2 : rats traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) ; G3 : rats
traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) puis 200 mg/kg (59 jours) ; G4 : rats

traités par 200 mg/kg d’EMG (59 jours). * Comparativement au G1 témoin,
# comparativement au G2 trait¢é par l’alloxane. "P<0.05 “~P<0.01,
“P<0.001, ¥P<0.001, #P<0.001, **P<0.001.

e Insuline

Les rats diabétiques du groupe 2 ont signalé une chute hautement significative

(P<0.001) des concentrations en insuline de 6.20 U/L (61.25%) par rapport au G1 (16 U/L).
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En revanche, les groupes 3 et 4 qui ont recu de I'EMG (200 mg/kg) ont présenté des taux
d'insuline hautement significatifs (P<0.001) de 15.20 U/L (59.21%) et de 16.60 U/L
(62.65%), respectivement, que le groupe 2. Le groupe G4 n’a enregistré aucune différence
significative (P>0.05) contre G1 (fig. 41 c).

L’extrait EMG s’est distingué par son efficacité hyper-insulinémie chez les rats

diabétiques subissant un stress oxydant par l'alloxane.

L'alloxane agit comme un agent béta-cytotoxique, couramment utilisé pour induire le
diabéte expérimental de type 1, en raison de sa capacité a cibler les cellules B pancréatiques

chez de nombreuses espéces animales (Bopanna et al., 1997).

L’alloxane est structuralement semblable au glucose, il traverse les membranes
cellulaires via les transporteurs GLUT2. Une fois dans le cytoplasme, l'alloxane est
transformé en acide dialurique par certains agents spécifiques (le glutathion réduit, la cystéine
et l'acide ascorbique). Il interagit également avec les groupes thiol, affectant particulierement
la glucokinase (une enzyme riche en thiols dans les cellules béta-pancréatiques, catalysant la
convertibilité du glucose en G6P, déclenchant ainsi la sécrétion d'insuline pour réguler la
glycémie), formant des ponts disulfures au niveau de leur site actif et inhibant leur activité

enzymatique catalytique (Lenzen, 2008).

L'alloxane abaisse le processus d'oxydation du glucose et diminue ainsi sa productivité
en ATP. Cette baisse d’ATP perturbe le signal énergétique nécessaire a la sécrétion
d’insuline. De plus, I’alloxane augmente la perméabilité des membranes des cellules B,

amplifiant ainsi I’inhibition de la libération d’insuline (Watkins et al., 1964).

Ces altérations conduisent a une hyperglycémie marquée, qui apparait dés le troisiéme
jour suivant une injection intra-péritonéale. La glycémie des rats diabétiques est trois a quatre
fois supérieure a celle des rats normaux non traités (Aruna et al., 1999 ; Nagappa et al.,

2003). Ces observations correspondent a nos propres constants.

Des autres études antérieures menées par Stanely et al. (2000) ; Szkudelski, (2001) ;
Yadav et al. (2002) ont aussi noté I’effet dépressif et stressant de 1'alloxane sur la glycémie

chez les rats, montrant que les radicaux libres de l'alloxane endommagent les cellules  de

E

Langerhans.
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L'hyperglycémie, principal symptdme du diabéte, résulte de la surproduction de
glucose (néoglucogenése et glycogénolyse) et de son utilisation réduite par les tissus

périphériques, comme l'ont souligné les études de Shirwaikar et al. (2004).

Karthik et al. (2014) ; Tiwari et al. (2014) ont constaté que I'alloxane (150 mg/kg i.p.)
inhibait la sécrétion d'insuline et provoquait une hyperglycémie chez les rats. Nos résultats

confirment ces affirmations.

Au cours du diabete, I'némoglobine subit une glycosylation accrue en cas de contrdle
glycémique insuffisant ou de traitement inadéquat. La glycosylation de I'hémoglobine est
directement proportionnelle a la glycémie et est un indice majeur de diabéte sucré. Les
animaux présentant un diabete induit par I'alloxane ont manifesté des niveaux d'hémoglobine

totale plus faibles (Pari et Amarnath Satheesh, 2004). Nos analyses corroborent ces résultats.

Diverses plantes médicinales ont des effets hypoglycémiques dans ce contexte
(Prasanna, 2000 ; Zanatta et al., 2007). Des recherches ont décelé un possible corrélat entre la
baisse de la glycémie et les composés phytochimiques des végétaux (Bi et al., 2008).

Les composés phénoliques ont bien établis pour leurs effets hypoglycémiants
(Mangambu et al., 2014).

Cet effet pourrait étre comparable a celui des sulfamides hypoglycémiants, tels que la
glibenclamide, qui agissent en se fixant a des récepteurs cellulaires B spécifiques du pancréas,
provoguant la fermeture des canaux de potassium ATP-dépendants, suivie d’une
dépolarisation de la membrane, de ’ouverture des canaux de calcium et d’un afflux de ce
dernier, déclenchant I’exocytose de I’insuline (Ragunathan et Sulochana, 1996 ; Grimaldi et
al., 2009).

Alternativement, cet impact peut également découler d'une montée du flux de glucose
sanguin a travers les tissus de la périphérie, comme le suggerent les travaux de Pari et Latha
(2002).

Dhandapani et al. (2002) ont constaté que l'extrait de Cuminum cyminum (Apiaceae)
réduit les indices de glycémie chez les rats diabétiques alloxaniques, validant ainsi notre

approche.

L'extrait de graines de B. incrassatum semble contribuer a réguler les indicateurs

glycémiques et a moduler le métabolisme du glucose.
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I11.8.4.2. Effet de I’alloxane sur les marqueurs lipidiques et I’'impact protecteur de
PEMG de Bunium incrassatum
e Triglycérides (TG)

Les rats diabétiques (G2) ont présenté une tres nette progression (P<0.001) de niveau
de triglycéride de I’ordre de 1.04 g/L (65.38%) par opposition aux rats témoins (G1) (0.36
g/L). Les groupes G3 et G4 ont manifesté une régression hautement significative (P<0.001)
de triglycérides de 0.41 g/L (60.58%) et 0.17 g/L (83.85%), respectivement, par rapport au
groupe 2. Pas de changement significatif (P>0.05) dans le G4 par rapport au G1 (fig. 42 a).

e Cholestérol total (TC)

Une remontee trés substantielle (P<0.01) du taux de cholestérol total de 0.85 g/L
(37.65%) a été constatée chez les rats diabétiques (G2) par opposition au G1 (0.53 g/L).
Contrairement, le groupe G3 traité avec EMG a 200 mg/kg a présenté un taux de cholestérol
significativement (P<0.05) inférieur de 0.68 g/L (20%) et un autre tres significatif (P<0.01)
de 0.52 g/L (38.82%) dans le G4, par regard des rats diabétiques (G2). Aucune variation
substantielle (P>0.05) n'a été constatée entre le G4 et le G1 (fig. 42 b).

e Lipoprotéine de haute densité (HDL)

Une chute hautement significative (P<0.001) des concentrations de I’HDL, atteignant
0.16 g/L (56.76%), a €eté constatée par rapport aux valeurs obtenues par le groupe témoin
(0.37 g/L). Le traitement a 'EMG (200 mg/kg) chez les rats de G3 a démontré une
augmentation trés significative (P<0.01) de 0.30 g/L (46.67%) de I'HDL et hautement
significative (P<0.001), d'environ 0.44 g/L (63.64%) chez les rats G4 pour ce paramétre, par
rapport aux rats G2. Absence de modification notable (P>0.05) entre les groupes G4 et G1
(fig. 42 c).

e Lipoprotéine de basse densité (LDL)

Chez le groupe 2, une évolution hautement substantielle (P<0.001) des LDL de 0.91
g/L (74.73%) par rapport aux rats normaux (0.23 g/L). Cependant, la thérapie par EMG a 200
mg/kg dans les groupes 3 et 4 a causé une inversion hautement significative (P<0.001) de ce
changement de 0.46 g/L (49.45%) et 0.11 g/L (87.91%), respectivement, par comparaison
avec les rats G2. Pas de variation significative (P>0.05) entre G4 et G1 (fig. 42 d).
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Figure 42 : Marqueurs lipidiques des groupes expérimentaux des rats apres traitement/sans

traitement avec 'EMG /ou I’alloxane : (a) : TG ; (b) : TC; (c) : HDL ; (d) : LDL
; (e) : VLDL ; (f) : RI. Les résultats correspondent a la moyenne (m) des cing

essais +SEM.

G1 : rats témoins ; G2 : rats traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) ; G3 : rats
traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) puis 200 mg/kg (59 jours) ; G4 : rats
traités par 200 mg/kg d’EMG (59 jours). * Comparé au G1 témoin, # comparé
au G2 traité par 1’alloxane. "P<0.05, "P<0.01, P<0.001, #P<0.001,

#P<0.001, #*P<0.001.
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e  Lipoprotéines de trés faible densité (VLDL)

Les niveaux de VLDL de G2 ont €té hautement significativement accrus (P<0.001) de
0.22 g/L (68.18%) par rapport aux rats témoins G1 (0.07 g/L). Dans les groupes 3 et 4, le
traitement par EMG (200 mg/kg) a entrainé une diminution hautement significative (P <
0.001) des VLDL de 0.08 g/L (63.64%) et de 0.03 g/L (86.36%), respectivement, par rapport
aux rats diabétiques G2. Manque de différence notable (P>0.05) entre les groupes G4 et G1
(fig. 42 e).

e Résistance a ’insuline (RI)

Les rats G2 ont enregistré une signification hautement (P<0.001) élevée de 6.97 (85.51%)
d’IR par rapport au groupe témoin (1.01). G3 et G4 ont vu une basse hautement substantielle
(P<0.001) de ITR & lordre de 1.38 (80.20%) et 0.38 (94.55%), respectivement, par
comparaison avec le groupe 2. Aucun changement substantiel (P>0.05) n'a été observé entre
G4 et G1 (fig. 42 ).

EMG a induit un effet hypolipémiant, qui semble également contribuer a
I'amelioration de I'état du groupe diabétique tout en assurant une action préventive au niveau

du groupe 4.

La perturbation du profil lipidique, caractérisée par une progression substantielle de
cholestérol total, de triglycérides, de LDL, de VLDL ainsi que des IR, accompagnée d'une
réduction des HDL chez le G2 par rapport aux autres groupes expérimentaux, constitue des
marqueurs de la dyslipidémie. Cette anomalie peut étre attribuée a l'interaction directe entre le
métabolisme glucidique et lipidique, reflétant leur dynamique métabolique. En effet, le déficit
en insuline favorise la libération accrue d’acides gras libres (AGL), entrainant ainsi une
altération du métabolisme de lipides (Lemhadri et al., 2006 ; Antwi-Baffour et al., 2018). Ces

conclusions corroborent pleinement nos constatations expérimentales.

Mullugeta et al. (2012) ont établi que les déséquilibres lipidiques aggravent le risque
cardiovasculaire lié au diabéte de premier type. La formation des plaques athérosclérotiques

est liée a l'oxydation des LDL.

Dobiasova et Frohlich (2001) ont dévoilé que l'indice athérogene du plasma, une

corrélation entre les triglycérides et le HDL, se révélait étre un marqueur efficace du risque

E

cardiovasculaire. Nos résultats ont été validés par ces investigations.
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Les agents anti-athérogénes semblent également avoir une action préventive sur la
peroxydation lipidique et la lutte contre les troubles cardio-vasculaires (Shah et al., 2001 ;
Young, 2005 ; Tandon, 2005).

Des travaux antérieurs, dont celui de Lemhadri et al. (2006), attestent de cette
efficacité en raison de la riche teneur en composés phénoliques de I'extrait de Carum carvi
(Apiaceae), dont les vertus antidiabétiques ont été démontrées. Ces derniers confirment ainsi

les résultats de celle-ci.

EMG a marqué par son influence notable sur le métabolisme lipidique chez les rats
diabétiques agressés par l'alloxane, attestant de son effet protecteur.

I11.8.4.3. Effet de ’alloxane sur les marqueurs hépatiques et ’impact hépato-protecteur

d’EMG de Bunium incrassatum
e Alanine aminotransférase (ALAT)

Une progression hautement significative (P<0.001) de 67.58 UI/L (58.86%) des
concentrations d’ALAT chez le G2 contre G1 (27.8 UI/L).

En outre, des diminutions hautement significatives (P<0.001) de ce parameétre de
33.84 UI/L (49.93%) et 21.08 UI/L (68.81%) du G3 et G4, respectivement, par rapport aux
rats G2. Aucune variation significative (P>0.05) entre G1 et G4 n’a été marquée (fig. 43 a).

e Aspartate aminotransférase (ASAT)

L'AST a notablement évolué avec une élévation hautement substantielle (P<0.001) en
G2 de 89.60 UI/L (52.01%) par rapport a G1 (43 UI/L). Ces données indiquent une
progression des lésions hépatocellulaires. Chez les rats G3 et G4, ITEMG 200 mg/kg a atténué
cette mesure hautement significativement (P<0.001) a 48.12 UI/L (46.29%) et 37.80 UI/L
(57.81%), respectivement, par rapport au G2. Pas de distinction significative (P>0.05) entre
G4 et G1 (fig. 43 b).

e Phosphatase alcaline (PAL)
Les niveaux de PAL de G2 ont augmenté hautement significativement (P<0.001)
1031.80 UI/L (36.65%) par comparaison avec le groupe témoin (653.6 UI/L). LEMG (200

mg/kg) dans les groupes 3 et 4, a fait baisser la PAL hautement significativement a 696.2
UI/L (15.43%) et 647.4 UI/L (56.64%), respectivement, par rapport au G2. Absence de

changement significatif (P>0.05) dans le G4 par rapport au G1 (fig. 43 c).
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Figure 43 : Marqueurs hépatiques des groupes expérimentaux des rats apres traitement/sans
traitement avec 'EMG /ou I’alloxane : (a) : ALAT ; (b) : ASAT ; (c) : PAL ; (d)

v -GT. Les résultats correspondent a la moyenne (m) des cing essais zSEM.

G1 : rats témoins ; G2 : rats traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) ; G3 : rats
traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) puis 200 mg/kg (59 jours) ; G4 : rats
traités par 200 mg/kg d’EMG (59 jours). * Comparé au G1 témoin, #
P<0.001,

EE

comparativement au G2, traité par I’alloxane. “P<0.05, “"P<0.01,
#P<0.001, #P<0.001, **P<0.001.

e Gamma-glutamyl transférase (y -GT)

Le groupe 2 a marqué une élévation hautement significative (P<0.001) de y -GT de
9.71 UI/L (62.20%) par rapport au groupe G1 (3.67 UI/L). Comparativement au G2, les

animaux du groupe 3 et 4 ont présenté de I’ordre respectif, une diminution hautement
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substantielle (P<0.001) de 6 UI/L (58.81%) et 2.2 UI/L (77.34%). Le groupe G4 n’a marqué
aucune différence significative (P>0.05) par comparaison au G1 (fig. 43 d).

En conséquence, l'extrait d'EMG a abaissé les niveaux d'enzymes hépatiques (ASAT,

ALAT, PAL et y -GT) chez les animaux intoxiqués par 1’alloxane.

Les transaminases sont des indicateurs cruciaux de la santé hépatocellulaire, utilisées

pour évaluer I'état du foie des rats diabétiques (Azri et al., 1992).

L'augmentation des transaminases résulte de leur diffusion dans la circulation sanguine
et/ou d'un dysfonctionnement de leur synthése, accompagné d'une détérioration de la
perméabilité membranaire des hépatocytes (Newairy et al., 2009).

De plus, la lipoperoxydation au sein des membranes biologiques entraine une perte de
la fluidité membranaire, modifiant ainsi le potentiel membranaire et augmentant leur
perméabilité (Nehru et Anand, 2005).

Un stress oxydatif sévere peut amener a une fuite des transaminases, combinée a une
nécrose hépatique (Shati et Alamri, 2010 ; Yeh et al., 2009).

L'ALAT, une enzyme principalement présente dans le foie, est circulée dans le sang,
sert de marqueur de dommages hepatiques (Dufour et al., 2000 ; Pratt et Kaplan, 2000 ; Al-
Habori et al., 2002 ; Kaneko et al., 2008).

L'ASAT, bien que présente dans le cceur et les reins, augmente également lors de la
dégradation des hépatocytes. Les concentrations de ces enzymes sont élevées dans diverses
pathologies hépatiques, telles que les necroses cellulaires, I'népatite, la cirrhose et les Iésions

hépatiques induites par certains médicaments (Dufour et al., 2000).

Les Iésions hépatiques et la dégradation de l'intégrité membranaire des hépatocytes
augmentent les niveaux d'enzymes sanguines, notamment apres l'administration d'alloxane.
Ces élévations indiquent des dommages hépatiques et peuvent suggérer une hyperglycémie

et/ou une résistance a l'insuline (Al Shehri, 2017).

L'augmentation des transaminases (ALAT, ASAT, PAL et y-GT) a été observée chez
des rats diabétiques non traités, comme rapporté par BelHadj et al. (2013) ; Rath et al. (2016)

; Idakwoji et al. (2021) ; Ossai et al. (2021). Ces constatations sont en accord avec les nétres.
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L'extrait dEMG fait chuter les niveaux des transaminases chez les rats diabétiques,
jouant le réle d'un hépato-protecteur contre les altérations oxydatives engendrées par

I'alloxane.

111.8.4.4. Effet de I’alloxane sur les marqueurs rénaux et I’impact néphroprotecteur
d’EMG de Bunium incrassatum

e Urée

Le taux d'urée présent dans le plasma des rats diabétiques (G2) était de 0.59 g/L
(50.85%), hautement significatif (P<0.001) que G1 (0.29 g/L). Cette mesure a mis en
évidence une régression hautement significative (P<0.001) chez G3 de 0.32 g/L (45.76%) et
0.26 g/L (55.93%) chez le groupe 4, aprés leur avoir administré 200 mg/kg d'EMG, par
rapport aux rats G2. Aucune modification substantielle (P>0.05) n'a été observée entre G4 et
G1 (fig. 44 a).

(a) Urée (b) Créatinine
0.8+ 15
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0.6
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Figure 44 : Marqueurs rénaux des groupes expérimentaux des rats apres traitement/sans
traitement avec 'EMG/ou I’alloxane : (a) : urée ; (b) : créatinine. Les résultats

correspondent a la moyenne (m) des cing essais +SEM.

G1 : rats témoins ; G2 : rats traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) ; G3 : rats
traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) puis 200 mg/kg (59 jours) ; G4 : rats
traités par 200 mg/kg d’EMG (59 jours). * Comparé au G1 témoin, #
P<0.001,

*kk

comparativement au G2 traité par l’alloxane. “P<0.05, “"P<0.01,
#P<0.001, #P<0.001, **P<0.001.
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e Créatinine

Les rats du groupe 2 ayant un taux de créatinine hautement significativement
(P<0.001) inférieur de 10.02 mg/L (46.31%) a celui du groupe 1 (5.38 mg/L). Une réduction
de 5.60 mg/L (44.11%) et de 4.59 mg/mL (44.23%) du taux de créatinine hautement
significativement (P<0.001) a été remarquée respectivement, chez G3 et G4 par rapport au
G2. Absence de différence significative (P>0.05) entre G1 et G4 (fig. 44 b).

L'administration de I’extrait EMG avec I’alloxane a entrainé une régression des marqueurs

rénaux (urée et créatinine), indiquant les fonctions rénales protectrices de B. incrassatum.

Le rein remplit une fonction essentielle en éliminant les déchets métaboliques,
notamment [’urée et la créatinine, via la production d’urine. Il contribue également a

I’équilibre hydrique et électrolytique de 1’organisme (James et Mitchel, 2006).

La créatinine résulte de la lyse de la créatine et de la phosphocréatine, qui sont deux
composes servant de réserves d'énergie dans les muscles. Sa teneur sérique dépend de
I'alimentation, la masse musculaire et le sexe. Elle est aussi influencée par son élimination par
les reins, ce qui en fait un marqueur utile pour évaluer la déficience rénale (Stevens et al.,
2006).

Toute perturbation des processus rénaux, telles que la filtration et la rétention des
glomérules ou I'excrétion des tubules, se traduit par des modifications des taux plasmatiques

d’urée et de créatinine (Tsinalis et Binet, 2006 ; Gowda et al., 2010).

Ces parametres sont des indicateurs clés de la fonction rénale, et une hausse de leurs

niveaux signale un dysfonctionnement rénal (Sirwal et al., 2004).

L'élévation des niveaux de créatinine s'accompagne souvent d'une hausse de l'azote
urique sanguin. La créatininémie est couramment employée comme un indicateur clinique
pour détecter les dommages rénaux induits par des substances toxiques, notamment chez les

animaux expérimentaux (Travlos et al., 1996).

La dégradation des protéines dans le foie peut augmenter l'urée et la créatinine sérique

chez les animaux diabétiques, les acides aminés étant convertis en ces composés et, sous
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I'action des transaminases, en acide pyruvique (Bergmeyer, 1980). Cela suggére une activité
de transaminase accrue au sein groupe diabétique dans le cadre de notre recherche.

De maniere similaire a nos résultats, Ekpo et al. (2020) ont montré que les molécules
polyphénoliques bioactives peuvent prévenir I'oxydation des lipides, protéger les tissus rénaux
du stress oxydatif.

Dans les modeles expérimentaux de dysfonctionnement rénal, le traitement
antioxydant peut prévenir ou minimiser les dommages rénaux. La quercétine et la lutéoline
sont des antioxydants réno-protecteurs (Kalbolandi et al., 2019 ; Ekpo et al., 2020). Ceci est

cohérent avec nos résultats.

L'acide caféique, un antioxydant, peut servir de protection contre I'élévation de la
glycémie et la lipidémie, ainsi que contre l'urémie et les altérations rénales, grace a ses
propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes, tout en contribuant a la prévention des
risques associés au diabéte et aux désordres métaboliques (Ozen et al., 2004 ; Or3oli¢ et al.,
2021).

Ces effets observes pourraient étre dus a une amélioration des lésions rénales chez les
rats alloxaniques ou a une réduction du catabolisme de la creatine et de la phosphocréatine
musculaire, via les composés phénoliques bioactifs de B. incrassatum. Ces composés

pourraient donc jouer un réle dans la gestion des fonctionnements rénaux et musculaires.

111.8.4.5. Effet de I’alloxane sur les protéines totales et 'impact protecteur ’EMG de

Bunium incrassatum

Une chute hautement significative (P<0.001) des niveaux des protéiques totaux de
35.40 g/L (41.88%) a été marquée par G2, comparativement au groupe témoin (60.91 g/L).
Par contre, ’EMG (200 mg/kg) dans les groupes 3 et 4, a engendré une progression
hautement substantielle (P<0.001) des protéines totales de 58.29 g/L (39.27%) et 67.80 g/L
(47.79%), respectivement, par rapport au groupe 2. Cependant, les rats du groupe G4 n’ont

enregistré aucune variation substantielle (P>0.05) par comparaison au G1 (fig. 45).

Ces résultats démontrent que la thérapie des rats diabétiques pendant 59 jours par
I'extrait EMG a augmenté les taux de protéines totales, tout en préservant ces niveaux chez le

groupe G4.
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Figure 45 : Les taux de protéines totales dans les groupes expérimentaux des rats apres
traitement/sans  traitement avec I'EMG/ou [l’alloxane. Les resultats

correspondent a la moyenne (m) des cing essais +SEM.

G1 : rats témoins ; G2 : rats traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) ; G3 : rats
traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) puis 200 mg/kg (59 jours) ; G4 : rats
traités par 200 mg/kg d’EMG (59 jours). * Comparé au G1 témoin, #
P<0.001,

Fkk

comparativement au G2 traité par I’alloxane. "P<0.05, “P<0.01,
#P<0.001, #P<0.001, **P<0.001.

L’absorption des enzymes du cytosol hépatique dans la circulation sanguine pourrait
affecter I'hépato-toxicité de l'alloxane en réduisant les taux de protéines totales et d'albumine
(Soon et Tan, 2002).

Les plantes médicinales renfermant des principes phénoliques bioactifs ont amélioré le
taux de protéines totales des rats diabétiques alloxaniques (Rath et al., 2016 ; Idakwoji et al.,

2021). Cela valide nos constatations.

111.8.4.6. Effet de I’alloxane sur ’albumine et ’impact protecteur d’EMG de Bunium

incrassatum

Une perte hautement significative (P<0.001) de 21.08 g/L (47.35%) de la teneur en
albumine a été notée dans le G2, par contraste avec le G1 (40.04 g/L). D’autre part,

I'albuminémie du groupe 3, a augmenté trés significative (P<0.01) de 35.40 g/L (40.45%) et
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hautement significativement (P<0.001), d’environ 41.30 g/L (48.96%) dans le G4, par rapport
au G2. Pas de différence (P>0.05) entre les groupes 1 et 4 (fig. 46).

L'extrait méthanolique de Bunium incrassatum accroit les niveaux d'albumine chez les

animaux souffrant d'un stress oxydant crée par l'alloxane, et procure un pouvoir hyper-

albuminant.
Albumine
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Figure 46 : Albumine des groupes expérimentaux des rats aprés traitement/sans traitement
avec I'EMG/ou l’alloxane. Les résultats correspondent a la moyenne (m) des

cing essais +SEM.

G1 : rats témoins ; G2 : rats traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) ; G3 : rats
traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) puis 200 mg/kg (59 jours) ; G4 : rats
traités par 200 mg/kg d’EMG (59 jours). * Comparé au G1 témoin, #
P<0.001,

F*kk

comparativement au G2 traité par 1’alloxane. "P<0.05, ~"P<0.01,
#P<0.001, #P<0.001, **P<0.001.

Nos travaux renforcent ceux d'ldakwoji et al. (2021), qui ont constaté que les
antioxydants phytochimiques issus des plantes permettaient un accroissement du taux

d'albumine chez les rats diabétiques.

Les plantes médicinales possédent des propriétés hypoglycémiantes qui peuvent

moduler la réponse a l'insuline, réguler les processus de glycolyse et de gluconéogenése,
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contribuant ainsi a la stabilité des parametres biochimiques et au bon équilibre fonctionnel de
I’organisme (Arya, 2012 ; Mao-Ying et al., 2014).

L'extrait d'EMG est un agent clef dans la régulation du métabolisme des glucides,
lipides et protéines, contribuant a réduire le risque de complications associées a ces troubles,
comme le diabete et les dyslipidémies.

111.8.5. Etude histologique

Les sections histologiques des pancréas, des foies et des reins, préalablement colorées
a I'nématoxyline éosine, ont été examinées chez les rats normaux et ceux du groupe traité/ non
traité avec I'EMG/ou l’alloxane. L'objectif était de mettre en évidence toute altération
tissulaire éventuelle causée par ce traitement, tout en évaluant les possibles mesures

préventives sur ces altérations.
111.8.5.1. Histologie du pancréas

La figure 47 illustre [I'histologie pancréatique de tous les groupes de rats
expérimentaux. Le parenchyme pancréatique chez le rat normal révélait des flots de
Langerhans contenant des cellules B endocrines présentant une taille, une forme et un nombre
normaux. Ces Tlots étaient entourés de cellules acineuses et zymogenes séreuses, caractérisees
par un cytoplasme abondant et granuleux, des noyaux proéminents et un tissu conjonctif inter-

lobulaire typique (fig. 47 A).

En outre, dans le pancréas diabétique résultant de l'injection unique de 150 mg/kg
d'alloxane, on a observé des ilots de Langerhans, caractérisés par une diminution non régulée
et incohérente de la quantité et de la taille, accompagnées d'une désorganisation et d'une

dégradation pancréatique (fig. 47 B).

Les rats diabétiques du G3 (200 mg/kg) ont révélé une architecture pancreatique
proche de celle typique du G1 témoin. En effet, cet extrait a prouvé un pouvoir élevé de
régeénérer les cellules béta pancréatiques au niveau des Tlots de Langerhans, en optimisant leur

taille et leur nombre par rapport au groupe de diabéte non traité G2 (fig. 47 C).

Les animaux normaux recevant seulement 200 mg/kg d’EMG avaient la méme

structure que le groupe témoin (fig. 47 D).
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L'extrait dEMG a démontré un rble régénératif et préventif crucial pour les cellules
béta du pancréas contre la toxicité inductible a I'alloxane chez les rats diabétiques. Cela

permis de stabiliser la glycémie, I’insulinémie ainsi que les autres marqueurs associés.

Figure 47 : Coupes histologiques du pancréas (H&E) des rats des groupes expérimentaux :
(A) G1 : rats témoins ; (B) G2 : rats traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) ; (C)
G3 : rats traités par 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) puis 200 mg/kg d’EMG (59
jours) ; (D) G4 : rats traités par 200 mg/kg d’EMG (59 jours).

IL : Tlot de Langarhans ; Ac : Acini.

Les complications du diabete affectent le pancréas, le foie et les reins, entrainant des
altérations histologiques notées chez les animaux en diabetes (Hamden et al., 2008 ;
Mohammadi et Naik, 2012).

Nos résultats de I’histologie s‘alignent sur ceux de (Lenzen, 2008), indigquant que
I'alloxane (150 mg/kg) a réduit la production d'insuline et provoqué un diabéte de premier
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type, endommageant des cellules p de Langerhans du pancréas, alors que les rats témoins

n'‘ont présenté aucun de ces changements.

L'efficacité de I’extrait EMG a régénérer les cellules B et a réparer le tissu
pancréatique endommagé pourrait s'expliquer par I'action des composés phénoliques bioactifs,
qui agissent potentiellement comme précurseurs de facteurs de croissance stimulant,

accélérant la division cellulaire et restaurant leur morphologie.

111.8.5.2. Histologie du foie

Les coupes histologiques des foies des groupes expérimentaux sont présentées dans les
figures 48 et 49. L'examen de I’histologie du foie du groupe témoin a mis en évidence un tissu
hépatique sain, ou les hépatocytes normaux sont clairement séparés par des capillaires
sinusoides, avec une veine centrale et des espaces portes distincts (artere, veine cave et
capillaire biliaire) (fig. 48 A et B).

Le tissu hépatique des rats diabétiques a présente des séveres altérations par rapport au
groupe de témoin, avec des anomalies structurelles hépatiques, telles que la dilatation des
capillaires sinusoidaux, Ul’infiltration inflammatoire, 1’apparition des cellules en bague a
chaton (accumulation lipidique : stéatose) et des noyaux condensés fragmentés des

hépatocytes (signes d’apoptose ou bien nécrose) (fig. 48 C, D, E et F).

Suite a lI'administration de 200 mg/kg d'EMG a des rats diabétiques pendant 59 jours,
ces effets secondaires ont notablement diminué, avec des légéres congestions observées (fig.
49 G, H).

La morphologie constatée chez le groupe G4 correspond a celle du groupe témoin

normal apres un traitement exclusif a 'TEMG (fig. 49 | et J).

EMG a démontré un potentiel puissant de minimiser les endommages hépatiques

générés par I’alloxane chez le G2, mettant en évidence leur effet hépato-protecteur.
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Figure 48 : Coupes histologiques du foie (H&E) chez le groupe G1 témoin (A et B) et le
groupe G2, traité uniquement avec 150 mg/kg d'alloxane (i.p.) (C, D, E et F).

Ar : artére ; CB : canal biliaire ; VC : veine centrale ; VP : veine porte, fleche
bleue : capillaire sinusoide, fleche noire : hépatocyte, fleche rouge : cellule de
Kupffer, fleche orange : dilatation des capillaires sinusoides, fleche verte :
cellules en bague a chaton (stéatose), fleche jaune : infiltration inflammatoire,

fleche marron : noyaux condensés fragmentés.
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Figure 49 : Coupes histologiques du foie (H&E) chez le groupe G3 (G et H), traités par 150
mg/kg d'alloxane (i.p.) puis 200 mg/kg d’EMG (59 jours) et le groupe G4 (I, J),
traités seulement par 200 mg/kg d’EMG (59 jours).

VC : veine centrale, fleche bleue : capillaire sinusoide, fleche noire : hépatocyte,
fleche rouge : cellule de Kupffer.

Khalil et al. (2010) ; BelHadj et al. (2013) ; AlRawi, (2007) qui ont constaté une
dilatation sinusoidale, une stéatose et des infiltrations lymphocytaires avec une dose plus

simple de streptozotocine (50 mg/kg). Cela confirme nos résultats.

De méme, Orsoli¢ et al. (2012) ont instillé le diabete chez des souris Albinos suisses
avec une dose unique de monohydrate d'alloxane (75 mg/kg i.v.). Les tissus hépatiques des

souris diabétiques ont exhibé les mémes altérations que celles précédemment décrites.

Les composés phénoliques de l'extrait EMG peuvent réduire le cumul de TG, la
lipogenése dans les cellules hépatocytes et atténuer la toxicité hépatique engendrée par

I'alloxane, normalisant ainsi les marqueurs lipidiques et hépatiques.
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111.8.5.3. Histologie des reins

Les figures 50, 51 et 52 présentent I’aspect histologique des reins des rats de I'étude.
La section normale du rein a révélé la présence des glomérules et des tubules contournés, sans

aucune anomalie pathologique apparente (fig. 50 A, B).

Figure 50 : Coupes histologiques des reins (H&E) chez le groupe G1 témoin (A et B).

Fléche bleue : glomérule, fleche rouge : tubule contourné, fleche noire : appareil

juxta-glomérulaire.

A la suite dune injection unique de 150 mg/kg d'alloxane, des altérations
glomérulaires sont apparues chez les rats diabétiques non traités, notamment une
condensation glomérulaire, une expansion de l'espace capsulaire de Bowman, et une

fragmentation des glomérules (fig. 51 C, D, E, F, G et H).

104




Chapitre 111 : Résultats et discussion

Figure 51 : Coupes histologiques du foie (H&E) chez le groupe G2, traité uniquement avec
150 mg/kg d'alloxane (i.p.) (C, D, E, F, G et H).

Fléche jaune : glomérule fragmenté, fleche rouge : tubule contourné, fleche verte :
glomérule dégénéré, fleche marron: augmentation de 1’espace capsulaire de

Bowman.

Cependant, I'extrait EMG (200 mg/kg) a réparé effectivement la quasi-totalité des
Iésions rénales chez les rats diabétiques du groupe G3, en diminuant la condensation

glomérulaire et I'expansion de l'espace capsulaire de Bowman par rapport au groupe G2 (fig.
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52 1, J). Une structure rénale normale des rats du groupe 4 a été maintenue apres 59 jours de
traitement par EMG (200 mg/kg) (fig. 52 K, L).

L’extrait EMG a prouvé une forte action réductrice des lésions rénales causées par
’alloxane chez le groupe diabétique G2. Aucun signe de toxicité d’EMG n’a été exercé sur
les tissus rénaux des rats G4.

Figure 52 : Coupes histologiques du foie (H&E) chez le groupe G3 (I et J), traités par 150
mg/kg d'alloxane (i.p.) puis 200 mg/kg d’EMG (59 jours) et le groupe G4 (K, L),
traités seulement par 200 mg/kg d’EMG (59 jours).

Fléche bleue : glomérule, fleche rouge : tubule contourné, fleche grise : espace

capsulaire de Bowman normal.

Guan et al. (2005) ; Mahendran et al. (2011) et Ben Younes et al. (2018) ont révélé
des lésions histologiques structurelles au niveau des reins, incluant des altérations
glomérulaires, une condensation glomérulaire et une augmentation de l'espace capsulaire de
Bowman chez les reins des rats diabétiques. Ces conclusions rejoignent celles de notre étude
actuelle.
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Conformément aux découvertes précédentes (Alarcon et al., 2002), les lésions rénales
chez les rats hyperglycémiques induits par l'alloxane se traduisent par des niveaux
plasmatiques élevés d'urée et de créatinine. Ces altérations pourraient résulter des dommages
oxydatifs causés aux reins par l'alloxane, de la peroxydation des lipides ou des perturbations
de la destruction des protéines dans les membranes cellulaires et dans le tissu musculaire ou
du métabolisme de la phosphocréatine. Ces constatations suggerent une possible altération de

la fonction rénale.

La thérapie par des composés phénoliques bioactifs présents dans les plantes
médicinales a notablement réduit les lesions tissulaires, pancréatiques, hépatiques et rénales

chez les rats alloxaniques (Idakwoji et al., 2021).

L'acide ellagique, l'acide caféique, l'acide chlorogénique, la quercétine, et la
myricétine, se distinguent par leurs propriétés puissantes, antioxydantes, anti-inflammatoires
et hypoglycémiantes. En soutenant la division cellulaire, inhibant I'apoptose et réduisant les
effets du stress oxydatif et contribuant a la régéneration des organes léses et a I'équilibre
métabolique (Arya, 2012 ; Mao-Ying et al., 2014 ; Rahimifard et al., 2018 ; Gurav et al.,
2018 ; Mahmud et al., 2023 ; Baptista et al., 2024 ; Li et al., 2024). Ces constats sont en

concordance avec ceux de nos travaux.

Les composés pheénoliques activent la voie de signalisation intracellulaire par
la phosphoinositide 3-kinase (PI13K) phosphoryle et la protéine kinase B (PKB), modulant les
facteurs de croissance, notamment le facteur de croissance 1 analogue a l'insuline (IGF-1) ou
somatomeédine C, le facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF) et le facteur de
croissance des hépatocytes (HGF). Ces mecanismes ont une fonction vitale dans la
régenération, la réparation et la survie des tissus pancréatiques, hépatiques et rénaux
endommagés (Liu et al., 2023 ; Pannucci et al., 2023 ; Hu et al., 2024 ; Baptista et al., 2024).

L'EMG est un agent hypoglycémiant, hypolipidémiant préventif contre les atteintes

pancréatiques, hépatiques et rénales expérimentalement générées par I'alloxane chez les rats.

I11.9. Acte anti-hyperthyroidien in vivo de I’extrait EMG sur des rats Wistar

Le traitement oral par la thyroxine (600 pg/kg) et FEMG (200 mg/kg) ont affecté les
marqueurs thyroidiens et I'histologie de la glande thyroide des rats Wistar (fig. 53).
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I11.9.1. Effet de la thyroxine sur les marqueurs thyroidiens et I’impact protecteur

d’EMG de Bunium incrassatum
111.9.1.1. Triiodothyronine (T3)

Aucune divergence significative (p>0.05) n'a été décelée entre les quatre groupes

expérimentaux a Jo.

A J14 (aprés 1’administration de thyroxine 600 pg/mL), une élévation hautement
significative (P<0.001) de la T3, dans G2, G3, de 7.45 pg/mL (59.33%), 7.56 pg/mL
(59.92%), respectivement, par rapport au témoin G1 (3.03 pg/mL). Le groupe G4 n'a pas
manifesté de changement statistiquement significatif (P>0.05), comparativement au groupe
G1. Un changement hautement substantiel (P<0.001) de ce paramétre a été constaté dans le
groupe G4 (2.29 pg/mL, 69.22%) vis-a-vis du G2.

A J44, une progression hautement significative (P<0.001) de 10.77 pg/mL (74%) a été
marquée dans le G2 contre G1 (2.80 pg/mL). En contraste, le traitement a I'extrait 'EMG
(200 mg/kg) dans les groupes G3 et G4 a reduit la T3 de maniére hautement significative
(P<0.001) de 4.61 pg/mL (57.20%) et de 2.10 pg/mL (80.79%), respectivement, par rapport
au groupe G2. Aucune variation notée (P>0.05) entre G4 et G1 (fig. 53 a).

111.9.1.2. Thyroxine (T4)

A J0, absence de changement substantiel (p>0.05) entre les groupes expérimentaux a

été observée.

A J14, une montée hautement significative (P < 0.001) de la T4 a été détectée par les
groupes 2 et 3, de 6.52 ng/dL (82.52%), 6.70 ng/dL (82.96%), soit respectivement, par rapport
au groupe G1 (1.14 ng/dL). Les groupes G4 et G1 n'ont pas differemment manifesté
(P>0.05). Par contre, une variation hautement substantielle a été révélée (P<0.001) pour cet

indicateur, dans le groupe G4 (1.09 ng/dL, 83.14%) comparé au groupe G2.

A J44, une ascension hautement significative (P<0.001) des taux de T4 de 8.07 ng/dL
(87.31%) a été obtenue chez les rats hyperthyroidiens (G2) par opposition au G1 (1.02 ng/dL).
Contrairement, les groupes G3 et G4 traités avec I'EMG ont affiché une réduction hautement
significative (P<0.001) de 2.26 ng/dL (72%) et 1.11 ng/dL (86.25%), de facon respective a
celle des rats hyperthyroidiens G2. Les animaux traités uniquement avec I'EMG (G4) ont

affiché des valeurs de T4 comparables a celles des témoins (P>0.05) (fig. 53 b).
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Figure 53 : Marqueurs thyroidiens des groupes expérimentaux des rats apres traitement/sans

traitement avec I'EMG/ou la thyroxine: (a) : T3 ;

résultats correspondent a la moyenne (m) des cing essais +SEM.

(b) : T4 ; (c) : TSH. Les

G1 : rats témoins ; G2 : rats traités par 600 pg/kg de thyroxine (14 jours) ; G3:
rats traités par 600 pg/kg de thyroxine (14 jours) puis par EMG a 200 mg/kg (30
jours) ; G4 : rats recoivent EMG a 200 mg/kg (30 jours). * Comparé au G1

témoin, # comparativement au G2 traité par la thyroxine. "P<0.05, “P<0.01,

*hKk

111.9.1.3. Thyréostimuline (TSH)

P<0.001, ¥P<0.001, #P<0.001, **P<0.001.

Le changement n'a pas eu lieu (P>0.05) entre les groupes expérimentaux a JO. A J14,
les rats G2 et G3 ont signalé une chute hautement significative (P<0.001) des concentrations
en TSH de 0.55 pUI/mL (49.07%), 0.59 pUI/mL (45.37%), respectivement, par rapport au G1
(1.08 plU/mL). En inverse, le groupe G4 a présenté un taux de TSH de 1.10 plU/mL (50%)
hautement substantiel (P<0.001) que celui du groupe 2. Aucune distinction signifiante
(P>0.05) entre les valeurs de TSH des groupes G4 et G1.
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A J44, une baisse hautement significative (P<0.001) des taux de TSH de 0.23 pUI/mL
(78.10%) a été obtenue chez G2 par contre G1 (1.05 pUl/mL).

En conséquence, les groupes G3 et G4 recevant EMG ont démontré une progression
hautement significative (P<0.001) par ordre respectif de 1.06 pUl/mL (78.30%) et de 1.07
pUI/mL (78.50%) par rapport aux rats G2 atteints d'hyperthyroidie. Les rats ayant regu
uniquement de 'EMG (G4) ont manifesté des teneurs en T4 similaires & celles des rats
témoins (P>0.05) (fig. 53 c).

Les composés phénoliques de B. incrassatum ont restauré la sécrétion altérée des
hormones thyroidiennes dans notre modele d'hyperthyroidie.

La thyroglobuline, l'iode et la thyroperoxydase sont les trois éléments principaux du
processus de syntheése des hormones thyroidiennes. Les tissus périphériques convertissent

I'hnormone T4 libérée en sa forme physiologiquement active, la T3 (Uduak et al., 2014).

En tant qu'effet de rétroaction negatif, la thyroxine augmente la conversion
périphérique de T4 en T3, stimulant I'expression des récepteurs de la TSH dans la
glandethyroide, ainsi que la synthese de T3 et T4 et abaissant I'normone de libération de la
rotropine et la TSH (Davies et al., 2016).

Les résultats de notre investigation corroborent ceux d'Aiouaz et Bitam (2022) et
d'Azharuddin et al. (2015), qui ont établi que la thyroxine accroit la production de T3 et T4,

tout en décroissant la TSH.

Parallelement a nos travaux, Aiouaz et Bitam (2022) ont démontré que le traitement
par des extraits de racines de B. incrassatum réduisait considérablement les niveaux de T3 et
T4 et augmentait la TSH.

Dos Santos et al. (2011) ont confirmé nos résultats en montrant que les flavonoides et
les acides phénoliques améliorent les processus hormonaux thyroidiens altérés. Ils diminuent
les niveaux d'hormones thyroidiennes T3, T4 en inhibant les activités de la thyroperoxydase
qui sont responsables de l'organification de I'iode. Les acides phénoliques, qui font partie de

Citrus sinensis, ont également un impact hypothyroidien (Uduak et al., 2014).
111.9.2. Etude histologique des glandes thyroidiennes

L'histologie des sections des glandes thyroidiennes colorée a I'nématoxyline et a

I'éosine a été étudiée chez des rats normaux et des rats traités/ non traités avec I'EMG/ou la

110




Chapitre 111 : Résultats et discussion

thyroxine. Cette étude a permis d'examiner les changements tissulaires causés par cette

thérapie et d’évaluer les mesures préventives (fig. 54, 55).

Figure 54 : Coupes histologiques des glandes thyroidiennes (H&E) des groupes de rats
expérimentaux : (A, B) G1 : témoin ; (C, D) G2 : traités oralement par 600
pa/kg de thyroxine (14 jours).

C : colloide ; VS : vaisseau sanguin, fleche jaune : follicule, fleche rouge :
théreocyte cubique avec noyau arrondi, fleche bleu : théreocyte cubique a

cylindrique avec noyau arrondi.

Les glandes thyroidiennes des rats témoins (G1) ont révélé une architecture typique,
avec de nombreux follicules (F) uniformes, bordés par un épithélium para-folliculaire
pavimenteux, des théreocytes cubiques avec noyau arrondi et un colloide (C) de volume
normal (fig. 54 A, B).

Le groupe G2, en inverse, a montré une structure thyroidienne caractérisée par la
présence des théreocytes de forme cubique a cylindriqgue avec noyaux arrondis et une
réduction colloidale irréguliére (fig. 54 C, D).
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Cependant, les lésions histologiques ont été remarquablement atténuées dans le groupe
G3 traité par EMG (200 mg/kg) par rapport au groupe G2, et le tissu thyroidien est réapparu
normal, avec des follicules thyroidiens de taille et de forme ordinaires, des théreocytes

cubiques avec noyaux arrondis (fig. 55 E, F).

Chez les rats G4, le maintien d'une morphologie thyroidienne typique a été préservé
apreés une thérapie avec 200 mg/kg d'EMG (fig. 55 G, H).

Compte tenu de sa forte teneur en composés phénoliques, EMG a efficacement
restauré les dommages folliculaires chez les rats hyperthyroidiens, préservant ainsi la fonction

et la structure de la glande thyroide.

Figure 55 : Coupes histologiques des glandes thyroidiennes (H&E) des groupes de rats
expérimentaux : (E, F) G3 : traités oralement par 600 pg/kg de thyroxine (14
jours) puis 200 mg/kg d’EMG (30 jours) ; (G, H) G4 : traités par 200 mg/kg
d’EMG (30 jours).

C : colloide, fleche jaune : follicule, fleche rouge : théreocyte cubique avec
noyau arrondi.
Nos résultats histopathologies s'alignent sur ceux de Vaidya et Pearce (2008) ; Aiouaz
et Bitam (2022), indiquant que le modéle d'hyperthyroidie causée par ’augmentation de T3,
T4 et par la suppression de la TSH est lié aux changements atrophiques de la glande thyroide.
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Selon Dos Santos et al. (2011) ; Uduak et al. (2014) ; Aiouaz et Bitam (2022), les
composés phénoliques bioactifs ont une action anti-hyperthyroidienne, régulant la production
de T3, T4 et TSH et atténuant les altérations histologiques de la thyroide causées par la

thyroxine.

Ces composes favorisent la sécrétion de la TSH, régulateur de la croissance de la
thyroide. lls agissent en synergie avec divers facteurs de croissance, influencant ainsi I'activité

fonctionnelle des cellules thyroidiennes (Konturek et Barczynski, 2012).

IIs modulent les hormones thyroidiennes en facilitant leur interaction avec des
intégrines, notamment l'avp3, un récepteur d'adhésion cellulaire. Ces intégrines interviennent
de maniére cruciale dans la signalisation des facteurs de croissance, régulant ainsi des
processus essentiels tels que l'angiogenese, la différenciation des cellules et leur survie
(Cohenet al., 2011 ; Ahmed, 2018).

Ils stimulent divers facteurs de croissance, tels que I'lGF-I, assurant la fonction de la
thyroide et la biosynthese hormonale thyroidienne (Smith, 2021) et le facteur de croissance
épidermique (EGF), accelérant la prolifération des cellules thyroidiennes. Cependant, leurs
actions variant selon le type de cellule (Gartner, 1992).

En plus, ils activent les facteurs de croissance transformant TGF-o et TGF-p,
modulant la croissance cellulaire et I'apoptose dans la thyroide (Konturek et Barczynski,
2012).

L'extrait EMG de B. incrassatum favorise la restauration des tissus thyroidiens
endommagés par la thyroxine, assumant ainsi un réle capital dans le maintien d'une fonction

thyroidienne optimale et manifestant des propriétés préventives.
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Conclusion et perspectives

Cette étude a montré que la phytothérapie reste couramment appliquée a travers le
monde pour traiter et prévenir un large éventail de situations pathologiques, compte tenu du

développement important de la médecine moderne.

L’objectif était d’analyser le profil chimique et d’évaluer les vertus thérapeutiques des
extraits méthanoliques de trois parties distinctives de B. incrassatum : les racines (EMR), les
tiges (EMT), et les graines (EMG).

Les extraits de B. incrassatum comprennent une diversité d'acides polyphénoliques
(I’acide gallique, l'acide férulique et I'acide ellagique, etc.) et de flavonoides (la quercétine, la
naringine, le kaempférol, la chrysine, etc.) identifiés par HPLC/UV.

Les composants phénoliques de cette plante assurent in vitro des activités anti-
radicalaires (DPPH, FRAP, ABTS et phosphomolybdate), des capacités litholytiques
vesiculaires sur les calculs de cholestérol, une inhibition enzymatique remarquable de I'alpha-

amylase et notamment sur les disques d’agar gélosé.

En effet, I'extrait EMG se caractérise par sa richesse phénolique comparée aux autres
extraits testés, ce qui lui procure des effets biologiques in vitro les plus accentués. En
conséquence, il a été sélectionné en tant que base d'étude afin d’évaluer les impacts

biologiques in vivo.

Les doses dEMG de 250 a 8 000 mg/kg administrées par voie orale ont entrainé une
DLso supérieure a 8 000 mg/kg PC. Une injection intra-péritonéale (i.p.) d'acide acétique a 1%
a notablement stimulé les contractions de I'abdomen chez les rats, ce qui illustre une

inflammation aigué.

Aprés une administration d’alloxane (150 mg/kg, i.p.), les rats Wistar ont également
manifesté des désordres métaboliques, des dommages pancréatiques, hépatiques et
néphrotiques, ainsi que des congestions capillaires et des infiltrats inflammatoires et des

nécroses cellulaires, attestés par une analyse histologique des organes (foie, pancréas et reins).

En outre, les rats recevant de la thyroxine oralement (600 pg/kg) ont développé une
hyperthyroidie résultant d'un dysfonctionnement hormonal thyroidien, accompagné de lésions

oxydatives de la glande thyroidienne.
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Dans ce contexte, nos résultats démontrent que I'extrait EMG (200 mg/kg) a atténué
de facon remarquable des conséquences inflammatoires nocives de l'acide acétique, le degré
de toxicité de l'alloxane et de la thyroxine, en régulant les taux des indices biochimiques,

dévoilant ainsi une amélioration metabolique.

Sur le plan histologique, cet extrait a assuré une protection tissulaire perfectible dans
les organes (foie, pancréas, reins, thyroide) affectés par la toxicité de l'alloxane et de la
thyroxine. La dose d'extrait d'EMG (200 mg/kg) a prouvé une prévention optimale des effets
toxiques précités, affirmant que cette action résulte de la synergie spécifique des polyphénols
existants dans l'extrait d'EMG.

B. incrassatum, ou Talghouda, est une source potentiellement riche en composés
bioactifs, mais ses processus d'action et ses propriétés pharmacocinétiques ont été encore peu
étudies. Cependant, il est nécessaire de soulever le point du manque de recherches cliniques
sur les effets de cette plante chez les humains. Vu le déficit de consensus sur la normalisation
des produits thérapeutiques dérives de B. incrassatum, des recherches ultérieures sont

indispensables pour résoudre cette lacune scientifique.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Bunium incrassatum (Apiaceae), widely cultivated along Africa's Mediterranean frontier. It has
antioxidant, anti-inflammatory, anti-bronchitis, antibacterial, and anti-cancer impacts. This
investigation estimates the chemical composition of methanolic extracts from the roots (MERO),
seeds (MESE), and stems (MEST) of B. incrassatum using high-performance liquid
chromatography/ultraviolet (HPLC/UV), antioxidant and litholytic effects in vitro. The Fourier
Transform Attenuated Total Reflectance (FTIR-ATR) identified cholesterol gallstones. These
gallstones were classified into low, medium, and high weight groups and subjected to agitation
with B. incrassatum extracts for 9 weeks. The control was sodium chloride (NaCl, 9 g/L).
Weekly, gallstones were weighed after 18 h of drying at 40 °C, and their gallstones-dissolving
capacity percentage; (% GDC) and the experimental medium pH were assessed. HPLC/UV
analysis shows MESE has 25 phenolic compounds, MERO 24, and MEST 21. Furthermore,
Copyright: © 2025 Mekraf etal. Thisis an open-access ~MESE exhibited the highest phenolic levels (70.80 mg GAE/g DE, 18.44 mg QE/g DE) and the
article distributed under the terms of the Creative highest antiradicalaire activity among the extracts tested, with a median inhibitory concentration
Commons Attribution License, which permits  (ICso) of 0.23 mg/mL for 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) scavenging and 0.66 mg/mL for
unrestricted use, distribution, and reproduction in any  ferric-reducing antioxidant power (FRAP). Highly substantial (P < 0.001) rise in % GDC was
medium, provided the original author and source are  noted, with decreasing effectiveness in the following order: MERO, MESE, and MEST
credited. compared to the control throughout the trial, associated with phenolic composition, gallstone
weight, and research duration. This study showed the importance of the phytochemical,
antioxidant, and litholytic characteristics of Bunium incrassatum extract, affirming its
possibilities in pharmacological approaches to treating cholelithiasis.
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Introduction

Traditional medicine has used an array of plants with
therapeutic potential for managing a wide variety of diseases. These
plants are known for their intriguing bioactive profiles, which include
anti-oxidative, anti-inflammatory, anti-diabetic, anti-cancer, and
more.12® Preclinical and clinical trials have shown that scientists are
developing an interest in herbal remedies treatments as prospective
sources of novel pharmaceuticals that can improve human health with
minimal or no adverse impacts, unlike the current synthetic chemical
compounds.*56Bunium incrassatum L., also known commonly as
Talghouda, is extensively distributed in northern Algeria. This
medicinal plant possesses a powerful antioxidant capabilities and has
long been used to treat thyroid problems, diarrhoea, inflammatory
haemorrhoids, bronchitis, and other complications.’
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Tel: +213 558366319
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Cholelithiasis is one of the world's most frequent and complicated
diseases, affecting around 10-20% of the population in Europe, and is
increasingly common among children and adolescents.® It is the result
of defects in hepatic and biliary cholesterol metabolism, gallbladder
stasis, and abnormal nucleation. Phospholipids, cholesterol, and
supersaturated bile acids, which cause cholesterol deposition,
contributed to this condition. Gallstones are classified based on their
cholesterol concentration: cholesterol (>70%), pigment (<30%),%° or
mixed (30-70%).** Genetic predisposition,'? female sex, advanced age,
hypercholesterolaemia, alcohol consumption, type 2 diabetes, a high-
fat diet, obesity, metabolic syndrome, and a sedentary lifestyle all
contribute to cholelithiasis development,* condition that frequently
necessitates immediate surgical intervention.* Medicinal plants offer
an effective natural option for the prevention and treatment of
cholelithiasis.®® This paper aims to identify the phytochemical
compounds by HPLC/UV, to screen the antioxidant's effectiveness,
and then to evaluate the litholytic impact of B. incrassatum extracts.

Materials and Methods

Chemicals and reagents

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) supplied all chemicals used,
including absolute methanol (>99.7%), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH), 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic  acid
(trolox), formic acid (CH202, 98-100%), trifluoroacetic acid (TFA,
C2HF302, 99%), acetonitrile (C2Hs3N), authentic phenolic standards
(trans-cinnamic, gallic, syringic, sinapic, quinic, protocatechic, ferrulic,
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p-coumaric, caffeic, carnosic, chlorogenic, vanillic, and ellagic acids,
catechin, epicatechin, catechol, carnosol, thymol, galangin,
pinocembrin, rutin, chrysin, luteolin, fisetin, myricetin, naringin,
acacetin, kaempferol, quercetin, tannic acid, ascorbic acid, menthol, and
bis- methylated quercetin), folin-ciocalteu's reagent (FCR), aluminum
chloride (AICI3), iron (Ill) chloride (FeCls), sodium bicarbonate
(Na2C0s), potassium ferricyanide (l11) (KsFe(CN)e), trichloroacetic
acid (TCA, C2HCI30z2), and sodium chloride (NaCl). The analytical
grade of all chemicals and reagents employed in the current study.

Gallstones

The General Surgical Service of Hospital Bourdj Bounaama
(Tissemsilt, Algeria) willingly removed massive gallstones from the
lithiasis patient approved by our local ethics committee authorised the
experimental gallstones use (Institutional Review Board) of food
department (Abdelhamid Ibn Badis University, Mostaganem, Algeria).
The FTIR-ATR (IR Affinity-1S, Shimadzu, Japan) identified them
chemically.

Plant materials and identification

Bunium incrassatum (Bunium pachypodum) was collected in June 2021
from Labiod Medjadja, Chlef (Algeria) (36°15'0"N, 1°24'0"E, an
altitude of 176 m). The plant received a voucher specimen (H.S.
01998.1) from the Ecology Vegetal Laboratory, Department of
Biology, University of Ahmed Ben Bella (Oran 1, Algeria). After
cleaning with distilled water, air-drying, and finely powdering, root,
stem, and seed were sealed in bottles until extraction.

Bunium incrassatum extraction

After separately macerating 10 g of B. incrassatum root, stem, and seed
powder in 100 mL of methanol (MeOH, 99.7%) at room temperature
for 72 h. Methanol was removed using rotary evaporator (BOECO, type
RVO 400 SD, Germany) at 40 °C to obtain the roots (MERO), seeds
(MESE), and stems (MEST) extracts of B. incrassatum. It was
preserved at +4 °C up until used.'® Formula (1) computed extract yield
percentage (% Y).Y’

%Y = Mo x 100 1
oY =40 @™
Where:

M1: mass in grams of the dry extract obtained.
MO: mass in grams of initial dry plant material.

Analysis of B. incrassatum extracts by HPLC/UV

Methanolic B. incrassatum extracts (MESE, EMST, and MERO) were
analysed wusing an Agilent 1100 high-performance liquid
chromatography system (LC-2040C, Shimadzu, Japan). The separation
process used an Agilent 120 EC poroshell column (100 mm x 2.1 mm,
2.7 pm) with water/TFA/formic acid (99:0.25:0.75) (A) and acetonitrile
(B). The elution was performed at 55 °C at 0.6 mL/min with a 10 pL
aliquot. The solvent gradient was (0, 0), (1, 10), (2, 12.5), (3, 15), (9,
80), (10, 100), (11, 100), and (14, 0) with post-5 min. UV detection at
270 and 320 nm.*® Methanol was diluted 1:100 (volume for volume,
V/V) with each extract to make the sample.

Using retention times (Rt) and spectral matching with 33 phenolic
standards (trans-cinnamic, gallic, syringic, sinapic, quinic,
protocatechic, ferrulic, p-coumaric, caffeic, carnosic, chlorogenic,
vanillic, and ellagic acids), flavonoids (catechin, epicatechin,
catechol, carnosol, thymol, galangin, pinocembrin, rutin, chrysin,
luteolin, fisetin, myricetin, naringin, acacetin, kaempferol, and
quercetin), tannins (tannic acid), and other compounds (ascorbic acid,
menthol, bis-methylated quercetin). Stock solutions at 1 mg/mL were
made from standards dissolved in methanol. Phenol components were
revealed through calibrated graphs of multiple references in mg/1g of
crude extract.

Total phenol content (TPC) estimation

The total of phenolic amount was quantified through Folin-Ciocalteu's
method.*® A mix consisting of 200 uL extract or standard and 1500 pL
of 10% Folin-Ciocalteu's reagent (FCR) was incubated in darkness for
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5 min, and 1500 pL of a 60% sodium bicarbonate solution (Na-COs)
was added. A UV-V spectrophotometer (Optizen Pop, Korea) measured
absorbance at 725 nm after 90 min of reaction time against a blank.
Gallic acid was used to calibrate the curve. The total phenol content was
reported as milligrams of gallic acid equivalent per gram of dry extract
(mg GAE/g DE). Triplicate tests were performed.

Total flavonoid content (TFC) estimation

The aluminum chloride technique.?® was applied for determining the
total of flavonoid level. Briefly, a combined volume of 1000 pL of 2%
aluminum chloride (AICI3) solution and 1000 pL of extract or standard
was used. The colorimetric measurements of the absorbance at 517 nm
were performed as opposed to a blank, after 60 min of incubation at
ambient temperature in darkness. As a reference, quercetin was
employed. The data were given as milligrams of quercetin equivalent
per gram of dry extract (mg QE/g DE). The measurements were
conducted three separate times.

Antioxidant activity in vitro

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay

The DPPH radical-scavenging effect of the B. incrassatum extracts
(MERO, MESE, and MEST) was determined using the previously
reported method.?* The combination included 250 pL of every extract
at different amounts and 1000 pL of 0.004% DPPH. The absorbance
was obtained at 517 nm after 30 min of exposure to ambient temperature
and darkness. The references employed for the experiment were trolox
and ascorbic acid, which were tested under similar experimental
circumstances. The free radical-scavenging activity (% RSA) was
estimated throught the formula (2).?22 Thereafter, the inhibitory
concentration median (ICso) was estimated through a linear regression
method. Every measurement was tripled.

Acontrol - Asample

% RSA =[ x 100 (2)

Acontral

Ferric-reducing antioxidant power (FRAP) assay

The FRAP was assessed through the already explained technique.?* For
this test, 1000 uL of extract at various contents was combined with
2500 pL of phosphate buffer solution (0.2 M, pH 6.6) and 2500 pL of
1% potassium ferricyanide solution (KsFe(CN)s). After 20 min in a
water bath maintained at 50 °C, mixture cooled to ambient temperature
in dark conditions. The process was ceased by adding 2500 pL of 10%
trichloroacetic acid (TCA, C2HCIz0). Then, 2500 pL of supernatant
was added to 2500 pL of distilled water and 500 pL of 0.1% iron (111)
chloride (FeCls) after centrifugation at 3000 rpm/10 min. The
measurement of absorbance was detected at 700 nm following 10 min
of incubation. Trolox and ascorbic acid served as standards, and the
inhibition concentrations (ICso) were calculated using the model of
linear regression. Triplicate measurements were taken.

Litholytic activity in vitro
The litholytic effect of B. incrassatum extracts on cholesterol gallstones
was evaluated in vitro using the procedure outlined previously. 2

Gallstones-dissolving capacity

Gallstones were separately covered in sterile porous tissue to prevent
mechanical stress, then immersed in 100 mL of each extract in glass
Erlenmeyer flasks, hermetically sealed, and shaken at 130 rpm at room
temperature for 9 weeks (the period of traditional medical therapy).
Weekly, the gallstone was retrieved from the reaction medium and dried
at 40°C for 18 h before being weighed using a precision balance (Ohaus,
PA213, China) to determine mass loss. Sodium chloride (NaCl, 9 g/L)
served as a control. The gallstones-dissolving capacity percentage (%
GDC) was determined according to the formula (3). All measures were
tripled.

M; — M,
%GDC=[ — f]xloo 3)

i

Where:
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Mi: initial mass of the gallstones (mg).
Mt final incubation mass of the gallstones (mg).

pH evolution

The pH of the experimental mixture was measured at the beginning and
weekly thereafter to record its evolution using a pH meter (HANNA HI
2211, HANNA instruments, Romania). Triplicate measurements were
performed.

Statistical analysis

Findings from three tests are shown as mean+ standard deviation,
processed by using IBM SPSS Statistics version 22, 2023, and subjected
to a one-factor ANOVA (analysis of variance) with Tukey's posthoc test
and Past 4.03, 2020 software. All tests were carried out three times.
The difference is significant at P<0.05, very significant at P<0.01,
highly significant at P<0.001, or not significant at P>0.05. * Compared
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with NaCl control. Graphs were represented using GraphPad Prism
10.3.1 (509).

Results and Discussion

Bunium incrassatum extracts composition

The HPLC/UV profile detecting at 270 and 320 nm of seed, root, and
stem methanolic extracts of Bunium incrassatum permitted the
separation and identification of 25, 24, and 21 phenolic components,
respectively (Table 1 and Figures 1-3). Besides this finding, the
methanolic extract of seeds demonstrates a notably higher phenolic
concentration than the others. In contrast, the root and stem extracts
exhibit distinct compounds. Polyphenolic acids, including gallic,
ferulic, and ellagic acid, show variations across the extracts, with MESE
typically exhibiting higher amounts (7.13, 2.17, and 2.02 mg/g of seed
extract, respectively).

Table 1: Composition of the methanolic extracts of Bunium incrassatum (MESE, MERO, MEST) by HPLC/UV (mg/g)

Peak number Compounds Amount Rt mese Amount Rt mero Amount Rt mest
(mg/g (min) (mglg (min) (mg/g (min)
MESE) MERO) MEST)
1 Quercetin 10.38 1.72 8.36 1.72 9.41 1.72
2 Kaempferol 4.26 2.19 3.12 2.19 1.85 2.19
3 Luteolin 0.03 3.20 0.89 3.24 - -
4 Acacetin 0.11 5.35 - - - -
5 Naringin 6.47 6.74 - - 8.06 6.75
6 Bis-methylated 2.10 6.99 0.96 7.00 - -
quercetin
7 Chrysin 2.03 7.14 0.94 1.15 1.74 7.12
8 Catechin 0.44 9.12 0.81 9.13 0.06 9.11
9 Epicatechin 0.40 9.27 0.85 9.26 0.05 9.24
10 Galangin 0.65 10.03 2.86 10.04 0.52 10.02
11 Pinocembrin 0.13 10.28 0.99 10.27 - -
12 Carnosol 0.16 10.74 1.12 10.73 - -
13 Thymol 0.11 11.15 1.19 11.17 0.03 11.15
14 Menthol 0.12 11.55 1.22 11.55 0.04 11.54
15 Myricetin 0.68 13.71 1.23 13.72 0.80 13.71
16 Ascorbic acid 0.01 0.45 0.06 0.36 - -
17 Gallic acid 7.13 1.73 5.11 1.73 3.62 1.73
18 Caffeic acid 0.73 2.03 0.84 2.04 0.54 2.04
19 P-coumaric acid 0.58 2.21 0.70 2.19 0.71 2.19
20 Chlorogenic acid 0.56 5.41 - - - -
21 Quinic acid 0.94 6.47 - - - -
22 Vanillic acid 0.98 6.75 - - 3.05 6.76
23 Ferrulic acid 2.17 6.99 1.38 6.99 1.02 6.99
24 Ellagic acid 2.02 7.14 1.87 7.15 0.74 7.14
25 Trans-cinnamic 0.01 13.56 1.42 13.57 0.45 13.57
26 Sinapic acid - - 0.01 9.13 - -
27 Tannic acid - - 0.01 10.33 - -
28 Carnosic acid - - 0.02 11.27 - -
29 Syringic acid - - 0.97 12.60 - -
30 Rutin - - - - 3.12 6.40
31 Fisetin - - - - 3.25 6.62
32 Catechol - - - - 1.26 6.63
33 Protocatechic acid - - - - 0.20 9.93

MESE: methanolic extract of seeds, MEST: methanolic extract of stems, MERO: methanolic extract of roots, -: absent.

Furthermore, quercetin, naringin, and kaempferol, as major flavonoids,
are consistently identified with the highest concentration in seed (10.38,
6.47, and 4.26 mg/g of extract, respectively). As well as, luteolin is
primarily found in root and seed extracts, with negligible amounts in
stem. These secondary metabolites are noted for wide spectral activities,

including antioxidant, anti-inflammatory, analgesic, antimicrobial, and
neuroprotective,?% 27:28.29. 30

These findings align with several studies that have shown coumarin in
the roots of B. incrassatum,® and naringin, catechin, kaempferol,
quercetin, caffeic, ferulic, chlorogenic, gallic, p-coumaric, and ellagic
acid in the seeds of the same species.” The presence of these bioactive
compounds highlights scientific validation for both traditional and
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modern uses of this plant species among North African populations and
supports its promising potential for wvarious pharmacological
applications.

Extraction yields, total polyphenols, and flavonoids of B. incrassatum
Table 2 shows the extraction yield and phenolic component amounts of
the B. incrassatum extracts. The MERO had the best yield (12.19%),
followed by the MESE with 4.46% and the MEST with 1.77%.
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Despite these findings, in M’sila, Algeria, the preparation of B.
incrassatum methanolic root extract by maceration revealed the lowest
extraction yield of 3.36%,% In addition, collected seed from the region
of Tlemcen, Algeria, of the same space, which was extracted under
reflux for 1 h, yielded 7.1%.”

Table 2: Extraction yields and phenolic contents in extracts of Bunium incrassatum parts

Extracts of

Phenolic compounds

%Y
B. incrassatum TPC (mg GAE/g DE) TFC (mg QE/g DE)
MESE 4.46 +0.20 70.80 £ 0.47 18.44 +0.08
MEST 1.77 £0.36 48.75 + 0.64 6.49 £ 0.07
MERO 12.19+0.41 34.43+0.38 0.54 £0.02

Findings from three tests are shown as mean + standard deviation. MESE: methanolic extract of seeds, MEST: methanolic extract of stems, MERO:
methanolic extract of roots, % Y: extract yield percentage, TPC: total phenol content, TFC: total flavonoid content, mg GAE/g of DE: milligrams of gallic
acid equivalent per gram of dry extract, mg QE of DE: milligrams of quercetin equivalent per gram of dry extract.

As highlighted in various studies, both the solvent type, extraction
conditions, and geographical origin of the species can influence the
extraction yield.®® It has been demonstrated that methods including
maceration, Soxhlet, and ultrasound-assisted extraction have an impact
on the effectiveness of bioactive compound extraction.®35

According to this study, total phenol and flavonoid content in MESE is
found to be relatively high when compared to MEST and MERO, with
a range of 70.80 mg GAE/g and 18.44 mg QE/g DE, respectively.
Compared to these data, a recent researcher estimated a lower level of
polyphenol content, around 13.00 g GAE/mg DE, and an important
level of flavonoid with a value of 16.32 g QE/mg DE in the roots
methanolic extract in the same species.
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Figure 1: HPLC/UV chromatograms of MESE at 270 nm (a) and
320 nm (b): peaks:1) quercetin, 2) kaempferol, 3) luteolin, 4) acacetin,
5) naringin, 6) bis-methylated quercetin, 7) chrysin, 8) catechin, 9)
epicatechin, 10) galangin, 11) pinocembrin, 12) carnosol, 13) thymol,
14) menthol, 15) myricetin, 16) ascorbic acid, 17) gallic acid, 18)
caffeic acid, 19) p-coumaric acid, 20) chlorogenic acid, 21) quinic acid,
22) vanillic acid, 23) ferrulic acid, 24) ellagic acid, 25) trans-cinnamic.

A similar quantity of these compounds was shown in other
investigations (37.37 mg GAE/g DE and 2.36 mg QE/g DE).* In
contrast, it was noted that there were higher total phenolic and flavonoid

amounts in B. incrassatum seed methanolic extract of 185.04 mg
GAE/g DE and 72.07 mg CE/g DE (catechin equivalent per gram of dry
extract) in comparison to these data.’

This marked quantitative variation in phytochimecal analysis is
dependent on a number of factors, including harvest season, plant
geographical origin, selection for specific genus and species,
morphological and ecological characteristics, drying mode and
duration, storage, plant parts used, developmental stage, circumstances,
solvent used, temperature, period, and extraction procedures.®
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Figure 2: HPLC/UV chromatograms of MERO at 270 nm (a)
and 320 nm (b): peaks:1) quercetin, 2) kaempferol, 3) luteolin, 4) bis-
methylated quercetin, 5) chrysin, 6) catechin, 7) Epicatechin, 8)
galangin, 9) pinocembrin, 10) carnosol, 11) thymol; 12) menthol, 13)
myricetin, 14) ascorbic acid, 15) gallic acid, 16) caffeic acid, 17) p-
coumaric acid, 18) ferrulic acid, 19) ellagic acid, 20) sinapic acid, 21)
tannic acid, 22) carnosic acid, 23) syringic acid, 24) trans-cinnamic.

Antioxidant activity in vitro

The DPPH activity of B. incrassatum extracts is illustrated in Figures 4
and 5. At 1 mg/mL, MESE displayed 97.46% of RSA and an ICso of
0.23 mg/mL, following MEST (96.04%, ICso of 0.30 mg/mL) and
MERO (40.16%, ICso of 1.68 mg/mL), respectively. It is observed that
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extracts from seeds and stems have a lower 1Csp than those from roots,
while their activity is not as high as that of the reference compounds
(Trolox and ascorbic acid) (Figures 4 and 5). Figures 6 and 7 show the
ferric-reducing inhibition potential of B. incrassatum methanolic
extracts.
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Figure 3: HPLC/UV chromatograms of MEST at 270 nm (a) and
320 nm (b): peaks: 1) quercetin, 2) kaempferol, 3) rutin, 4) fisetin, 5)
naringin, 6) chrysin, 7) catechin, 8) epicatechin, 9) galangin, 10)
thymol, 11) menthol, 12) gallic acid, 13) caffeic acid, 14) p-coumaric
acid, 15) catechol, 16) vanillic acid, 17) ferrulic acid, 18) ellagic acid,
19) protocatechic acid, 20) trans-cinamic.
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Figure 4: DPPH assay of B. incrassatum extracts. MESE:
methanolic extract of seeds, MEST: methanolic extract of stems,
MERO: methanolic extract of roots, DPPH: 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl, % RSA: radical scavenging activity percentage.
Findings from three tests are shown as mean + standard deviation.

Seed and stem extracts had lower ICso, 0.66 mg/mL and 0.73 mg/mL,
respectively, than root extracts (1.09 mg/mL). Their reducing power
(RP) is less than that of the references.

The same DPPH potency was appeared in B. incrassatum root
methanolic extract (ICso = 1.60 mg/mL) when compared to our result,
and lower than other findings with 1Cso = 21.18 mg/mL.%? Whereas it
was discovered a slightly greater anti- free radical impact (ICso = 0.15
mg/mL) than ours in the seed methanolic extract of the same species.”
In the FRAP assay, antioxidants donate an electron to reduce ferric ions
(Fe**) to ferrous ions (Fe?*), modifying the reaction medium's colour
from yellow to blue around 700 nm, whereas the absorbance intensity
correlates to the antioxidant power. These plant-based phenolic
compounds have redox properties that neutralise free radicals while also
reducing iron ions. This conclusion aligns with previous reports.®
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Gallstones analysis

Figure 8 depicts the FTIR-ATR spectroscopic analysis of cholesterol
gallstones. Massive gallstones are classified into three groups: low-
weight cholesterol gallstones (LWCG) of 47.25 mg, medium-weight
gallstones (MWCG) of 106.58 mg, and high-weight gallstones
(HWCQG) of 193.67 mg. Each weight group has 12 gallstones.

Litholytic activity in vitro

The litholytic activity of B. incrassatum extracts was evaluated in vitro
in the presence of cholesterol gallstone groups (LWCG, MWCG, and
HWCG) over 9 weeks (Figures. 9-11).

ICso DPPH
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200 Ascorbie acid
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Antioxidants

Figure 5: 1Cso DPPH assay: A, 1Cso (mg/mL) of B. incrassatum
extracts and references, B, 1Cso (mg RefE/g DE) of B. incrassatum
extracts. MESE: methanolic extract of seeds, MEST: methanolic extract
of stems, MERO: methanolic extract of roots, DPPH: 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl, 1Cso: inhibitory concentration at 50%, mg RefE/g DE:
milligrams of reference equivalent per gram of dry extract. Findings
from three tests are shown as mean + standard deviation.

Extracts of B. incrassarum
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Figure 6: FRAP assay of B. incrassatum extracts. MESE:
methanolic extract of seeds, MEST: methanolic extract of stems,
MERO: methanolic extract of roots, FRAP: ferric-reducing antiodidant
power, % RSA: radical scavenging activity percentage. Findings from
three tests are shown as mean + standard deviation.
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Figure 7: 1Cso FRAP assay: A, ICso (mg/mL) of B. incrassatum
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The dissolution of cholesterol gallstones occurs earlier in the presence
of root extract, followed by seed and finally stem extracts, compared to
the control one during the treatment period. This variation may be
attributed to the quality, amount, and synergy of phenolic components
in cholesterol gallstone dissolution. These findings suggested that the
weight of cholesterol gallstones may impact mass loss.?> While it was
demonstrated that the GDC for high-weight cholesterol gallstones in
Citrus limon juice and Herniaria hirsuta extracts was 72% and 26%,

extracts and references, B, 1Cso (mg RefE/g DE) of B. incrassatum
extracts. MERO: methanolic extract of roots, MESE: methanolic
extract of seeds, MEST: methanolic extract of stems, AA: ascorbic
acid, FRAP: ferric-reducing antiodidant power, ICso: inhibitory
concentration at 50%, mg RefE/g DE: milligrams of reference
equivalent per gram of dry extract. Findings from three tests are shown
as mean + standard deviation.

Effect of B. incrassatum extracts on the low-weight cholesterol
gallstones group
The initial LWCG mass was 53 mg for MERO, 46.33 mg for MESE,

-+ NiCl control
42.33 mg for MEST, and 47.33 mg for NaCl control. Complete < NaClcontrol ~ MERO
dissolution of LWCG gallstones was observed in MERO in the first 2 - MERD 2 MEST
week (W1), MESE in the second week (W2), and MEST in the fourth H MESE bt NESE
week (W4). However, the NaCl control lost them at 6.33 mg, and z MEST 2
gallstones-dissolving capacity was 13.29% at W4. Despite treatment g R
settings, the LWCG noted greater mass loss over time (P<0.001). B. z
incrassatum extracts significantly (P<0.001) increased mass loss in the
LWCG compared to the NaCl control (Figures. 9A, B, and 10A). :
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Figure 8: ATR-FTIR spectrum from cholesterol gallstones, .
acquired from 4000 to 725 cm'® T SRR
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Effect of B. incrassatum extracts on the medium-weight cholesterol
gallstones group

The MWCG had initial masses of root, seed, and stem extracts, and
NaCl control, with respective values of 97.33, 113.33, 112.33, and
103.33 mg. The MERO had a fully reduced weight and total dissolution
of the MWCG in W4, MESE in W5, and MEST in W8, whereas the
control exhibited a weight loss of 18.00 mg and 17.46% GDC in the
final trial (W9). Across all treatment conditions, the MWCG saw
substantial rises (P<0.001) in mass loss during the course of treatment.
The extracts significantly (P<0.001) enhanced the MWCG mass loss
more than NaCl (Figures. 9C, D, and 10B).

Effect of B. incrassatum extracts on the high-weight cholesterol
gallstones group

According to Figures 9E, F, and 10C, the starting masses of MERO,
MESE, MEST, and control for the HWCG were 192.33, 190.67, 192.67,
and 199.00 mg, respectively. HWCG found total dissolution in W5 with
MERO and W9 with MESE. The mass loss and gallstones-dissolving
capacity for MEST and NaCl solutions were 188.00 mg, 97.58%, and
11.33 mg, 5.70%, respectively. The MWCG exhibited significantly
higher mass reduction results (P<0.001) in all of the treatment
circumstances over the experimental period. The extracts tested
elevated significantly (P<0.001) HWCG mass losses versus the control
throughout the study. The experiment displayed a highly substantial
(P<0.001) GDC increase than NaCl, with decreasing efficacy observed
in the following order: root, seed, and stem extracts of this plant.

Figure 9: Evolution of cholesterol gallstone weight groups by
B. incrassatum extracts as a time function: A, weight of low-
weight cholesterol gallstones (LWCG), B, weight loss of low-weight
cholesterol gallstones (LWCG), C, weight of medium-weight
cholesterol gallstones (MWCG), D, weight loss of medium-weight
cholesterol gallstones (MWCG), E, weight of high-weight cholesterol
gallstones (HWCG), F, weight loss of high-weight cholesterol
gallstones (HWCG). MESE: methanolic extract of seeds, MEST:
methanolic extract of stems, MERO: methanolic extract of roots, NaCl
control: sodium chloride control. Findings from three tests are shown
as mean + standard deviation.*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 than
the control.

respectively, after two weeks of exposure.® In contrast to these results,
the B. incrassatum methanolic extracts tested have a more potent
gallstone-dissolving capacity in the same experimental conditions.

pH progress

The pH evolution of litholytic activity is apparent in Figure 11. It was
proved the initial pH values for root, seed, stem extracts, and NaCl
control were 6.86, 6.41, 6.32, and 6.50, respectively. After four weeks,
LWCG pH dropped to 4.63 for MERO, 4.81 for MESE, 5.10 for MEST,
and 4.07 for control. MWCG pH lowers to 4.12 for MERO, 4.04 for
MESE, 4.31 for MEST, and 2.92 for control. All these samples reduced
HWCG pH values to 5.03, 4.64, 4.86, and 3.36, respectively, at the end
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of the experiment (W9). A substantial decline (P<0.05) in pH was
marked in all treated groups over time. Nonetheless, the pH values for
the control and the plant extracts assessed were almost similar. Recent
research revealed that the pH of the studied samples had no influence
on the dissolution of cholesterol gallstones.?® This result confirmed
those recorded.
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Figure 10: Kinetic evolution of the gallstones-dissolving
capacity percentage (% GDC) of cholesterol gallstone weight
groups by the extracts of B. incrassatum as a time function: A,
low-weight cholesterol gallstones (LWCG), B, medium-weight
cholesterol gallstones (MWCG), C, high-weight cholesterol gallstones
(HWCG). MESE: methanolic extract of seeds, MEST: methanolic
extract of stems, MERO: methanolic extract of roots, NaCl control:
sodium chloride control, % GDC, gallstones-dissolving capacity
percentage. Findings from three tests are shown as mean+ standard
deviation. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 than the control.
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Figure 11: Progress of pH in B. incrassatum extracts in the
presence of cholesterol gallstone weight groups as a time
function: A, low-weight cholesterol gallstones (LWCG), B, medium-
weight cholesterol gallstones (MWCG), C, high-weight cholesterol
gallstones (HWCG). MESE: methanolic extract of seeds, MEST:
methanolic extract of stems, MERO: methanolic extract of roots, NaCl
control: sodium chloride control. Findings from three tests are shown
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as mean + standard deviation. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 than
the control.

Conclusion

This research revealed that Algerian Bunium incrassatum extracts
possessed a high phenolic content and demonstrated a powerful
antioxidant capacity, serving as radical scavengers and ferric ion
reducers. Furthermore, these extracts showed a strong litholytic effect
on cholesterol gallstones in vitro, conferring an important
pharmacological potential for B. incrassatum is a natural source of
bioactive chemicals for the pharmaceutical sector.
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