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Résumé 

Ce travail porte sur l'étude des tests phytochimiques et l'étude d'effet hémolytique 

d'extraits de trois plantes utilisées traditionnellement par la population de l'Ouest algérien 

pour du traitement du diabète sucré. Ces plantes sont les graines de Citrillus colocynthis, les 

feuilles de Nerium oleander et la partie aérienne d 'Ammiodes vertidilata. 

L'analyse phytochimique a révélé la présence des tanins, glycosides, saponines et surtout 

les alcaloïdes dans l'extrait de Citrillus colocynthis. L'extrait de Nerium oleander a montré 

la présence des tanins, glycosides, saponines, flavonoïdes et surtout les anthraquinones 

libres. Tandis que l'extrait d 'Ammiodes verticillata contient des tanins, glycosides, saponines, 

flavonoïdes et surtout les composés réducteurs. 

La recherche d'effet hémolytique a été effectuée pour différentes concentration des trois 

plantes dans une suspension érythrocytaire préparée a partir du sang humain incubé à 37 °C 

dans un milieu tampon PBS à pH 7,4. 

Les résultats obtenus ont révélé que l'extrait d'Ammiodes verticillata présente un effet 

- 	hémolytique très moindre par rapport aux extraits de Citrullus colocynthis et Nerium 

oleander avec un taux d'hémolyse comparé à l'hémolyse total égale à 2,98%; 9,84% et 

- 26,61% d'Ammiodes verticillata, Nerium oleander et Citrullus colocynthis respectivement. 

Mots clés: tests phytochimiques, diabète sucré, Citrullus colocynthis, Nerium oleander, 

Ammiodes verticillata, effet hémolytique. 
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Introduction générale 

Introduction générale 

Le diabète est un fléau mondial, c'est une maladie métabolique grave, complexe qui 

frappe une fraction importante de la population. Il est l'une des principales maladies non 

transmissibles dont la fréquence augmente à une vitesse alarmante partout dans le monde, 

aussi bien dans les pays développés que dans les pays en voie de développement. Le nombre 

total de cas de diabète, estimé en 2011 est 356 millions. Dans la majorité des cas, au moins 

90%, il s'agit d'un diabète de type 2, il se manifeste sous forme de véritable «épidémie 

silencieuse ». Il a de graves conséquences en termes de morbidité, de mortalité et de prise en 

charge médicale très coûteuse [OMS, 20111. 

- 	L'approche thérapeutique est d'une grande importance dans ce domaine. Elle permet de 

recenser les remèdes antidiabétiques et de constituer une base de données de plantes 

médicinales afin de conserver un savoir ancestral qui s'appuie essentiellement sur une 

tradition orale. 

L'Organisation mondiale de la santé a entrepris depuis mai 1978 l'étude des plantes 

médicinales, qui a conduit à l'identification, dans un premier temps, de 20000 plantes 

médicinales, et dans le second temps la recherche plus détaillée sur une liste de à 200 

plantes; et leur emploi actuel se fonde essentiellement sur la médecine traditionnelle 

[Myers, 19811. 

D'après Marles et Farnsworth, 1996, 80% de la population mondiale utilise les plantes 

médicinales pour se soigner et traiter les maladies (diabète, cancer, la grippe, 

hypertension.....), dont plus de 1123 espèces de plantes, recensées par les 

ethnopharmacologues, sont expérimentées contre le diabète de type2 [Maries et 

Farnsworth, 19961. 

Depuis 150 ans, les plantes médicinales ont fourni à la pharmacie des médicaments très 

efficaces. Cette découverte de nouveaux médicaments s'est effectuée en recherchant les 

principes actifs de plantes médicinales qui pour la plupart, étaient des plantes toxique 

IBaghdkian et ai, 19971. 
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- 	L'obtention d'un contrôle glycémique satisfaisant dans le but de prévenir les complications 

liées au diabète nécessite le recours à des agents pharmacologiques en plus du traitement 

- 	hygiéno-diététique [Viraily et ai, 20071. 

En Algérie, des plantes médicinales sont recensés après une enquête 

ethnopharmacologuiques réalisée auprès des diabétiques de la région Ouest [Azzi, 20121. 

Les plantes médicinales malgré leurs effets thérapeutiques doivent êtres utilisées avec la 

plus grande prudence car elles peuvent avoir un risque de toxicité [fouché et ai, 20001. 

Notre but est l'évaluation d'effets hémolytiques des plantes traditionnelles antidiabétiques 

utilisées dans la région Ouest Algérien, qui son: Ciirullus colocynihis, Ammiodes veriicillata 

et Nerium oleander. 

Ce travail comporte deux parties, une synthèse bibliographique; dans laquelle le diabète 

sucré, leur classification, complications, et leur traitement par les plantes médicinales et 

leur toxicité, et une étude expérimentale dans laquelle nous avons réalisé les expériences 

suivantes: 

V' Préparation l'extrait des plantes utilisées. 

V' Réaliser un screening phytochimique des différents extraits. 

- 	 V' Evaluer l'effet hémolytique des plantes étudies. 



Première partie 

Synthèse bibliographie 



Généralité sur le diabète 
sucré 



Synthèse bibliographique 	 I. Généralités sur le diabète sucré 

- 	1-Définition de diabète sucré 

Le diabète sucré est une affection métabolique, touchant le métabolisme glucidique lipidique 

et protéique, caractérisée par une hyperglycémie chronique résultant d'un défaut de la 

sécrétion et/ou de l'action de l'insuline). [Kuzuya et ai ; 20021. 

2-Epidémiolo2ie du diabète: 

2-1-Dans le monde 

Le diabète est une maladie courante dont la fréquence augmente à une vitesse alarmante 

partout dans le monde. En 1985, le nombre de diabétiques dans le monde était estimé à30 

millions. En 1995, il était monté 135 millions. En 2000, on recensait 171 millions de 

- 

	

	diabétiques dans le monde. Ce nombre a été estimé à 194 millions en 2004 [Simon et ai, 

2005; OMS et FID, 20041. 

En 2011, l'Organisation mondiale de la santé (OMS) a enregistré 356 millions diabétiques 

dans le monde en 2011 [OMS, 20111. 

2-2 Dans l'Algérie : 

- 	En 2010, la fédération internationale du diabète (FID) a enregistré un million 632 milles 

diabétiques en Algérie. Ce chiffre peut atteindre jusqu' à 2 millions 850 milles en 2030, avec 

une augmentation de 61 milles nouveaux cas recensés par an [Whiting, 20111. 

3-Classification du diabète: 

Plusieurs mécanismes physiopathologiques distincts peuvent aboutir au syndrome biologique 

commun à tous les types de diabète sucré: l'hyperglycémie. Ce sont ces entités 

physiopathologiques qui permettent de définir le type de diabète. Il existe quatre formes de 

diabètes: [ADA, 19971 

- 	 . Le diabète de type 1 

. Le diabète de type2 

. Le diabète gestationnel 

. Le diabète secondaire 

3 



Synthèse bibliographique 	 I. Généralités sur le diabète sucré 

3-1-le diabète de type 1 

Le diabète de type 1, ou encore diabète maigre, représente 10% environ de tous les cas de 

diabète. Est une maladie auto-immune détruisant les cellules P du pancréas, caractérisée par la 

disparition totale ou presque totale de la sécrétion d'insuline par le pancréas endocrine. Cette 

carence insulinique est responsable d'une augmentation inéluctable de la glycémie et d'une 

évolution fatale en l'absence de traitement. Le traitement par l'insuline permet une vie 

pratiquement normale [Permuter et Morin, 20021. 

3-2-le diabète de type2: 

Le diabète de type 2est beaucoup plus fréquent et représente environ 90% de tous les cas de 

diabète, cette forme se rencontre principalement chez l'adulte (OMS, 2002). Il est associé à 

une obésité dans 80% des cas, il est le plus souvent polygénique résultant de l'association 

d'une prédisposition génétique et de facteurs environnementaux en particulier le surpoids. 

-- 	Le diabète de type 2est caractérisé par une altération de l'insulinosécrétion et/ou des 

anomalies des effets de l'insuline sur ses tissus cibles (insulinosensibilité) [Halimi et ai, 

1999]. 

3-3- Le diabète gestationnel 

Le diabète gestationnel est généralement transitoire et disparait dans les semaines suivant 

l'accouchement. Les femmes qui ont souffert du diabète gestationnel risquent d'avantage de 

développer un diabète type 2 par la suite [Naylor et ai, 19971. 

3- 4- Le diabète secondaire: 

Les autres types de diabète (diabètes secondaires) sont définis génétiquement,ou associés à 

d'autres maladies, ou à des médicaments 

Selon l'ADA [ADA, 1997; OMS, 19991, diabète secondaires est liés à: 

- Une maladie du pancréas. 

- Une maladie endocrinienne. 

- Des médicaments ou composés toxiques. 

- Une anomalie d'origine génétique de l'action de l'insuline. 

- D'autres maladies génétiques (parfois) associées au diabète. 
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- Un dysfonctionnement d'origine génétique des cellules P. 

4-Les complications liées au diabète 

Les complications du diabète sont importantes et sont de deux types: des complications 

- 	aigus qui sont très répandues chez le diabète de type 1 et d'autre chroniques qui se trouvent 

surtout chez le diabète de type 2 [Capet et ai, 19991. 

4-1-Les complications métaboliques aigus: 

-- 	Sont présentées par des accidents hypoglycémiques et trois complications hyperglycémiques 

du diabète: acidocétose diabétique, syndrome d'hyperglycémie 	hyperosmolaire 

- 	(anciennement coma hyperosmolaire) et acidose lactique [Orban et Ichai, 20081. 

4-2-Les complications chroniques: 

Elles ne sont pas fatales mais secondaire à l'hyperglycémie chronique durant des années 

(5à1 5ans). On distingue les complications liées à la micro-angiopathie (rétinopathie, 

néphropathie, neuropathie) et celles liées à la macro-angiopathie (cardiovasculaires) [Duron 

et Heurtier, 20061. 

4-2-1-Les complications microangiopathiques: 

Elles sont cliniquement responsables de l'atteinte des capillaires rétiniens et glomérulaire 

rénaux et aussi nerveux. 

Les complications microangiopathiques sont la conséquence d'une toxicité directe du glucose, 

- 	avec amplification des voies métaboliques intracellulaire [Wolffenbuttel et Van Haeften, 

19951. 

4-2-2-Les complications macroangiopathigues: 

-- 	La constitution de la macroangiopathie diabétique ferait intervenir l'hypertension artérielle, 

des anomalies lipidiques complexes, la toxicité vasculaire du glucose, et éventuellement 

l'insulino-résistance [Wolffenbuttel et Van Haeften, 19951. 

- 	Par opposition à la microangiopathie qui touche la microcirculation, on désigne sous le terme 

de macroangiophatie, diabétique, l'atteinte des artères musculaires allant de l'aorte jusqu'aux 

- 	petites artères distales d'un diamètre supérieur à 200 j.tm [Grimaldi, 19991. 
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Synthèse bibliographique 	 I. Généralités sur le diabète sucré 

Les complications cardiovasculaires représentent la cause majeure de la mortalité chez les 

diabétiques de type I et de type 2 [Grimaldi et Timist, 19961. 

5-Traitement du diabète sucré: 

5-1-Les traitements non médicamenteux: 

Des mesures hygiéno-diététiques doivent être mises en oeuvre, une alimentation équilibrée 

est conseillée, avec une augmentation des apports en glucides lents et une diminution des 

apports en graisses saturées, des sucres rapides et de l'alcool [ANAES, 20001. 

Une activité physique adaptée aux possibilités de chaque patient est recommandée chez le 

diabétique de type 2 car elle contribue à une amélioration de la situation métabolique 

(insulinosensibilité, niveau glycémique, pression artérielle, profil lipidique, etc.) et pourrait 

être utile pour le contrôle du poids [ANAES, 20001. 

5-2-Traitement du diabète de type 1: 

Le diabète de type 1 est caractérisé par une perte de la fonction pancréatique avec une 

insulinopénie absolue. Devant cette condition les objectifs thérapeutiques consistent à 

apporter l'insuline endogène qui fait défaut [Gin et Rigaileau, 19991. 

5-3-Traitement du diabète de type 2: 

Le traitement de cette affection nécessite d'utiliser des molécules à effet antidiabétique, 

souvent associées entre elles (antidiabétique oraux) [Domus, 19981. 

Si le traitement ne se révèle pas assez efficace, on est nécessaire d'utiliser de l'insuline 

malgré ces effets secondaires indésirables [Edelman, 19981. 

Les médicaments oraux actuellement disponibles offrent un large spectre sur le plant de leur 

mécanisme d'action, mais ils ont un certain nombre de contre indications et d'effets 

indésirables [Viraily et al, 20071. 

Les sulfamides hypoglycémiants: 

Stimulent la sécrétion d'insuline par les cellules 3 pancréatiques. Et inhibent l'efflux de la 

concentration de potassium intracellulaire crée une dépolarisation membranaire provoquant 

l'ouverture des canaux calcium voltage dépendant. C'est en définitive l'augmentation du 

calcium intracellulaire qui provoque la sécrétion d'insuline par le phénomène d'exocytose. 

lAllain, 2000; Larger, 19971. 
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Les biguanides: 

Dont la seule forme commercialisée est la metformine qui n'agit pas sur la sécrétion 

insulinique mais une action exclusivement extra pancréatique consiste essentiellement: 

- Une réduction de l'insulinorésistance en ralentissant la production de glucose par le 

foie; 

- Une augmentation de l'utilisation périphérique du glucose par les cellules cible; 

- Une réduction de la néoglucogenèse hépatique [Larger, 1997; Wens et ai, 20071. 

Les thiazolidinediones: 

Améliorent la sensibilité à l'insuline dans les tissus adipeux et hépatiques. Ils agissent par 

l'intermédiaire du récepteur PPAR-y au sein du noyau cellulaire. La stimulation de ce 

récepteur mène à l'expression ou à la suppression d'une série de gène qui jouent un rôle dans 

le métabolisme du glucose, des protéines et des lipides lYki-Jarvinen, 2004; Fonseca et 

ai, 20001. 

- 	Les inhibiteurs de l'a-glucosidase: 

Inhibent le dernier stade de la digestion des sucres. Ceux qui ne peuvent pas être absorbés; 

continuent leur périple dans l'intestin et subissent la fermentation colique bactérienne en 

acides gras volatiles où sont éliminés dans les selles [Grimaldi, 1999; Duron et 

Heurtier, 20061. 
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Synthèse bibliographique 	 Il. Plantes antidiabétiques 

1-introduction: 

Très tôt au cours de l'évolution, les hommes, pour se soigner, utilisèrent les ressources 

présentes dans leur environnement naturel. Les plantes tirent une place importante qui ne s'est 

-  jamais démentie, et il est tout à fait remarquable de constater que la plupart des plantes 

utilisées en thérapeutique de nos jours, ont été découvertes avant l'apparition des méthodes 

scientifiques d'exploration [Kassel, 19961. 

Les pratiques de la médecine traditionnelle varient grandement d'un pays à l'autre et d'une 

région à l'autre, et sont influencées par des facteurs comme la culture, l'histoire, les attitudes 

et la philosophie personnelles. Pendant ces dernières années, le recours à la médecine 

traditionnelle s'est répandu partout dans le monde et a gagné en popularité. [OMS, 20001. 

-. 	Leur rôle dans la recherche pharmaceutique et thérapeutique dans certaines régions du 

monde (chine, Inde, Afrique, Amérique Latin....) n'est plus démontrer. Des stratégies de 

-  recherche - développement sont définies et conduites par des institutions internationales et 

gouvernementales et par des firmes pharmaceutiques en vue d'optimiser l'apport des 

plantes médicinales à la santé (S.F.E, 1993). Ces stratégies visent particulier: 

1) à recenser le patrimoine existant, en culture des plantes, pour mieux le valoriser. 

2) à promouvoir la cueillette et la culture des plantes médicinales. 

3) A utiliser, par les populations, certaines plantes médicinales, dont les indications 

thérapeutiques sont confirmées par les recherches pharmacologiques et cliniques. 

4) à produire des médicaments issus des plantes médicinales dont l'efficacité 

thérapeutique est prouvé. 

-- 	5) A assurer l'exercice d'une phytothérapie clinique de qualité fondée sur une parfaite 

connaissance 	du terrain du malade et des indications thérapeutique des 

phytomédicaments. 

6) A renforcer les capacités de recherche et à intensifier d'informations [S.F.E, 19931. 

De nombreux travaux obtenus dans le domaine de l'ethnopharmacologie, ils montrent que les 

plantes issues des médecines traditionnelles et qui ont été testées sont d'une part, des plantes 

efficaces dans les modèles pharmacologique et d'autre part ont quasiment dépourvues de 

toxique [Baghdkian et ai, 1997]. 
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2-Plantes antidiabétigues: 

Depuis que l'occident dispose de l'insuline, On y pratique plus les traitements du diabète 

bien qu'ils soient au coeur des thérapies utilisées dans les régions sous développées [Clifford 

et ai, 19891. 

Plusieurs études ont confirmé les avantages des plantes médicinales avec des effets 

- 

	

	hypoglycémiants. Les effets de ces plantes peuvent retarder le développement des 

complications du diabète et corriger les anomalies métaboliques. En plus, pendant les 

- dernières années quelques nouvelles molécules bio actives isolées a partir des plantes 

antidiabétiques montrent une activité antidiabétique plus efficaces que les agents oraux 

hypoglycémiants utilisés dans la thérapie clinique [Bnouham et ai, 20061. 

- 	Plus 1123 espèces de plantes recensées par les ethnopharmacologues, sont expérimentées 

contre le diabète de type2. Ces plantes représentent 725 familles. 81% de ces plantes testées 

- 	sur les animaux de laboratoire montrent une réduction de l'hyperglycémie [Marie et 

Farnsworth, 19961. 

- 	3-Etude de la toxicité: 

- 	Selon la durée, la fréquence et la quantité de produits toxiques auxquelles un individu est 

exposé, on observe plusieurs types de toxicités [Alain, 20021. L'Homme est constamment 

exposé à une toxicité soit aiguë soit subaiguë ou encore chronique [Bismuth et ai, 19871. 

- 	• Etude de la toxicité aime (Détermination de la dose létale DL100, DL50): 

-La dose létale DL100 : C'est la dose qui entraine la mort de la population des animaux 

d'essais. La DLI 00 est un indice de létalité qui mène à mentionner le degré de toxicité d'un 

produit chimique donné [Bonvalot, 20021. 

-La dose létale DL50: La dose létale médiane est la valeur statistique de la dose d'une 

substance chimique qui provoque la mort de 50% des organismes d'une population donnée 

dans des conditions expérimentales définies [Laigneau, 20001. 
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-. 	C'est l'étude qualitative et quantitative des phénomènes toxiques qu'il est possible de 

rencontrer après administration unique de la ou des substances actives contenues dans le 

- 

	

	médicament. Cette étude décrit les symptômes observés et fournit pour autant que cela soit 

possible l'indication de la dose létale 50 (DL50) [Ruckebusch, 19811. 

- 	Cette dose sert souvent de point de départ des études de toxicité, car elle fournit un minimum 

de connaissances [CSST, 2004]. 

- 	L'étude sur les animaux de laboratoire doit porter sur un nombre égal de mâles et de femelles 

(Pour les rongeurs, chaque groupe doit comprendre au moins cinq animaux par sexe. Pour les 

- 	autres espèces, chaque groupe doit comprendre au moins deux mâles et deux femelles). La 

durée de l'observation des animaux est fixée par l'expérimentateur. En général, elle n'est pas 

inférieure à une semaine IRuckebusch, 1981; OMS, 20001. 

Etude de la toxicité subaieuë et toxicité chronique: 

-- 	Toxicité subaiguë: Elle consiste à étudier les conséquences néfastes de l'administration 

répétée du produit étudié. Le produit est administré quotidiennement, une ou deux fois par 

- 	jour, pendant une durée de 90 jours en général ILaroche, 2001 ; Montgomery, 

1990]. 

Les expérimentations se font sur deux espèces de mammifère dont un rongeur et un non-

rongeur (Pour les rongeurs, chaque groupe doit comprendre au moins dix animaux par sexe. 

Pour les autres espèces, chaque groupe doit comprendre au moins trois mâles et trois 

femelles) [Ruckebusch, 1981; OMS, 20001. 

Les observations doivent porter sur l'aspect général, le comportement, la croissance et la 

mortalité. Dans certains cas, il peut être indiqué de faire une estimation de la quantité 

d'aliments consommés, d'étudier la chimie du sang et de l'urine, et de pratiquer des 

explorations fonctionnelles de certains organes. L'étude des organes doit comprendre un 

examen macroscopique et microscopique et la mesure des poids relatifs des organes dans les 

groupes d'épreuve et dans les groupes témoins. Dans de nombreux cas, les organes les plus 

importants à observer de façon détaillée sont le foie et le rein [Shubik et Sicé, 1956; 

Truhaut, 19561. 

- 	Toxicité chronique: Elle permet de caractériser le profil toxicologique d'une substance 

chez le rat, à la suite d'une exposition répétée et prolonger au-delà de 90 jours. 

Dans ce cas, le produit est administré quotidiennement, une à deux fois par jour pendant 18 à 
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- 	24 mois. Le protocole expérimental est similaire à celui utilisé pour la toxicité subaigu, sauf 

que la période est plus longue ILaroche, 20011. 

Il est habituel de mettre fin au bout de deux ans aux expériences à long terme sur les rats. car 

on considère ordinairement que cette durée couvre la plus grande partie de leur vie [Shubik et 

- 	Sicé, 1956; Truhaut, 19561. 

4- La recherche de la toxicité des plantes: 

Un toxique, est une substance capable de perturber, immédiatement ou à terme, de façon 

passagère ou durable, le fonctionnement normal d'un organisme vivant, pouvant aller jusqu'à 

sa suppression complète et amener la mort [Viala et Botta, 20071. 

La toxicité des plantes médicinales peut être liée à des mélanges de composés actifs qu'elles 

contiennent, leurs interactions avec d'autres herbes, les médicaments et les contaminants. Les 

- 	plantes contiennent des mélanges complexes de terpènes, alcaloïdes, des saponines et autres 

substances chimiques. Ce qui augmente le risque de réactions indésirables par leurs effets 

- 	additifs ou synergiques des interactions chimiques [Trevoux et ai, 2000 ; Saad et ai, 20061. 

Les plantes contiennent des mélanges complexes de terpènes, alcaloïdes, des saponines et 

autres substances chimiques. Ce qui augmente le risque de réactions indésirables par leurs 

effets additifs ou synergiques des interactions chimiques [Trevoux et ai, 2000; Saad et ai, 

20061. 

Classiquement, en présence d'une substance inconnue la première étape dans la recherche 

d'une activité pharmacologique débute par l'étude de la toxicité et en particulier par 

- 

	

	l'évaluation de la dose létale 50 (DL 50), c'est-à-dire la dose qui provoque la mortalité de 

50% des animaux. On administre ainsi, l'animal, rat ou souris, des doses de croissantes 

- 	d'extraits jusqu'à l'obtention de la mortalité. [Rolland, 19881. 

Cette technique, apporte néanmoins des renseignements de qualité: 

- Elle détermine en premier lieu la toxicité de la substance ainsi que la marge 

thérapeutique, c'est-à-dire le rapport entre la dose active et la dose toxique pour 

l'espèce animale testée; c'est une étape indispensable à l'utilisation de toutes 

- 	 substances à des fins thérapeutiques. 

- L'observation des premiers symptômes de la toxicité rend compte des organes cibles, 

c'est-à-dire ceux qui sont préférentiellement atteints par le toxique; la toxicité est 
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d'ailleurs un excellent critère d'orientation de la recherche d'activité pharmacologique 

[Rolland, 19881. 

Deux techniques sont exploitées pour étudier l'effet toxique de l'extrait. Les techniques in 

vivo s'adressant à un animal entier vivant, particulièrement adaptée pour la mise en évidence 

d'un effet global. L'inconvénient majeur de ces techniques est l'utilisation d'un grand 

nombre d'animaux vivants qui ne servent que pour une seule expérimentation: chaque 

extrait est expérimenté à plusieurs doses, chaque dose représente un lot de 10 à 20 animaux: 

de plus il est nécessaire d'y adjoindre un lot témoin recevant un produit de référence. 

[Rolland, 19881. 

- 	Les techniques in vitro, dites de substitution, qui présente un premier avantage, celui de 

diminuer fortement la consommation d'animaux vivants , posent d'emblée un problème de 

fond: celui de la confrontation entre un mélange complexe , l'extrait , et un système 

simplifié réduit à une cellule; d'autre part la réponse biologique diffère d'une cellule 

- 

	

	artificiellement isolé de son environnement normal par rapport à une cellule au sein d'un 

organe dans lequel elle maintient des interactions constantes avec les cellules voisines ou avec 

- 	tout l'organisme [Rolland, 19881. 

- 	5- l'hémolyse: 

L'hémolyse est le phénomène irréversible par lequel les globules rouges sont détruits et 

libèrent leur contenu hémoglobinique Aguilar-Martinez, 20071. 

- 	Le zlobule rou2e: 

Le globule rouge, cellule mature de la lignée érythrocytaire, a la forme d'une lentille 

- biconcave. Son diamètre est de 7 p.m. La forme particulière du globule rouge lui permet 

d'avoir une plus grande surface par rapport à son volume que la forme sphérique, ce qui 

favorise les échanges d'oxygène. La durée de vie moyenne des globules rouges est de 120 

jours [Aguilar-Martinez, 20071. 

Hémolyse intratissulaire 

Les globules rouges âgés, après une durée de vie normale de 120 jours, sont phagocytés par 

les macrophages du système des phagocytes mononuclées. Chez le sujet normal, la majorité 

- 

	

	des globules rouges sont détruits dans les macrophages de la moelle osseuse (minimum 50%). 

Le reste de l'hémolyse se répartit dans l'organisme, en particulier dans la rate et le foie. 
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Cette phagocytose porte sur des globules rouges dont le vieillissement s'est traduit par: 

• Des modifications biochimiques : diminution du contenu enzymatique, ralentissement 

métabolique, perte des lipides membranaires, phénomènes oxydatifs. 

• Des modifications morphologiques (tendance à la sphérocité par réduction de la 

-- 	 surface membranaire et/ou hyperhydratation). 

• Des modifications de la plasticité (diminution de la déformabilité des globules rouges 

- 	 entraînant une stagnation dans les capillaires) [Aguilar-Martinez, 20071. 

- 	Hémolyse intravasculaire: 

Une faible partie de l'hémolyse physiologique se déroule au sein même de la circulation 

sanguine. Dans ce cas, l'hémoglobine est libérée dans le plasma où elle forme un complexe 

- 

	

	avec l'haptoglobine, synthétisée par le foie. Ce complexe est capté par l'hépatocyte au niveau 

duquel l'hémoglobine est dégradée. La taille du complexe haptoglobine-hémoglobine ne lui 

- 	permet pas de traverser le glomérule rénal (Aguilar-Martinez, 20071. 

Hémolyse pathologique: 

Elle peut être due à deux mécanismes principaux: 

• soit une anomalie du globule rouge : hémolyses corpusculaires ou globulaires 

• soit à une agression extrinsèque des hématies : hémolyses extracorpusculaires [Aguilar, 

2007]. 
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Synthèse bibliographique 	 llI.Plantes étudiées 

1 -Citrullus colocynti, is : 

Figure 01: Coloquinte Citrullus C'olocynthis. 

a = rameau; b = fruit; c = fleur mâle; d = vrille; e = feuille IZoro et ai, 2003 1 

1-1présentation de la plante: 

• Nom scientificiue: 

Citrullus colocynthis L. Schard, Linnaea 12: 414 (1838) 

• Nom vernaculaires: 

- 	Arabe: Handal, Hadag, Handhal; Hantai, Hadjja; 

Berber : Taberka, Tefersite, Tadjeliet, 

Français : coloquinte, chicotin 

Anglais: Colocynth, bitter apple, bitter gourd, egusi [John et Cincinnati, 1898; Merad 

Chiaii, 1973; Batanouny et ai, 19991. 

14 



Synthèse bibliographique 	 liLPiantes étudiées 

. Taxonomie: 

Règne Végétale 

Sous règne plantes vasculaires 

Super division spermaphytes 

Division angiospermes 

- 	 Classe dicotylédones 

Sous classe dialypétales 

Ordre violales 

Famille cucurbitacées 

Genre Cilrullus 

Espèce Colocynthis 

- 	 1-2-description botanique: 

C'est une plante rampante, herbacée et vivace: 

) Les tiges angulaires, rugueuses, rampantes OU migrantes et rudes; 

> Les feuilles de 5 à 10 cm de longueur, ont un limbe découpé en 5à 7 lobes; 

> Les fleurs jaune verdâtre, monoïque à sexes séparés, solitaires, apparaissent l'été entre Mai 

et Août à l'aisselle des feuilles. La corolle de couleur jaune comporte cinq lobes; 

> Les fruits sphériques de 7 à 10 cm de diamètre, ressemblant à une petite pastèque, de 

couleur verte panachée de jaune clair, devient complètement jaune à maturité. La chair 

légère, spongieuse, de couleur jaune orangé. Une plante produit 15 à30 fruits; 

> Les graines de petite taille (6mm de longueur), ovoïdes et aplaties, lisses, de couleur variant 

de l'orange au brun noirâtre et ont une saveur amère [Feinbrun-Dothan, 1978; John et 

Cincinnat, 1898 ; Duke, 19831 
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1-3-usa2e traditionnel: 

La coloquinte est fréquemment utilisée en médecine traditionnelle pour le traitement de différentes 

- 	maladies: 

En application locale elle est très utile contre les hémorroïdes, soit seul ou associé à des 

fleurs de tabac [Abu Najm, 19921. 

La coloquinte préparée par décoction est utilisée comme insecticide elle est indiquée 

pour la destruction des puces. Aussi elle est utilisée en dermatologie contre la chute des 

cheveux [Abu Najm, 19921. 

En plus il présente une activité antipyrétique et carminative [Nmila, 20001. 

- 	 s Les feuilles sont utilisées contre l'hémorragie. Elle est prescrite pour soulager les 

douleurs des membres inférieurs et les articulations [Yanive, 19991. 

• Les racines peuvent également être employées comme purgative et contre les maladies 

urinaires et le rhumatisme [Ducke, 19781. 

• Un groupe de l'université de Montpellier à fait une étude sur l'effet insulinotropique de 

Citrullus colocynthis. Pour cela différents extraits de graines on été réalisés et testés sur 

- 	 des rats de laboratoire [Nmila, 20001. 

• Aussi des effets des extraits aqueux, glycosidiques, alcaloïdal, et de saponine de l'écorce 

de Citrullus colocynthis ont été étudies chez des lapins normaux et diabétiques par une 

équipe de recherche irakienne. Les résultats obtenus suggèrent que l'extrait aqueux de 

l'écorce possède un effet hypoglycémiant [Abed Abdel-Hassan, 19991. 

1-4-La toxicité de citrullus colocynthis: 

- 	> Depuis les périodes bibliques, les fruits de la coloquinte sont considérés comme poison 

mortel IYanif et ai, 19991. 

> La coloquinte est une plante irritante. Elle agit même à des doses modérées, produisant 

abondamment des évacuations aqueuses, des inflammations de la membrane muqueuse 

des intestins, des vomissements et des selles sanglantes. 

t.1 
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.- Les effets toxiques après utilisation chronique de cette plante, provoquent une 

hypokaliémie, oligurie et les oedèmes, semblable à une néphrite aigu [Hammouda et ai, 

20051. 

> Une étude sur la toxicité de coloquinte a été effectuée sur des moutons, révèle qu'une dose 

de 0,25 à 1 Ogfkg de fruit et des feuilles frais provoquent l'hémorragie pulmonaire, 

l'entérite (inflammation des intestins), chute des poils et la diarrhée, la mort des moutons 

s'ensuit après 4 à 25 jours. (Eaward, 1984) 

1-5-Composition chimique: 

- 	Le screening phytochimique de différentes parties de la coloquinte (racines, tiges, graines et 

feuilles) permet de caractériser les familles de composés chimiques existants dans la plante. 

- 	Les graines de coloquinte contiennent 26,6% d'huiles, 13,5% des protéines, 2,1% des cendres, 

52,9% des fibres brutes, 4,9% d'azote libre et contient 322 mg/1 00g de potassium, 119 mg/1 00g de 

- 	phosphore et 3,3 mg/100 g de fer ISawaya et al, 19861. 

Elles contiennent aussi la phytosteroline (ipurand), 2 phytostérols, 2 hydrocarbures, saponines, 

- 	alcaloïdes, polysaccharides, glycosides, et des tanins, comme métabolites secondaires [Duke, 

1978]. 

Le tableau 1 résume la composition en métabolite secondaire des différentes parties de la 

coloquinte (Citrullus colocynthis): 
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Tableau! Composition en métabolites secondaires des différentes parties de la coloquinte -  

(Citrullus colocynthis). 

Métabolites Partie Composés Références 

isovitexine, iso-orientine 
Fruits 

3'-methyl ether iso-orientine 

Flavonoides 
[Maatooq 	et 	al, 

8-C-p-hydroxybenzoyl- iso-vitexine, 
Partie 9 

6-C-p-hydroxylvitexine 
aérienne 

8-C-p-hydroxybenzoyl- iso-vitexine 4' -0- glucoside 

Saponines Fruits 2-0-B-D glucopyranosyl cucurbitacine I, J, K et L ISeger et ai, 20051 

2-0-3-D-glucopyranosyI-cucurbitacine I, 

2-0-f-D-glucopyranosyl-cucurbitacine E, 
INatiq et ai, 19891 

2-0-3-D-glucopyranosyl-cucurbitacine L 

2-0-f3-D-glucopyranosyl-(22-27) hexano cucurbitacine I 

trois flavone glycosides: 
Fruits 

isosaponarine, isovitexine et 	isoorientine 3'-0- méthyle 

Glycosides 
éther; [Delazar 	et 	ai, 
deux glycosides cucurbitacines: 20061 

2-0--D-g1ucopyranosyI-cucurbitacine 	I 	2-0-fi-D- 
glucopyranosyl-cucurbitacine L 

deux nouveaux glycosides triterpéniques cucurbitacines: Yoshikawa et ai, 
colocynthosides A et B 2007 

[El 	Khadem 	et 
Pulpe a-élaterine-2-D-glycopyranoside Abdel-Rahman, 

19631 

- une choline 

- dérivés de la pyridine: lDarwish-Sayed et 

Alcaloïdes Fruits C 10  H 15  N 03 et C20 H32  NO ai, 19731 

- le dérivé de la pyridine ou de la quinoline: 

C 6HNO7  
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2- Nerium oleander: 

9 

Figure2 : Neriiiin oleander partie aérienne (feuilles et fleurs) 

2-1-présentation de la plante: 

Nom scientifique 

Nerium oleander 

. Nom vernaculaire: 

Defla. 

• Nerium oleander ou laurier-rose est un arbuste appartenant à la famille des 

- Apocynacées. Le nom latin Nerium vient du grec nerion signifiant « humide », 

indiquant la prédilection de cette plante pour les zones humides. Nom spécifique 

oleander vient de l'italien de« oleandro » qui vient du latin « olea » qui désigne 

l'olivier faisant référence à la ressemblance des feuillages. [Paris et ai, 19711. 

• Nerium oleander est connu sous différentes dénominations communes selon les 

Pays et régions: 

- 	 Nom anglais: rose-bay 

Nom allemand : rosenlorbeer 

- 	 Nom espagnol : laurel rosa 

Nom italien: oleandro 
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Nom français : laurier rose 

Nom arabe: el-defla J1I 

. Taxonomie: 

Selon la flore de l'Europe, le Nerium oleander est classé comme suit: 

Règne Végétale 

- 	 Division Angiosperme 

Classe Dicotylédone 

- 	 Ordre Gentianales 

Famille Apocynacées 

Genre Nerium 

- 	 Espèce oleanderL. 

2-2Description botanique: 

Arbuste dressé atteignant 3-4m de hauteur, possédant: 

Feuilles : opposées ou verticillées par 3, longuement lancéolées (8-14 x 5-2.5cm), coriaces, à 

nervures secondaires pennées, très nombreuse, serrées. 

Fleurs : en corymbes terminaux, ont une corolle infundibuliforme à gorge rose s'évasant en 5 

lobes étalés et ornés d'un appendice à 3-4 dents courtes ; elles 23 s'épanouissent de Juin à 

Septembre, sont de teinte rose ou blanche, disposées en corymbe [Delille, 20071. 

Fruits : comporte deux follicules allongés (8-16 x 0.5-1.5cm), soudés jusqu'au début de la 

déhiscence. 

Graines : duveteuse, sont surmontée d'une aigrette sessile qui en facilite la diffusion [Paris 

et ai, 1971; Bruneton, 2001; Hussain et ai, 20041. 
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2-3-usa2e traditionnel: 

Nerium oleander est employé en médecine traditionnelle pour le traitement de nombreuses 

maladies et fait d'ailleurs partie de plusieurs pharmacopées [Adora et ai, 2003; Aimahy et 

ai, 20061. 

Les usages traditionnels des différents organes de Nerium oleander selon les pays sont décrits 

dans le tableau 2: 

- 	Tableau 2 : Principales utilisations de Nerium oleander en médecine traditionnelle selon les 

Pays 

Parties Pays Indications I (références) Mode 

utilisées d'emploi 

Afrique du abortif [Adom et ai, 2003] non précis 

sud 

feuilles Algérie nettoyage 	et 	assouplissement 	des 	pieds décoction 

fraîches (peau), contre les caries dentaires [Maftah 

ou et al, 20031. 

séchées 

Iran cardiotonique et diurétique lAdom et ai, infusion 

20031. 

Maroc antidiabétique, abortif, démangeaison, male Décoction, 

de tête [Bnouham et ai, 20021, antigaie, infusion, 

contre la chute des cheveux et l'eczéma macération 

[Oukai, 20081. 

Tanzanie et antibactérien 	[Erdemogiu 	et 	ai, 	2003; décoction 

Turquie Adom et ai, 2003]. 

Cuba médecine de folklore [Adom et ai, 2003]. non précis 

différents Inde et antibactérien (Adom et ai, 2003) non précis 

organes Bangladesh 
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2-4-Toxicité du Nerium oleander: 

Nerium oleander est une plante toxique par ingestion de ces diverses parties (feuilles, 

fleurs, tiges,...). Sa toxicité envers l'homme, l'animal et certains insectes a fait l'objet 

de plusieurs études [Adom et ai, 2003; Almahy et ai, 2006 ; Barbosa et ai, 20081. 

. Nerium oleander étant plus souvent associé à des intoxications accidentelles chez les 

enfants ou même chez les animaux domestiques [Bruneton, 2001].Toutefois, des 

tentatives de suicide au Nerium oleander sont régulièrement colligées par les 

toxicologues dans différentes parties du globe [Bourgeois et ai, 20051. 

• L'empoisement peut être causé par l'ingestion d'une seule feuille verte ou séchée qui 

peut s'avérer mortelle pour un adulte. Les premiers signes de l'intoxication 

inconscience, irritation de muqueuses, nausées, vomissement, douleurs abdominales, 

diarrhée, polypnée, troubles cardiaques graves, brûlure de la peau parfois signalée 

chez les sujets sensibles. Les symptômes apparaissent plusieurs heures (72 h) après 

l'ingestion d'une quantité toxique [Adom et al, 20031. Les hétérosides cardiotoniques 

principaux constituants de Nerium oleander sont les toxiques reconnus à cette espèce 

IBruneton, 20011. 

2-5-Composition chimique: 

Le tableau 3 rassemble les constituants chimiques isolés des différentes parties de la plante: 

Tabieau3: Constituants chimiques des différentes parties de Nerium oleander 

Parties 

utilises 

Groupe des substances/ (références) Substances isolées 

Feuilles Cardénolides [Hanson, 1985; adynerin, folinerin, kaneroside, neriaside, 

Siddiqui 	et 	ai, 	1987; 	Bruneton, neridiginoside, neritaloside, neriumoside, 

1999; Begum et ai, 19991. nerizoside,odorobioside-G-pentaacetate, 

odoroside-H, 	oleandrin,strospeside, 

urechitoxin 

Triterpènes [Hanson, 1985; acide 	butulinique, 	acide 	12,13- 

Siddiqui et ai, 1989; Begum et ai, dihydrroursolique, acide isoneriucoumarique, 

19971. acide oleanderolique, acide oleanolique, acide 

ursolique, acide neriucoumarique, 

acide 	kanerique, 	a- 	amyrin, 	betulin, 
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kanerocin, kanerodione, kanerin, kanerol, cis- 

karenin, 	trans-karenin, 	neriumin, 

neriuminin,oleanderen, oleanderol, uvaol. 

Prégnants [Hanson, 19851. 3-0--gentiobiosy1-3 - 1 4-dihydroxy-5a, 

1 4-pregnan-2O-one. 

21 -0-3-D-g1ucosy1- 14, 	21 -dihydroxy- 1 4t - 

pregn-4-ene-3, 20-dione. 

1 2--hydroxy-pregna 4,6-dien-3,20-dione. 

1 2-3-hydroxy-pregna 4-en-3,20-dione. 

I 2-3-hydroxy- 1 6a-methoxy-pregna 4, 6- 

dien-3, 20-dione 

Racines cardénolides 	[Paris 	et 	ai, 	1971; 3-anhydroepidigitoxigenin ,123-hydroxy-5- 

Hanson, 1985; Huq et ai, 19991. carda-8, 14, 16, 20(22)-tetraenolide, 

33-hydroxy-53-carda-8, 14, 16,20(22)- 

tetraenolide, 1 23-hydroxy-5p-carda-8, 14, 

1 6,20(22)-tetraenolide, neriumogenin-A-3 f3- 

D-digitaloside, neriumogenin-0, 

neriumoside A-1, neriumoside A-2, 

neriumoside 	B-1, 	neriumoside 	B-2, 

neriumoside C-1. 

Écorces graciloside, neriodorein, neriodorin, 

odorobioside -K, odoroside-A, odoroside-B, 

1 -strophanthin. 

Grains oleandrin, odorosides. 

Cardénolides [Hanson, 19851. odoroside-D, odoroside-H, oleandrigenin, 

oleaside A, oleaside B, oleaside C, 

Différent oleaside D, oleaside E, oleaside F. 

parties 

Flavonoides IHanson, 19851. campherol-3rhamnoglucoside, quercetin, 

quercetin-3-rhamnoglucoside, rutin. 

Coumarines [Hanson, 19851. scopoletin, scopolin. 
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3-Aminoides verticillata: 

Figur 3 :Amnwide.s verticullata ( partie aérienne) 

3-1-Présentation de la plante: 

. Nom scientifique: 

Ammoides (ouptychotis) verricillata (desf.) briq. IQuezel et Santa; 19631. 

Ammoides verticullata est une plante odorante qui pousse spontanément dans le nord de 

l'Afrique (Maroc, Algérie, Tunisie) ainsi qu'en Asie (Inde, Pakistan). On la trouve 

généralement dans les champs, les pelouses les montagnes et dans les forets [Quezel et 

Santa, 1963]. 

. Nom vernaculaire 

Nounkha [Merrad, 19731. 

Nunkha LSilielmassi, 19911. 
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. Taxonomie: 

- 	 D'après Quezel et Santa (1963), Guinochet et Vilmorin (1975) l'espèce est classée 

comme suit: 

- 	 Embranchement 	Phanérogames 

Sous embranchement 	Angiosperme 

Classe 	 Dicotylédones 

Sous classe 	 Dialypétales 

Ordre 	 Ombellales 

Famille 	 Ombelliferes 

Genre 	 Ammoides 

Espèce 	 verticilala 

3-2-description botanique: 

Ammoides verticillata est une petite plante annuelle, grêle, de 10 à 40cm, très ramifiées, à 

feuille très découpés: les inférieures pétiolées, à segments irrégulièrement divisés aigus, 

verticilles et les supérieurs à segments plus ou moins linéaire à inflorescences en ombelles à 

15 rayons (au plus), fruits ovoïdes, très petits d'environ lmm de long [Baba Aissa et 

al, 1999]. 

3-3-usa2e traditionnel: 

• Les plantes appartenant à la famille des ombellifères ont une vaste utilisation dans 

différent domaine (condiments alimentaires, médecine traditionnelle.....) à cause de 

leurs propriétés thérapeutiques reconnus par les anciens. Est très utilisée dans les 

préparations culinaires (rôti, soupe, légumes) grâce à son arome fort, mais elle est 

- 

	

	 considérée principalement comme une plante médicinale pour traiter les maladies du 

tube digestif [Abdoui-Jabar et ai, 19891. 

• En ide, elle à toujours été utilisée comme source de thymol utilisé contre la toux, 

l'irritation de gorge et dans le traitement de choléra [Guenther, 19501. 

0 
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• Selon Ziyyat Ammoides verticillata est une plante aromatique utilisée comme 

fébrifuge, conseillée contre la grippe et possède des propriétés thérapeutiques contre 

l'hypertension et le diabète (Ziyyat et ai, 19971. 

• En outre, Merad avance que l'infusion d'Ammoides verticillata est utilisée comme 

antipyrétique, rafraichissante et antispasmodique IMerad, 19731. 

3-4-Composition chimique: 

L'étude phytochimique (tableau 4) d'Ammoides verticillata a montré une richesse en 

composés polyphénoliques de: flavonoïdes, anthocyanes et tanins avec une grande quantité 

dans les tiges et les fleurs, leucoanthocyanes n'existent pas dans les fleurs, saponines 

n'existent pas dans les tiges. Il n'y a pas alcaloïdes dans les tiges et les fleurs; les terpènes et 

les stéroïdes existent dans les tiges et les fleurs, mais avec une petite quantité IBouazza et ai, 

20121. 

Tableau 4 : l'étude phytochimique d'Ammoides verticillata IBouazza et ai, 20121 

composant tige fleur 

Flavonoïdes +++ ++ 

Saponines - + 

Anthocyanes - + + + ++ 

Terpènes et stéroïdes + + + 

Tanins +++ 

Leucoanthocyanes + + - 

Alcaloïdes - - 
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Matériels et Méthodes 	 I. Analyses phytochimiques 

- 	Ce travail est réalisé au laboratoire: Antibiotiques, Antifongiques : Physico- 

chimie, Synthèse et Activité Biologique, département de biologie, faculté des sciences de la 

- 	nature et de la vie et sciences de la terre et de l'univers, université Abou Bekr Belkaid - 

Tlemcen. 

1-Matériel végétal 

1-1-La coloquinte ((itrulli,s colocyntisis) 

- 	Les fruits de la coloquinte (Ciirullus colocynthis L. Schard); famille des cucurbitacées; 

sont récoltés à maturité durant le mois de septembre dans la région de Ain Safra, Wilaya de 

Nama, Sud-ouest algérien. 

Au laboratoire, les graines sont récupérées à partir des fruits et mises à sécher à l'abri de la 

lumière. Les graines séchées sont ensuite broyées en poudre fine à l'aide d'un moulin à café. 

1-2-laurier rose (Nerium oleander L): 

Les feuilles de laurier rose (Nerium oleander L); famille apocynacées ; sont récoltes durant 

le mois de février dans la région de Beni-Snousse, Wilaya de Tlemcen, Ouest algérien. 

Elles sont mises à sécher et conserver à l'abri de la lumière, ensuite sont découpées en 

petites morceaux à l'aide d'un ciseau pour des tests phytochimiques et biologiques. 

1-3- Nounkha (Ammoides verticullata): 

Ammoides verticullata; famille des ombellifères elle récoltés à maturité durant le mois 

d'avril dans la région de Beni-Snousse, Wilaya de Tlemcen, Ouest algérien. 

La partie aérienne est récupérée â partir de la plante et mise à sécher à l'abri de la lumière, et 

en suite elle est broyée. 

2-Screening phytochimique 

Les tests phytochimiques sont des tests qualitatifs qui permettent de caractériser les 

différents groupes chimiques contenus dans un organe végétal. Ce sont des réactions 

physicochimiques qui permettent d'identifier la présence des substances chimiques. 
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2-1-Préparation des extraits 

Décoction en milieu aqueux: 

• Dans un ballon rodé, surmonté d'un réfrigérant. Mélanger 10 g du matériel 

végétal avec 100 ml d'eau distillée; 

• Chauffer à une température d'ébullition stable, pendant I heure, dans une 

plaque chauffante plus agitateur. 

• Filtrer le mélange et récupérer le filtrat. 

> Décoction en présence des solvants: 

1-En milieu hydroalcooligue (méthanol-eau 70/30): 

- 	 • Dans un ballon rodé, surmonté d'un réfrigérant. Mélanger 10 g du matériel 

végétal avec 70 ml de méthanol et 30 ml d'eau distillée; 

• Chauffer à une température d'ébullition stable, pendant 45 mm, dans une 

plaque chauffante plus agitateur. 

• Filtrer le mélange et récupérer le filtrat. 

2-En milieu chloroformigue: 

• Dans un ballon rodé, surmonté d'un réfrigérant. Mélanger 5 g du matériel 

végétal avec 50 ml de chloroforme; 

• Chauffer à une température d'ébullition stable, pendant 45 mm, dans une plaque 

chauffante plus agitateur. 

• Filtrer le mélange et récupérer le filtrat. 

.'- Infusion en milieu aqueux: 

- 	 • Verser 100 ml d'eau distillée bouillante sur 10 g du matériel végétal; 

• Agiter et laisser le mélange refroidir; 

. Filtrer le mélange et récupérer le filtrat. 

r Macération en milieu aqueux: 

• Macération sous agitation, à température ambiante, pendant 24 heures, de 10 g 

- 	 du matériel végétal dans 100 ml d'eau distillée; 

• Filtrer le mélange et récupérer le filtrat. 
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) Macération en milieu acide: 

• Macération sous agitation, à température ambiante, pendant 24 heures, de 10 g 

du matériel végétal dans 100 ml d'HCl 2%; 

• Filtrer le mélange et récupérer le filtrat. 

2-2-Tests phytochimigues 

Les tests sont portés sur la recherche des principaux groupes chimiques (alcaloïdes, tanins, 

flavonoïdes, saponines, coumarines, stérols et triterpènes, composés réducteurs,...) par des 

	

- 	réactions en tubes. En utilisant les procédures standard telles que décrites par Trease et 

Evans (1989) et Harborne (1998). 

Les résultats ont été évalués comme suit : +++ : Fortement positif; ++ : Moyennement 

	

-- 	positif; + : Faiblement positif; - : Négatif; ND : non déterminé. 

> Les alcaloïdes: 

Les tests sont réalisés par des réactions de précipitation avec les réactifs de Mayer, et de 

Wagner. 

Prendre 1 ml de l'extrait à analyser dans 2 tubes à essai et ajouter 5 gouttes de réactif de 

Mayer dans le premier tube, 5 gouttes du réactif de Wagner dans le second tube, l'apparition 

d'un précipité blanc, brun, respectivement, révèle la présence d'alcaloïdes. 

> Les substances polyphénoliques: 

	

j 	+ Les tanins: 

	

T 	Dans un tube à essai, introduire 5 ml d'extrait à analyser et ajouter 1 ml de solution aqueuse 

de FeCl3 à 1 %. En présence de tanins, il se développe une coloration verdâtre ou bleu-

noirâtre. 

+ Les Flavonoïdes: 

A 5 ml d'extrait à tester, ajouter, 1 ml d'alcool iso amylique, quelques copeaux de 

	

- 	magnésium et quelques gouttes d'acides chlorhydrique (HCI), l'apparition d'une coloration 

rose ou rouge indique la présence des flavonoïdes. 
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-- 	> Les saponines: indice de mousse 

Dans une série de 10 tubes à essai numérotés de I à 10, introduire respectivement 1, 2, 

3,..., 1 OmI de la solution à analyser préparer par décoction en milieu aqueux, hydroalcoolique 

ou par infusion. Ajuster le volume de chaque tube à 10 ml avec de l'eau distillée. Agiter 

chaque tube dans le sens de la longueur du tube pendant 15 secondes à raison de 2 agitations 

par seconde. Laisser reposer 15 min et mesurer 1' hauteur de la mousse produite dans chaque 

tube. 

- 	L'indice de mousse (I) est calculée par la formule suivante I = 1000 /N 

N est le numéro du tube où la hauteur de mousse est égale à 1 cm. 

Les coumarines: Fluorescence UV 

Introduire 2 ml d'extrait dans un tube, ajouter 0,5 ml de NH40H à 25 %. Mélanger et 

observer sous UV à 366 nm. Une fluorescence intense indique la présence des coumarines. 

> Stérols et triterpènes: La réaction de Liebermann Buchard 

intrduire 10 ml de la solution à analyser dans un bécher, ajouter 5 ml d'anhydride acétique 

puis 5 ml de chloroforme. A l'aide d'une pipette ajouter 1 ml de H2SO4  concentré sur la paroi 

du bécher sans agiter. Laisser reposer 30 minutes. La formation d'un anneau rouge brunâtre à 

- 

	

	la zone de contact des deux liquides et une coloration violette de la couche surnageant 

révèlent la présence de stérols et triterpènes. 

> Anthraquinones libres: Réaction de Borntriger 

- 	Introduire dans un tube à essais 1 ml d'extrait chloroformique préparé, ensuite ajouter 1 ml de 

NH40H dilué puis agiter. La coloration plus ou moins rouge indique la présence 

— 	d'anthraquinones libres. 

Les composées réducteurs: 

Introduire 2 ml d'extrait dans un tube, ajouter 2 ml de liqueur de Fehling (lml réactif A et 

1m! réactif B) et incuber l'ensemble 8 min dans un bain marie bouillant. L'apparition d'un 

précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs. 
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Évolution de l'effet hémolytique 

Les tests d'activité hémolytique des extraits hydroalcoolique des trois plantes (les graines de 

T 	Citrullus colocynthis, les feuilles de Nerium oleander , et la partie aérienne d'Ammiodes 

verticillat') ont été réalisés in vitro sur une suspension d'érythrocytes du sang humain dans le 

T 	tampon phosphate buffered saline. 

1-Préparation du PBS (phosphate buffered saline) à pH=7,4±0,02 

Nous avons préparé 1 litre d'une solution tampon phosphate salé (PBS) par l'utilisation des 

composés suivants avec les concentrations qui correspondent : NaCL (l37mM), Kcl (2,7mM), 

- 	Na2HPo4 (8mM), KH2Po4 (2mM) IMohan, 20061. 

2-Prélèvement du sang: 

Le sang est prélevé sur des tubes héparine à partir d'un donneur unique et sain. 

3-Préparation de la suspension érvthrocvtaire: 

Du sang fraichement prélevé sur des tube héparine est centrifugé à 3000 tour /minutes, après 

élimination du surnageant le culot est lavé 2 fois par PBS puis suspendu à nouveau dans ce 

même volume que le surnageant éliminé. 

4-préparation des extraits: 

Différentes concentration d'extraits ont été utilisées (Smg/ml, I Omglml, I Smg/ml, et 

- 	20mg 1m!) à partir d'une solution mère de 200mg de poudre solubilisé dans I Omi de PBS. 

5- l'effet hémolytique 

Le test d'effet hémolytique des trois plantes étudiées est réalisé selon la méthode de [Guo-

- 	Xiang Li et Zai-Qun Lui, 20071 

• Mettre dans des tubes à hémolyse, 1980 l.d de la suspension érythrocytaire préparée 

avec 20 tl de l'extrait à différentes concentrations (5, 10, 15, et 20 mg/ml); 

• Incuber les tubes dans l'étuve à 37 °C durant 45min; 

• Prélever 500 l.tl  chaque 1 Smin; 

• Ajouter l,5mldePBS; 

• Mélanger les tubes délicatement; 
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• Arrêter la réaction avec un bain glaçon; 

• Centrifuger les tubes à 2000 tour par minute durant5 min 

- 	. Lire l'absorbance de chaque tube à 548nm à l'aide d'un spectrophotomètre UV- 

Visible double-faisceau (SPECORD® 200 PLUS, Analytique Jena), contre un blanc 

- 	 contenant du PBS. 

Un tube témoin négatif est préparé dans les mêmes démarches expérimentales. Il est composé 

de 500 .tl de suspension érythrocytaire et 1500 j.il de solution tampon de PBS, en absence 

d'extrait. 

Dans les mêmes conditions et les mêmes démarches expérimentales, préparé un tube 

- 	d'hémolyse totale qui contient 250 .tl de la suspension érythrocytaire et 4750 pi d'eau 

distillée, en absence d'extrait. Assurer le maximum d'hémolyse à l'aide d'un vortex. 

Suivre les mêmes conditions (temps d'incubation, température et pH) et les mêmes 

- 	démarches expérimentales. 

Le taux d'hémolyse des différents extraits est calculé en pourcentage (%) par rapport à 

l'hémolyse totale, après 45 min d'incubation, selon la formule suivant: 

DO (extrait 45 mm) —DO (témoin négatif 45 mm) 

Taux d'hémolyse (%) = 	 X 100 

DO (hémolyse totale 45 mm) 
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Résultats et interprétation 	 L Analyses phytochimiques 

- 	Les tests phytochimiques ont été réalisés sur trois plantes récoltées à l'ouest algérien: graines 

de Citrullus colocynthis, feuilles de Nerium oleander, la partie aérienne d'Ammoides 

vertidilata. 

Les extraits sont préparés dans différents solvants (eau, chloroforme) par décoction, infusion, 

et macération. 

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de quelques 

métabolites secondaires au niveau des tissus végétaux des plantes étudiées. La détection de 

- ces métabolites est basée sur des essais de solubilité des constituants, des réactions de 

précipitation et de turbidité, un changement de couleur ou un examen sous la lumière 

ultraviolette. Les résultats sont présentés dans les tableaux 5, 6, et7. 

1-Citrullus colocynt/,is: 

Tableau 5: Tests phytochimiques des extraits aqueux et chlorophormique des graines de 

- 	Citrullus colocynthis préparés par décoction, infusion et macération. 

Citrullus colocynihis 

Les tests phytochimiques Les extraits aqueux 

Métabolitessecondaires réactifs Décoction Infusion Macération 

Alcaloïdes 

Mayer + + + 

Wagner +++ +++ +++ 

Tanins FeCl3 ++ + - 

Flavonoïdes Mg - - - 

Saponines Indice de mousse 200 166.666 250 

Coumarines Fluorescence UV - - - 

Stérols et triterpênes Réaction Liberman et 

Buchard 

+ + + 

Les composés 

réducteurs 

Liqueur de Fehling + + + 

L'extrait chloroformique (décoction) 

Anthraquinones libres Réaction de 

Boontrager 

+ 

Fortement positif; ++: Moyennement positif; +: Faiblement positif; -: Négatif 
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- 	Les résultats obtenus montrent que les graines de notre plante sont riches en alcaloïdes, 

tanins, et à un degré moins les glycosides, saponines, composés réducteurs et les 

antbraquinones libres. D'autre part, on note l'absence des flavonoïdes, et des coumarines. 

2-Nerium oleander: 

Tableau 6: Tests phytochimiques des extraits aqueux et chlorophormique des feuilles de 

Nerium oleander préparés par décoction, infusion et macération. 

Nerium oleander 

Les tests phytochimiques Les extraits aqueux 

Métabolitessecondaires réactifs Décoction Infusion Macération 

Alcaloïdes 

Mayer - - - 

Wagner ++ ++ ++ 

Tanins FeCI3 ++ ++ ++ 

Flavonoïdes Mg + ++ - 

Saponines Indice de mousse 111.111 111.111 200 

Coumarines Fluorescence UV ++ ++ - 

Stérols et triterpènes Réaction Liberman et 

Buchard 

++ ++ ++ 

Les composés 

réducteurs 

Liqueur de Fehling + + + 

L'extrait chloroformique (décoction) 

Anthraquinones libres Réaction de 

Boontrager 

+++: Fortement positif; ++ : Moyennement positif; +: Faiblement positif; -: Ngatit 

Les résultats obtenus montrent que les feuilles de notre plante sont riches en anthraquinones 

libres, tanins, glycosides, coumarines et flavonoïdes, et à un degré moins les saponines, et les 

-- 	composés réducteurs. 

Le test des alcaloïdes n'été pas confirmé, puisque nous avons noté un test positif avec le 

- 	réactif de Wagner et négatif avec le réactif de Mayer. 

1 
1 
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- 	3-Ammoides verticillata: 

Tableau 7 : Tests phytochimiques des extraits aqueux et chlorophormique de la partie 

- 	aérienne d'Ammoides verticilata préparés par décoction, infusion et macération. 

Ammoides verticillata 

Les tests phytochimiques Les extraits aqueux 

Métabolitessecondaires réactifs Décoction Infusion Macération 

Alcaloïdes 

Mayer - - - 

Wagner +++ +++ +++ 

Tanins FeC13 +++ +++ +++ 

Flavonoïdes Mg +++ +++ +++ 

Saponines Indice de mousse 100 100 - 

Coumarines Fluorescence UV - - - 

Stérols et triterpênes Réaction Liberman et 

Buchard 

+ + + 

Les composés 

réducteurs 

Liqueur de Fehling +++ +++ +++ 

L'extrait chloroformique (décoction) 

Anthraquinones libres Réaction de 

Boontrager 

++ 

+++ : Fortement positif; ++: Moyennement positif; +: Faiblement positif; -: Négatif 

- 	Les résultats obtenus montrent que la partie aérienne de notre plante sont riches en, tanins, 

flavonoïdes, composés réducteurs, et anthraquinones libres, et à un degré moins les 

- 	Saponines, et glycosides. D'autre part, on note l'absence des coumarines. 

Le test des alcaloïdes n'été pas confirmé, puisque nous avons noté un test positif avec le 

réactif de Wagner et négatif avec le réactif de Mayer. 
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Résultats et interprétation 	 II. Effet hémolytiques 

- 	Les tests biologiques ont été réalisés sur les extraits hyciroalcooliques préparés par décoction, 

à partir des graines de Citrullus colocynthis, des feuilles de Nerium oleander et la partie 

aérienne d'Ammiodes verticillata. 

Les figures 4,5 et 6 présentent l'évolution des taux d'hémolyse, par absorbance, durant 45 

T 

	

	mm, dans un milieu tampon PBS (pH 7,4) contenant une suspension érythrocytaire, incubée à 

37°C, en présence des différentes concentrations des plantes étudiées (5, 10, 15, et 20 mg/ml), 
T 

	

	
préparées par décoctions hydroalcooliques Méthanol/eau (70/30), comparé à un témoins 

négatifs (tube contenant que de PBS et suspension érythrocytaire). 
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Figure 4 : L'évolution de l'absorbance des tubes contenant une suspension érythrocytaire en 

présence des différentes concentrations d'extrait des graines de Citrullus colocynthis incubée 

à37°C durant 45 min à548nm. 
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Résultats et interprétation 	 II. Effet hémolytiques 

Figure 5 : L'évolution de l'absorbance des tubes contenant une suspension érythrocytaire en 

présence des différentes concentrations d'extrait des feuilles de Nerium oleander incubée à 

37°C durant 45 min à 548 nm. 
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Figure 6: L'évolution de l'absorbance des tubes contenant une suspension érythrocytaire en 

présence des différentes concentrations d'extrait de la partie aérienne d'Ammiodes 

verticillata. Incubée à 37°C durant 45 min à 548 nm. 
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