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Résumeé
Le diabete sucré est une maladie métabolique devenue un probléme de santé publique. Il est

caractéris¢é par une hyperglycémie. L’objectif de cette étude est d’évaluer les effets
antihyperglycémiant, antioxydant, antialzheimer et cytoprotecteur des extraits des deux plantes
du Nord-Est de I’ Algérie ; le Rosmarinus officinalis (RO) et le Thymus numidicus (TN). Dans
un premier temps, une investigation phytochimique des extraits de plusieurs fractions des deux
plantes permettant la mise en évidence de la teneur en polyphénols et en flavonoides, de
I’activité antioxydante, du pouvoir antiglycation, de la capacité des extraits a inhiber les
enzymes a-amylase et Acétyl choline estérase, d élucider la fraction la plus efficace des deux
plantes sur I’activité des enzymes du métabolisme glucidique.

Dans un deuxieme temps, deux expériences in vivo ont eté réalisées ; la premiére sert a évaluer
les effets hypoglycémiants et anti-hyperglycémiants sur des rats normaux et chargés en glucose,
la deuxieme expérience vise a étudier I'effet dose-dépendante de I'extrait des deux plantes sur
le métabolisme des glucides chez des rats rendus diabétiques par injection intrapéritonéale
d'Alloxan (150mg/kg). Le processus a duré 21 jours, puis nous avons procedé aux dosages
biochimiques. L'étude in vitro a montré que ’extrait acétate d’éthyle de RO (RO-AE), a
présenté une teneur en polyphénols et flavonoides moyenne mais avec un pouvoir d'activité
biologique le plus important parmi les fractions (pouvoir antioxydant, inhibition de 1’a-amylase
et Acétyl choline esterase, le potentiel antiglycation). L’étude in vivo a montré une réduction
dose-dépendante de la glycémie pour les tests anti-hyperglycémiques et hypoglycémiques de
I’extrait acétate d’éthyle du RO avec la dose de 150 et 300 mg/kg du PC. L’extrait de RO a
montré une augmentation significative de l'insuline, de ’hémoglobine et de 1’activité des
enzymes hexokinase et glucose-6-phosphate déshydrogénase. En plus une diminution des taux
plasmatiques de I'HbAlc, de l'activité enzymatique de la glucose-6-phosphatase et de la
fructose-1,6-bisphosphatase chez les rats diabétiques, I'administration de cette fraction prévient
la perte du poids corporel et conduit a une amélioration de l'activité enzymatique de la
glycogéne synthase et de la glycogene phosphorylase. L’étude histologique a montré une
atténuation des effets secondaires tres imporatants avec la fraction de I'extrait acétate d'éthyle
du RO chez les rats diabétiques.

En conclusion, la présente étude suggere que la fraction acétate d’éthyle de Rosmarinus
officinalis a un effet bénifique sur I’homéostasie du glucose au cours du diabéte avec réparation
des dommages oxydatifs et rétablissement des marqueurs biologiques et histologiques etudiés.
Ces résultats semblent en faveur de I’exploitation de ’extrait de Rosmarinus officinalis en tant
qu’agent pharmacologique ou complément alimentaire pour le contréle du diabéte et la

prévention de ses complications.

Mots clés : Alloxane, Antioxydant, Enzymes métaboliques glucidiques, Diabete sucré,

Glycogeéne, Rosmarinus officinalis, Thymus numidicus.



Abstract
Diabetes mellitus is a metabolic disease that has become a public health problem. It is

characterized by hyperglycemia. The objective of this study is to evaluate the
antihyperglycemic, antioxidant, antialzheimer and cytoprotective effects of the extracts of the
two plants from the North-East of Algeria; Rosmarinus officinalis (RO) and Thymus numidicus
(TN). Initially, a phytochemical investigation of the extracts of several fractions of the two
plants allowing the demonstration of the content of polyphenols and flavonoids, the antioxidant
activity, the antiglycation power, the capacity of the extracts to inhibit a. enzymes -amylase and
Acetyl choline esterase, to elucidate the most effective fraction of the two plants on the activity

of carbohydrate metabolism enzymes.

Secondly, two experiments in vivo were carried out; the first is used to evaluate hypoglycemic
and anti-hyperglycemic effects in normal and glucose-loaded rats, the second experiment aims
to study the dose-dependent effect of the extract of the two plants on carbohydrate metabolism
in rats rendered diabetic by intraperitoneal injection of Alloxan (150mg/kg). The process lasted
21 days, then we proceeded to the biochemical assays. The in vitro study showed that the ethyl
acetate extract of RO (RO-AE), presented an average content of polyphenols and flavonoids
but with the highest biological activity power among the fractions (antioxidant power,
inhibition of a-amylase and Acetyl choline esterase, the antiglycation potential). The in vivo
study showed a dose-dependent reduction in blood glucose for the anti-hyperglycemic and
hypoglycemic tests of the ethyl acetate extract of RO with the dose of 150 and 300 mg/kg of
PC. RO extract showed a significant increase in insulin, hemoglobin, hexokinase and glucose-
6-phosphate dehydrogenase enzyme activity. In addition, a decrease in plasma levels of HbAlc,
enzymatic activity of glucose-6-phosphatase and fructose-1,6-bisphosphatase in diabetic rats,
the administration of this fraction prevents the loss of body weight and leads to an improvement
in the enzymatic activity of glycogen synthase and glycogen phosphorylase. The histological
study showed a very important attenuation of side effects with the fraction of the ethyl acetate
extract of the RO in diabetic rats.

In conclusion, the present study suggests that the ethyl acetate fraction of Rosmarinus officinalis
has a beneficial effect on glucose homeostasis in diabetes, with repair of oxidative damage and
restoration of the biological and histological markers studied. These results seem in favor of the
exploitation of Rosmarinus officinalis extract as a pharmacological agent or dietary supplement

for the control of diabetes and the prevention of its complications.

Keywords : Alloxan Antioxydant, Cabohydrate metabolic enzymes, Diabetes mellitus,

Glycogen, Rosmarinus officinalis, Thymus numidicus.
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B MATERIEL ET METHODE

Liste des Abréviations

ATP Adénosine-triphosphate

ARNmM Acide ribonucléique messager
AKT Protéine kinase B

ADP Adénosine-diphosphate

ADN Acide désoxyribonucléique
ABTS L'acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique)
CK2 Casein kinase

DT2 Diabete type 2

DPPH 2,2-diphenyl-1-pycrylhydrazyl
EGP Production endogene de glucose
F2,6P2 Fructose-2,6-bisphosphate
FBPase Fructose-1,6-bisphosphatase
Fox Forkhead box

GLUT Glucose transporter

GSSG Glutathion forme oxydé

GSH Glutathion forme réduit

G6Pase Glucose-6-phosphatase

GC Glucocorticoides

GS Glycogéne synthase

Glc-1-P Glucose-1-phosphate

GTP Guanosine triphosphate

GOR radical Galvinoxyl

HK Hexokinase

MAPK Mitogen-activated protein Kinase
NADPH Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate forme oxydé
PP1 Protein phosphatase 1

PFK1 Phosphofructokinase 1

PK Protéine kinase

PEP Phosphoénolpyruvate

PDK1 Phosphoinositides 1

Pi Phosphate

SGLT Sodium glucose transporters
SNC Systeme nerveux central

TCA Cycle de I'acide tricarboxylique
TPC Contenu phénolique total

TFC Contenu flavonoide total

5R5P 5 molécules de ribose-5-phosphate
6PFK1 6 phosphofructo-1-kinase

6PFK2/FBPase2  6-phosphofructo-2-kinase/fructose2,6-bisphosphatase
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INTRODUCTION

le diabéte sucré est un probleme majeur de santé publique dans le monde, dont la
prévalence a considérablement augmenté au cours des deux derniéres décennies et qui devrait
toucher 592 millions d'adultes d'ici 2035 (Paneni et Cosentino, 2015 ; El Gayar et al., 2019),
le diabete sucré est un syndrome métabolique caractérisé par la présence d'une hyperglycémie
liée a un dysfonctionnement de la sécrétion d'insuline ou de l'action de l'insuline sur leur
récepteur ou sur le signal post-récepteur (Vieira et al., 2019 ; Yong et al., 2021), associé a des
troubles du métabolisme des glucides (au niveau du foie sur des enzymes clés), des protéines
et des lipides qui vont générer un état d'hyperglycémie chronique, associés a des complications
secondaires (Kalra et al., 2021), ces dernieres sont attachées au patient diabétique a longue
durée, peuvent étre : microvasculaires (affectant les yeux, les reins...) ou cardiovasculaires

(athérosclérose) et neurodégénératives (Alzheimer) (Schalkwijk et Stehouwer, 2020).

Bien que la prévalence du diabete soit en véritable croissance, il manque encore un
traitement efficace, les hypoglycémiants du marché dont I'insuline et les médicaments oraux
(biguanides, sulfonylurées, inhibiteurs de I'a-glucosidase) (lid et al., 2020), leur administration
réguliere génere des effets indésirables ou une diminution de la réponse aprés une longue
période de traitement (Kumar et al., 2017), ce qui a conduit I'Organisation Mondiale de la
Santé(OMS) arecourir a l'utilisation de la médecine traditionnelle pour le traitement du diabete,
en usant de thérapies douces et encore plus pour les pays en voie de développement le
traitement conventionnel est trés colteux (Bishu et al., 2019), l'utilisation de ces plantes est
donc abordable et constitue également un réservoir naturel de composés bioactifs (Widayanti
et al., 2020).

Les plantes sont été employées depuis 1’antiquité a des fins médicinales, aujourd’hui
les chercheurs employent tous ses progres technologiques dans le domaine bio médicinale pour
solliciter une phytothérapie plus douce (Calixto, 2005), et pour mettre en évidence les
caractéristiques et les propriétés de ces composés comme les flavonoides, qui semblent
efficaces pour réduire les complications liées au diabéte sucré, les flavonoides ont été retrouvés
dans plusieurs plantes d'espéces différentes. 1l faut noter que la plante entiere (feuille, racine,
tige...etc.) porte une grande variété des composés bioactifs (Habtemariam, 2016) que 1’on

peut utiliser comme un remede pour guérir plusieurs maladies (Bourhia et al., 2019).

A T’instar du monde entier, 1’Algérie donne une grande importance a ces types de

plantes (Ramchoun et al., 2020) d’une part grace a leur richesse en qualité et quantité
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(Santhakumar. A et al., 2018) et d’autre part porte un cout abordable (Touiss et al., 2017 ;
Khouya et al., 2020) ce qui les rend en un soin primaire, et pour améliorer I’acces de ces types
de soins (Hmidani et al., 2019) il faut mettre en évidence les caractéristiques et les propriétés
de ces composés phytochimiques (polyphénol, flavonoide, alcaloide) celle-ci controle la bio
activité ce qui va se traduire sur le choix de la plante adéquae pour une maladie (Bistgani. Z et
al., 2019 ; Kuete. 2017).

Les enquétes ethnobotaniques en Algérie conduisent a deux espéces de plantes trés
répandues portant un rayon curatif trés large qui est Rosmarinus Officinalis et Thymus
Numidicus elles ont attiré notre attention grace a leurs effest a guérir les maladies liées au stress
oxydant elles sont aussi hypoglycémiants, anti-inflammatoires, antihistaminiques et
antibactériennse (Hennebelle et al., 2004 ; Issabeagloo et al., 2012 ; Dangles, 2020) ces
pouvoirs pharmacologiques sont attribués a leur composition en polyphénol, qui sont motionnés
dans plusieurs travaux indiquant leur potentiel & diminuer la survenue de plusieurs maladies
celles ont une pertinence avec le vieillissement et les lésions oxydatives (maladie
cardiovasculaires, neurodégénératives) (Finley et al., 2011 ; Aune et al., 2017), ils sont aussi
antiglycation plusieurs littératures sont mentionnées sans pouvoir inhiber la formation des
produits de glycation avancée (AGE), ces produits ont une corrélation avec la sévérité des
complications diabétiques comme la néphropathie et la neuropathie, il a été montré que les
polyphénols avec ces différents composés et surtout avec des chélateurs d’ions peuvent inhiber
la formation des AGEs chez les sujets diabétiques hypertendues 1’a-amylase est une enzyme
gastro-intestinale qui hydrolyse les polysaccharides donc elle joue un réle clef a la réduction de
glucose sanguin donc I’inhibition de cette enzyme par les composés phénoliques va controler
le glucose sanguin chez les sujets atteints de diabéte de type 2 donc les polyphénols sont
hypoglycémiant (Kim, H. Y et al., 2011 ; Da Costa Silva et al., 2019 ; Magaji et al., 2020),
ils sont incorporés dans le régime alimentaire méditerranéen ce qui va proteger des maladies
associeses au mode de vie sédentaire d’une manicre générale vivre plus sain et plus vieux en

pleine santé (Jari¢ et al., 2015 ; Messara et al., 2018).

Partant de ce constat notre étude vise a évaluer les activités biologiques des extraits
des deux plantes ; le Rosmarinus Officinalis et le Thymus Numidicus, ainsi que leurs actions sur
I’homéostasie du glucose (sur les enzymes clés du métabolisme glucidique), dans le contexte

du diabéte sucré.

L’objectif de cette recherche scientifique est d'évalué d'une part de I'effet de ces deux plantes
sur le développement d'une stratégie thérapeutique pour un bon controle glycémique de diabete

de type 2 en élucédant le pententiel antioxydant et antidiabétique. D’autres part, nous avons mis

Contribution a 1’évaluation de 1’effet de Thymus numidicus et de Rosmarinus officinalis sur le
diabete alloxanique chez les rats



INTRODUCTION

en eévidence le pouvoir thérapeutique antidiabétique (acivité anti-hyperglycémiant,
hypoglycémient, cytoprotecteur et I'action sur les enzymes clé de métabolisme glucidique) des
extraits des deux plantes ; le Rosmarinus Officinalis et le Thymus Numidicus. Cette élucidation
a été basee sur la réalisation des différentes analyses phytochimiques, biochimiques et
histologiques. Notre but est de motiver d’une part les gens surtout les diabétiques a introduire
ces plantes dans leur alimentation en tant que complément alimentaire. D’autre part
d’encourager les partenaires socioéconomiques a produire ces compléments alimentaires a base
de leur extrait pour assurer leur disponibilité. Nous avons structuré notre travail en deux grandes
parties, ’'une théorique et 1’autre pratique. Dans la premicre partie théorique, nous avons
présenté une analyse bibliographique décrivant les notions essentielles liées au contexte global
de notre travail (régulation de I'homéostasie glucidique, diabéte, physiopathologie du diabete
type 2 et description de ces deux plantes). Dans la deuxiéme partie pratique, nous avons
développé dans la premiére section le matériel utilisé et les méthodes réalisées pour 1’étude
phytochimique, anti-diabétique et histologique avec dosage des parametres biochimiques,
hormaux et des enzymes clés au métabolisme glucidique. Dans les deux dernieres sections nous

avons expose et discuté les résultats obtenus dans cette étude.
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1. Diabete sucré
1.1. Définition

Le diabete sucré est une maladie meétabolique caractérisee par une glycémie a jeun
supérieure a 1,20 g/l (Wild et al., 2004). Sa prévalence augmente considérablement, et a été

estimée mondialement a plus de 50 % entre les années 2000 et 2030 (Rolla, 2009).
1.2. Classification du diabéte

La grande majorité des patients diabétiques sont classés dans I'une des deux grandes
catégories suivantes : le diabéte sucré de type 1, qui est cause par une carence absolue ou quasi
absolue en insuline, ou le diabéte sucré de type 2, qui se caractérise par une résistance a
I'insuline avec une augmentation compensatoire inadéquate de la sécrétion d'insuline (Féve et
Sauvanet, 2021). En outre, les femmes qui développent un diabéte pendant leur grossesse sont
classées comme ayant un diabéte gestationnel. Enfin, il existe une variété de types de diabéte
rares et divers, qui sont causes par des infections, des médicaments, des endocrinopathies, une
destruction pancréatique et des anomalies génétiques. Ces formes de diabéte non apparentées
sont classées séparément (Monnier et al., 2021).

1.2.1. Diabéte de type 1

Cette affection se caractérise par une insulinopénie sévere et une dépendance a
I'insuline exogéne pour prévenir la cétose et préserver la vie. Ainsi, il a été appelé diabéte
insulino-dépendant (DID), ou diabete juvénile. Quand on a une réponse au antigénes du soi par
un anticorps circulant dirigé contre les composants cytoplasmiques des cellules des ilots
pancréatiques on I'appelé "diabéte de type 1 auto-immun". Et quand on a une insulinopénie sans
marqueur de I’auto-immunité ni altération mitochondriale ou bien génétique dans ce cas on

I'appelé "diabete de type 1 idiopathique™ (Monnier et al., 2022).
1.2.2. Diabéte de type 2

Les personnes atteintes de cette sous-classe de diabete anciennement appelée ; diabéte
de I'adulte ou bien, diabete de la maturité ou diabéte stable, ensuite devient diabéte sucré non

insulino-dépendant (DNID) ou bien diabéte de type 2.

Le diabéte de type 2 (DT2) n'est pas une entité unique, le DT2 peut étre un trouble

primaire, avec une secrétion d'insuline inadéquate causeée par des mutations dans l'un des
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nombreux genes codant des enzymes ou des facteurs de transcription importants pour le

développement des cellules des Tlots et la sécrétion d'insuline (Lohourignon, 2021).

On peut avoir des défauts primaires sur le géne qui régulant le transport du glucose au
cellule béta pancréatique, des défauts de la glycogéne synthase ont également été impliques.
Un défaut primaire des récepteurs de l'insuline, des défauts post-récepteurs (y compris la
molécule Ras) et des défauts des genes mitochondriaux plus légers peut également entrainer un
diabete de type 2. Les causes secondaires du diabéte sucré de type 2 comprennent des hormones
contre-régulatrices excessives, en particulier des doses pharmacologiques de glucocorticoides,
des anticorps dirigés contre le récepteur de I'insuline et I'obésité avec sécrétion d'insuline altérée
(Diop et al., 2019).

1.2.3. Diabete gestationnel

Le diabéte gestationnel, se défini comme une intolérance au glucose qui se manifeste
pour la premiére fois au troisieme trimestre de la grossesse. L’hyperglycémie est attribuable a
la sécrétion d'énormes quantités de I'hormone antagoniste de I'insuline, la somatotropine
chorioniqgue humaine (lactogene placentaire humain), augmentée par les effets des taux
plasmatiques élevés de cortisol libre et de la combinaison d'cestrogénes et de progestérone, la
femme doit subir un test de tolérance au glucose par voie orale et étre reclassée comme ayant
un diabéte (Kattini et al., 2020).

1.3. Etiologie du diabéte de type 2

Les facteurs de risque de DT2 comprennent une combinaison complexe de facteurs
génétiques, métaboliques et environnementaux qui interagissent les uns avec les autres
contribuant a sa prévalence. Bien que la prédisposition individuelle au DT2 due & des facteurs
de risque non modifiables (origine ethnigque et antécédents familiaux/prédisposition génétique)
ait une base génétique solide, les preuves issues d'études épidémiologiques suggérent que de
nombreux cas de DT2 peuvent étre évités en améliorant les principaux facteurs de risque
modifiables (obésite, faible activité physique et alimentation malsaine) (Hu et al., 2001 ;
Schellenberg et al., 2013).

1.4. Physiopathologie du diabete type 2

Concernant la physiopathologie de la maladie, un dysfonctionnement des boucles de
rétroaction entre l'action de l'insuline et la sécrétion d'insuline se traduit par des taux

anormalement €levés de glucose dans le sang. En cas de dysfonctionnement des cellules 3, la
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sécretion d'insuline est réduite, ce qui limite la capacité de I'organisme a maintenir des niveaux
de glucose physiologiques. D'autre part, I'insulino-résistance (IR) contribue a augmenter la
production de glucose dans le foie et a diminuer I'absorption de glucose a la fois dans les
muscles, le foie et le tissu adipeux (Cerf, 2013 ; Zheng et al., 2018).

1.4.1. Role de stress oxydant a I’insulino-résistance

Des études récentes ont conclu que les dommages causes par les ROS ont un réle direct
dans le développement et la progression de nombreuses maladies chroniques, y compris la

pathogenese de la résistance a I'insuline et du diabete de type 2 (Gao et al., 2010).

Il est important de décrire la voie de signalisation des récepteurs de I'insuline lors de
I'examen de la résistance a l'insuline. La transduction du signal des récepteurs de l'insuline
implique de nombreuses protéines il est transectée par plusieurs autres voies. Un schéma de

cette voie ainsi que la voie pathogéne et oxydative sont présentés par la (figure 01).

NADPH

Oxidase Insulin

(NOX4)

o mem tll' ane
JNK1
Retromer

Translocation

STRESS
PATHWAYS

lo lysosomes

Figure 01 : Voie de signalisation des récepteurs de I'insuline, y compris l'influence des ROS,
la voie normale commence par le récepteur de I'insuline tyrosine kinase qui se lie a I'insuline
(Blanco et al., 2015). Abréviations utilisées : PIP2 et PIP3 : espéce phosphatidylinositol ; Rac :
Rac GTPase ; ROS : especes réactives de I'oxygéne ; INKL1 : kinase 1 c-Jun N-terminale ; CK-
2 : caséine kinase 2 ; NF-kB : facteur nucléaire kB ; IF-kB : Facteur inhibiteur kB ; p38 MAPK
. protéine Kinase activée par un mitogene p38 ; Akt : protéine kinase B.

Le GLUT4 est le principal transporteur de glucose dans les tissus periphériques

sensibles a l'insuline, a savoir le muscle squelettique et le tissu adipeux, il a fait l'objet de
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nombreuses recherches liées a la resistance a l'insuline. La cellule répond a l'insuline en
augmentant I'expression de GLUT4 dans la membrane plasmique, augmentant ainsi lI'absorption
cellulaire du glucose a partir de la circulation sanguine. Jusqu'a quoi est considéré comme une
concentration d'insuline optimale, la cellule augmente son utilisation de la voie normale de
transduction de l'insuline. Au-dessus des concentrations optimales, la cellule montre un
déplacement vers le bas de I'expression de GLUT4 (Blanco et al., 2015). Ainsi, la glycémie
reste élevée et le pancréas sécrete plus d'insuline en réponse menant a une boucle de rétroaction
positive qui fait augmenté les niveaux intravasculaire d’insuline et désensibilisé les tissus
périphériques a 1’action d’insuline, ce qu’il va favoriser la continuité de réduction d’expression
de GLUT4 et par conséquence les effets systemiques sont hyperglycémie et hyper-insulinémie
et augmentation de stress oxydant. Le mécanisme derriere cette dérégulation introduit
différentes protéines de transduction du signale, le NADPH4 est une enzyme oxydante
puissante produit des ERO, au-dessus des concentrations optimale d’insuline, un décalage dans
la voie de transduction de signal d’insuline se produit, le PI3kinase phosphoryle le Rac au lieu
de PIP2 ce qu’il va amplifier I’activité du NOX4 et comme résultat les ERO va augmenter, ces
derniers va activer la Casein kinase (CK2) qui va a son tour activer le rétromére. Alors le
rétromere signale le réseau trans-golgienne en aval et les GLUTs4 sont transporté au lysosome
pour la dégradation au lieu a la membrane plasmique donc les niveaux du glucose sanguin resté
élevé dans un environnement oxydatif. On trouve aussi Les mitochondries contribuent
également a l'oxydation dans la cellule en raison d'environnements riches en nutriments. En
raison d'un apport accru de glucose dans les régimes riches en sucre, donc ont plus de substrat
disponible pour fabriquer de I'ATP. Il faut noter que les mitochondries sont hyperactives donc
aura produisent davantage de leur sous-produit naturel, les ROS, ce qu’il va augmenter les ROS
et endommage l'infrastructure de la cellule et induit des réponses au stress dont les
mitochondries sont responsables (Ma et al., 2014).

1.5. Complications du diabéte
Deux types de complications du diabéte sucré existent ; aigués et chroniques.
1.5.1. Complications aigues

o Acidocétose diabétique et coma diabétique : Suite a I’utilisation des lipides en réponse
a une carence en glucose intra-cellulaire pour 1’obtention d’énergie, et que le cycle de
krebs est saturé, I’acide pyruvique se transforme en acétyle co-enzyme A, dont la

condensation de deux molécules de ce dernier donne de 1’acétone. L'acidocétose
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diabétique est une complication dangereuse (Nyenwe et Kitabchi, 2016). Il est considéré
comme un évenement urgent, le patient présente des signes de déshydratation, une
aspiration d'acétone, il peut ensuite y avoir un déclin progressif de la conscience
conduisant & la somnolence, et finalement au coma, l'acidocétose diabétique est une
affection completement réversible (Tomic et al., 2022).

e Hypoglycémie : survient lorsque la glycémie est tres basse et constitue une complication
majeure du traitement du diabéte, Elle peut étre causée par une dose incorrecte d'insuline
(dose accrue), un exercice intense ou une consommation réduite d'aliments ou de glucides
(Sircar et al., 2016).

e Hyperglycémie : dans laquelle les niveaux de sucre dans le sang sont trop éleves, elle est
la principale cause de complications graves et potentiellement mortelles du diabete. Il
apparait lorsqu'il n'y a pas ou pas assez d'insuline dans le sang ou qu'une insuline ne
fonctionne pas correctement (Bahtiyar et al., 2016).

1.5.2. Complications chroniques
Ces complications peuvent étre résumeées en :

e Macroangiopathie : Il s'agit de Iésions cardiaques et vasculaires graves qui conduisent a
I'nypertension, au rétrécissement des arteres, a la maladie coronarienne, aux accidents
vasculaires cérébraux (Salem et al., 2015).

e Reétinopathie diabétique : Elle provoque une grave détérioration de la vision
principalement due a des Iésions des vaisseaux de I'eeil. C'est la cause la plus fréquente
dans le monde occidental (Khan et al., 2017).

¢ Néphropathie diabétique : pouvant entrainer une insuffisance rénale (John, 2016).

¢ Neuropathie diabétique : Elle survient avec des troubles sensoriels, une atrophie
musculaire, des difficultés a marcher, des blessures avec formation de plaies et des
douleurs intenses aux membres inférieurs. Il est également responsable de tachycardie,
d'’hypotension orthostatique, d'incontinence urinaire, d'indigestion, de nausées, de
diarrhée et/ou de constipation (Fisher et Tahrani et al., 2017).

e Pied diabétique : Des lésions observées chez les diabétiques au niveau des genoux et en
dessous et qui sont liées a des douleurs, sécheresse cutanée, développement de callosités,
plaies et ulcéres, souvent compliqués d'infections locales séveres entrainant le

développement d'une gangréne avec amputation des doigts.
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On peut constater aussi d'autres complications ; myopathie, ostéoporose, arthropathie

et des Iésions hépatiques (Ahmad, 2016).
1.6. Diabete expériment

Les modeles animaux du diabéte représentent un outil important dans l'investigation
et la caractérisation de la physiopathologie de la maladie qui nous aide a éviter des études
inutiles et éthiqguement difficiles sur des sujets humains et dans I'évaluation de nouveaux agents
thérapeutiques et traitements in vivo, bien qu'il existe plusieurs méthodes par lesquelles le
diabéte peut étre induit, les méthodes chimiques du diabéte induit par l'alloxane et la
streptozotocine representent les modeles expérimentaux les plus importants et hautement

préférables pour cette condition pathologique (Radenkovi¢ et al., 2016).

Le diabete expérimental induit par lI'alloxane est une forme de diabete sucré insulino-
dépendant qui survient a la suite de I'administration ou de I'injection d'alloxane a des animaux.
Par la suite, plusieurs auteurs ont utilisé le modeéle de diabéte induit par I'alloxane comme « outil
d'étude » pour élucider la physiopathologie de la maladie et bien plus encore comme un
« moteur de recherche » pour les composeés antidiabétiques avec de meilleures caractéristiques
thérapeutiques. Le modeéle utilise deux effets pathologiques distincts qui comprennent
I'inhibition sélective de la sécrétion d'insuline stimulée par le glucose et la formation induite
d'especes réactives de I'oxygéne (ROS) qui favorise la nécrose sélective des cellules béta du
pancréas (Munday, 1988). Le premier est associé a une inhibition spécifique d'une enzyme
capteur de glucose pancreatique, la glucokinase par I'alloxane, tandis que le second est plutot
lié a la capacité de recyclage redox de I'alloxane qui entraine la génération de ROS. Plus
important encore, les deux effets ont été liés aux propriétés chimiques de I'alloxane ainsi qu'a
sa structure (Burkart et al., 1993).

L’alloxane porte groupe carbonyle qui est hyper réactif avec les groupes thiol, ce qui
indique une relation structure-fonction dans l'alloxane toxicité ou diabétogénicité. La
glucokinase posséde deux groupes thiol (-SH) dans son site de liaison, ce qui la rend
exceptionnellement sensible a I'oxydation par I'alloxane (Brownlee et al., 2005). Bien que
I'alloxane puisse inhiber les activités de plusieurs autres thio-enzymes fonctionnellement
importantes telles que la phosphofructokinase, I'aconitase, I'nexokinase et la protéine kinase
dépendante de Ca2+/calmoduline, la glucokinase est I'enzyme thiol la plus sensible a I'attaque
de l'alloxane qui se trouve dans les cellules béta. L'action inhibitrice de l'alloxane sur la

glucokinase empéche l'oxydation du glucose et, par extension, la formation d'adénosine
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triphosphate (ATP). A son tour, le manque d'ATP supprime le signal générant le flux
métabolique nécessaire a la sécrétion d'insuline stimulée par le glucose. Le méme mécanisme
pourrait étre responsable de I'action inhibitrice de I'alloxane sur la biosynthése de I'insuline
(Elsner et al., 2006).

De plus, I'alloxane est un compose tres instable, une propriété qui lui permet de subir
facilement des cycles redox. En présence de thiols intracellulaires, en particulier le glutathion
(GSH), l'alloxane subit une réaction cyclique continue persistante pour générer des especes
réactives de I'oxygene (ROS) telles que I'anion radical superoxyde (O2) et le radical hydroxyle
(OH) via l'auto-oxydation de son produit de réduction, I’acide dialurique (Winterbourn et al.,
1989). Le processus implique la réduction de l'alloxane en acide dialurique et la ré-oxydation
de I'acide dialurique en alloxane. La ré-oxydation de I'alloxane en acide dialurique provoque

une libération de radical alloxane qui, en présence d'oxygene, génere de 'Oz (Figure 02).

NADPH + H™ LSS

GR T

NADP" 2G5H

oL+ H'

AH,,: Dialuric Acid
*AH : Alloxan radical
A Alloxan

SOD: 2037+ 2H — H,0, + 0,

catalase: 2H,0, —==2H,0+0,

Figure 02 : Interactions entre I'oxygene et I'acide dialurique (Sen et Bhattacharyaet al., 1952).

L’anion Superoxyde est généralement dismuté en peroxyde d'hydrogéne (H20>)
relativement inoffensif par la superoxyde dismutase (SOD), une enzyme antioxydante présente
pratiquement dans tous les tissus. La catalase, une autre enzyme antioxydante est nécessaire
pour empécher I'accumulation de H2O: et sa conversion consecutive en radical hydroxyle, par
dégradation rapide du composé en eau et en oxygéne moléculaire. Cependant, I'activité de la
catalase est tres faible dans le pancréas et, par conséquent, le HO, s'accumule, entrainant sa

conversion en radical hydroxyle hautement réactif par la réaction de Fenton (Lazarow, 1946).
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Le radical hydroxyle est apparemment le radical le plus dangereux dans la cellule et
considéeré comme le principal responsable de la toxicité des cellules béta et de la diabétogénicité
induite par alloxanes. Les dommages causés aux cellules béta pancréatiques par les ROS ont
été liés a la fragmentation de I'ADN de ces cellules, entrainant la stimulation de la poly ADP-
ribose polymeérase 1, une enzyme qui joue un réle important dans le processus de réparation de
I'’ADN. Naturellement, les composés a groupe sulfhydryle (GSH, cystéine et dithiothréitol)
doivent protéger la glucokinase contre I'inhibition de I'alloxane par un processus réducteur,
mais ils doivent maintenir en permanence le produit de réduction, I'acide dialurique, sous sa
forme réduite afin de protéger efficacement I'enzyme. Malheureusement, ce n'est pas le cas, car
les thiols sont souvent épuisés par la réaction cyclique continue persistante de I'alloxane
(Lazarow et al., 1948). Winterbourn et Munday ont informé que la quantité de GSH réduit
disponible dans une cellule pour le cycle redox diminue progressivement et favorise ainsi un
rapport pro-oxydant plus faible entre I'alloxane et le GSH, plutot qu'un rapport antioxydant plus
élevé. Cela explique pourquoi la co-administration de thiols tels que le GSH ou la cystéine avec
I'alloxane tend a améliorer les effets toxiques et diabétogenes de I'alloxane, comme rapporté

par un certain nombre d'autres études (Sen et Bhattacharyaet al., 1952).
2. Régulation métabolique
2.1. Régulation de I’homéostasie glucidique en condition postprandiale

La régulation du glucose, est contr6lée principalement par les hormones peptidiques
insuline et glucagon. Ces deux hormones sont produites dans I7lot pancréatique de Langerhans,
le glucagon provenant des cellules alpha et I'insuline provenant des cellules béta (Mandarim-
de-Lacerda, 2019). Il existe un équilibre entre ces deux hormones en fonction de I'état
métabolique de I'organisme (a jeun ou riche en énergie), avec de l'insuline a des concentrations
plus élevées lors des états énergétiques et du glucagon lors du jelne. L'insuline et le glucagon
contrélent également le transport du glucose dans et hors les cellules en modifiant I'expression
d'un type de transporteur de glucose, GLUT4 (Yang et al., 2021). Cette

2.1.1. Captation de glucose

L'entrée des molécules de glucose dans les cellules est effectuée par une grande famille
de protéines de transport structurellement apparentées appelées transporteurs de glucose
(Zhang et al., 2019). Deux principaux types de transporteurs de glucose ont été identifies, a
savoir les transporteurs liés au sodium-glucose (SGLT) et les transporteurs de glucose a
diffusion facilitée (GLUT) (Tonade et Kern, 2021).
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2.1.1.1. Transporteurs liés au sodium-glucose (SGLT)

Les transporteurs liés au sodium-glucose symportent le glucose en conjonction avec
les ions sodium. Les SGLT sont présents sur les surfaces luminales des cellules tapissant
I'intestin gréle ou ils absorbent le glucose provenant de sources alimentaires. Parmi ces
membres de ses transporteurs en trouve les SGLT1 qui se trouve dans I’intestin et les reins
exerce sa fonction d’absorption, par contre en trouve les SGLT2 dans les tubules rénaux ou ils

facilitent la réabsorption du glucose du filtrat glomérulaire au rein (Giugliano et al., 2021).
2.1.1.2. Transporteurs de glucose facilitateurs (GLUT)

Les GLUT se trouve presque sur la plupart des cellules, et avec différentes proportions.
La translocation de glucose a travers la membrane se fait selon un gradient de concentration,
avec une vitesse rapide donc il s’agit d’une diffusion dite facilitée (Sayem et al., 2018). On
trouve 10 types de GLUT répartie en trois classes : — classe | : GLUT1, GLUT2, GLUTS,
GLUT4 ; — classe Il : GLUTS5 (spécifique du fructose), GLUT7, GLUT9, GLUT11 ; — classe
I GLUT6, GLUTS, GLUT10 (Fan et al., 2019). La classe | de ces transporteurs représente
la principale classe, parmi lesquels en trouve les GLUT2 sont exprime surtout dans la cellule
béta pancréatique, foie et rein. La cellule béta pancréatique murine a GLUT2 comme principal
capteur de glucose impliqué dans la régulation de la sécrétion d'insuline. Cependant, les cellules
béta humaines ont GLUT1, GLUT2 et GLUT3 comme capteurs de glucose a faible affinité mais

a haute capacité.
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Tableau 01 : Classification des différents transporteurs des hexoses appartenant a la famille de GLUT (Shearer et al., 2022)

GLUTs Localisation Hexoses . Particularité Réferences
Transportes
Ubiquitaire (ex : cerveau Glucose, mannose, Baldwin J.M. et al, 1981 ; Mueckler
GLUT1 hérgaties scles, tisell galactose, glucosamine, | Responsable du transport basal, maintenant M. et al, 1985 ; Kahn B.B. et al,
(SCL2A1) adineux. Foie ané:réas) 3-Omethylglucose et 2- | un niveau énergétique stable (Km = 1-2 mM) | 1992 : Rhoads D.B., 1994 : Maher
peux, P deoxy-dglucose J.C. etal, 2005
Equilibre des concentrations extra- et
Cellules B pancréatiques, pole Princinalement Glucose intracellulaire en condition physiologique ou Thorens B., 1992 ; Uldry M. et al,
GLUT2 basolatérale des entérocytes maispaussi alactose | 4 hyperglycémie augmentation d I’absorption | 2002 ; Marty N. et al, 2007 ; Kellett
(SCL2A2) | intestinaux, cellules épithéliales g intestinale de glucose, favorise la sécrétion | G.L. etal, 2008 ; Leturque A. et al,
. ; mannose et fructose e , )
rénales, cerveau et foie d’insuline ou de glucagon et I’expression des 2009
génes (Km = 17 mM)
GLUT3 Cellules neuronales, Glucose, maltose, xylose, : . : - Colville C.A. etal, 1993 ; Gould
(SCL2A3) | lymphocytaires, macrophages, déhydroascorbate, Captation de gluclo séerﬁt\r/ln)etabollsme (km G.W. et Holman G.D., 1993 ;
les plaquettes, foie, rein et coeur mannose et galactose ' Simpson L.A. et al, 2008
. Glucose Captation de glucose insulinodépendant, Cushrpan S.W. et Wardzala L'J"_
GLUT4 Adipocytes, muscles . t ; o ; . 1980 ; Holman G.D. et al, 1990
(SCL2A4) SN dehydroascorbate et contrdle rapide de la glycémie par stimulation : AR "
squelettiques et coeur lucosamine de la glycogénése et lipogénése (km 2-5 mM) Zhao F.Q. et Keating A.F., 2007 ;
g glycog Pog Karnieli E. et Armoni M., 2008
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2.1.2. Devenir du glucose

Aprés absorption, les monosaccharides sont amenés de l'intestin gréle au foie via la
veine porte. Dans le foie, le galactose et le fructose sont convertis en glucose. Une fraction du
glucose arrivant au foie, apres un repas peut étre transportée a travers les membranes
hépatocytaires via GLUT2, apres le franchissement a I’intérieur de la cellule quel que soit la
voie métabolique emprunté par le glucose il faut étre d’abord phosphorylée par la glucokinase
pour donner le glucose-6-phosphate ce dernier va entrer soit dans la voie de la synthése du
glycogene facilitée par la glycogéne synthase, ou bien dans la voie des pentoses phosphate et/ou
dans la voie de la glycolyse afin de produire des substrats de 3 carbone pyruvate ou lactate, ou
bien entrée dans la voie de lipogenese de novo, ces voies métaboliques permettant de produire
d’énergie ou bien des coenzyme et/ou production des réserves énergétiques sous forme du
glycogene ou triglycérides (Chadt et Al-Hasani, 2020).En conditions postprandianles, les
niveaux de glucose sont augmentés, ce qui stimule la libération d'insuline. La signalisation du
glucose active la protéine phosphatase 2A. De plus, la signalisation de I'insuline active d'autres
protéines phosphatases. De maniére additive ou synergique, le glucose et I'insuline conduisent
a la déphosphorylation (Serine32) de 6PFK2/FBPase2, augmentant ainsi l'activité kinase de
6PFK2/FBPase2 et diminuant I'activité phosphatase de 6PFK2/FBPase2. En conséquence, les
niveaux de F2,6P2 sont augmentés, entrainant une élévation de I'activité de la 6-phosphofructo-
1-kinase (6PFK1) et une réduction de l'activité de la FBPase. Cela sous-tend une augmentation

des taux de glycolyse et une diminution des taux de gluconéogenese (figure 03).

Fasting Feeding
Glucose :
C_?!“E?Q_‘?'_‘“ ‘ﬁt e 4 Insulin
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j F-6-P B IRS-2
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( Pyruvate = )
(+) t
PKA PP ?
1 t[F2,6P,] 4 t |
® v
6PFK2FBP2 | <5 | 6PFK2FBP2 |“

Figure 03 : Régulation nutritionnelle et hormonale de la 6-phosphofructo-2 kinase/fructose-

2,6-bisphosphatase (Huo et al., 2012).
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A jeun, la glycémie reste entre 4 et 5 mM, et les niveaux d'insuline sont faibles. Dans
cette condition, le foie est la principale source de glucose plasmatique , car cet organe contréle
la dégradation du glycogéne et la gluconéogenese , qui sont principalement régulées par les
hormones contre-régulatrices de l'insuline. Le foie, rein et I’intestin sont les seuls organes
capables de produire le glucose a partir du substrat endogéne et le libéré dans le sang car ces

organes sont doté d’enzyme le glucose 6 phosphatase (Huo et al., 2012).
2.2. Régulation de I’homéostasie glucidique en condition de jeune

Dans la plupart des tissus, le glycogeéne est utilisé comme réserve d'énergie pour
obtenir du glucose pendant les périodes de jelne, d'hypoglycémie ou d'hypoxie. Cependant, le
role du glycogéne n'est pas le méme dans tous les organes. En particulier, la fonction du
glycogene est significativement différente dans le foie et le muscle (Rozance et Hay, 2010).
Le foie joue un role important dans le controle de la glycémie, assurant que tous les tissus
recoivent un apport constant de glucose. Immédiatement apres un repas, la glycémie augmente

de maniére transitoire (Sharabi et al., 2015).

L'enzyme régulatrice la plus importante dans la voie de dégradation du glycogene est
la glycogéne phosphorylase (Agius, 2015), I'enzyme se trouve sous deux formes, inactive (b)
et active (a). La phosphorylase b dans le muscle et le foie est stimulée par I'ajout d'une liaison
ester phosphate au groupe hydroxyle de résidu sérine sur chacune de ses deux sous-unités. Cette
phosphorylation est catalysée par la phosphorylase kinase, qui transfére le phosphate de I'ATP
et forme la glycogene phosphorylase a (Johnson et al., 2020) :
=

Phosphorylase & + 2ATP —————— Phosphorylase a + 2ADP
(Inactive) {Mctive)

L'inactivation de la phosphorylase se produit par hydrolyse de la liaison ester
phosphate entre la sérine et le groupe phosphoryle, qui est catalysée par la protéine phosphatase
1 (PP1). La glycogéne phosphorylase a est convertie en b (Zhang et al., 2012) :

Phosphatase
Phosphorylase a — Phosphorylase b+ 2P;

En période de jeune prolongé une synthese de novo de glucose a partir de précurseurs

non hexoses s'éffectue grace a la néoglucogénese (Miyamoto et Amrein, 2017). Cette voie se

Contribution a 1’évaluation de 1’effet de Thymus numidicus et de Rosmarinus officinalis sur le
diabete alloxanique chez les rats

17


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/insulin-level
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/glucose-blood-level
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/gluconeogenesis

PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

produit principalement dans le foie et le cortex rénal et, dans une moindre mesure, dans l'intestin
gréle. Les principaux substrats de la gluconéogenese comprennent le lactate, le pyruvate, le

propionate, le glycérol et 18 des 20 acides aminés (Hanson et Owen, 2013).
2.3. Régulations hormonales et nerveuses de I’homéostasie glucidique

Une régulation précise du glucose circulant est cruciale pour la santé humaine et assure
un apport suffisant au cerveau, qui dépend presque exclusivement du glucose pour I'énergie
métabolique. L'noméostasie du glucose est coordonnée par les cellules endocrines sécrétant des
hormones, ainsi que par l'utilisation et la production de glucose dans les tissus métaboliques
périphériques, notamment le foie, les muscles et le tissu adipeux. Les tissus régulateurs du
glucose recgoivent une innervation dense des fibres sympathiques, parasympathiques et

sensorielles (Ottensmeyer et al., 2000).
2.3.1. Importance des hormones dans le contrdle du métabolisme glucidique
2.3.1.1. L’insuline

Se coordonne potentiellement avec le glucagon pour moduler la glycémie, I'insuline
agit via une voie anaboligue. L'insuline régule les niveaux de glucose dans le sang et induit son

stockage entrainant une prise du poids globale (Csajbok et Tamas, 2016).

Une augmentation du niveau de glucose dans le sang de 10% ou plus est suffisante
pour évoquer la libération d'insuline par la cellule B. Le mécanisme global de la sécrétion
d'insuline en réponse a une glycémie extracellulaire élevée est montré dans la (Figure 19). Le
glucose est transporté dans la cellule B par GLUT2 et phosphorylé par la glucokinase en
glucose-6-phosphate qui est métabolisé par glycolyse (en pyruvate) et le cycle de I'acide citrique
pour produire de I'ATP. Le rapport ATP/ADP élevé inhibe le canal K* sensible a I'ATP qui
provoque une dépolarisation de la membrane cellulaire conduisant & I'absorption de Ca®* de
I'extérieur (Ottensmeyer et al., 2000). L'entrée du ions calcium déclenche la fusion des
granules contenant de l'insuline a la membrane plasmique favorisant la libération d'insuline par

la cellule béta est I'activité de I'intestin apres un repas (Chang et al., 2004).
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Figure 04 : Mécanisme de sécrétion d'insuline (Rui, 2014).
2.3.1.2. Glucagon

L'homéostasie du glucose dépend en grande partie de la sécrétion équilibrée de
glucagon et d'insuline par les cellules pancréatiques alpha et béta, Chez I'homme, le glucagon
est sécrété par les cellules alpha des Tlots de langerhans, qui ne représentent que 10 % du volume
des Tlots ; 80% du volume des Tlots est composé de cellules béta, qui sécretent de l'insuline
(Bromer et al., 1957).

Le siege majeur de I'action physiologique du glucagon est le foie, pour plusieurs
raisons. Premierement, le foie est exposé a des concentrations de glucagon qui sont deux a trois
fois plus élevées que les niveaux auxquels les autres organes sont exposes (Guillaume et al.,
2020). Le glucagon est sécrété dans la veine porte et partiellement extrait par le foie avant d'étre
dilué par le sang pauvre en glucagon de la circulation systémique (Unger, RH, 1985).
Deuxiemement, les niveaux systémiques de glucagon endogéne sont généralement inférieurs a
ceux nécessaires pour affecter les récepteurs du glucagon sur le tissu adipeux afin de provoquer
une lipolyse. De plus, le glucagon n'a pas d'effet appréciable sur la glycogénolyse musculaire.
Troisiemement, les taux de glucagon dans la veine porte sont suffisamment élevés pour activer
les nombreux recepteurs hépatiques du glucagon (Galsgaard et al., 2019). Ces récepteurs sont
couplés a la protéine G S (Gs), qui active l'adénylate cyclase via sa sous-unité alpha.

L'augmentation résultante des taux d'adénosine monophosphate cyclique hépatique active la
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protéine kinase A, qui, a son tour, phosphoryle les enzymes nécessaires a l'activation de la

glycogenolyse hépatique (Mdller et al., 2017).
2.3.1.3. Catécholamines

Les catécholamines activent les récepteurs PB-adrénergiques dans le foie et stimulent la
production hépatique de glucose par de multiples mécanismes (figure 05). Dans des conditions
physiologiques, la réponse du métabolisme des glucides a la stimulation des catécholamines
consiste a fournir un flux de substrat énergétique aux organes dans le contexte de la réponse de
flight-or-fight. La glycogénolyse et la gluconéogenese sont améliorées, tandis que la synthése
du glycogene est inhibée. En plus de stimuler I'entrée du glucose dans la circulation sanguine
(Barth et al., 2007). Alors que les mécanismes o adrénergiques suppriment la sécrétion

d'insuline par les ilots pancréatiques (Hoeldtke et Boden, 1994).
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Figure 05 : Mécanismes des catécholamines induite des incréments sur concentrations de

glucose plasmatique (Engle et al., 2000).
2.3.1.4. Glucocorticoides

Les glucocorticoides (GC) jouent un réle essentiel dans un large éventail de systemes
physiologiques du corps, affectant le métabolisme des lipides et du glucose. Les effets du

cortisol sont largement médiés par le récepteur GC (GR). Les GC agissant par l'intermédiaire
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du GR régulent les enzymes clés du métabolisme du glucose dans le foie, le muscle
squelettique, le tissu adipeux et le pancréas. Dans le foie, les GC régulent I'expression des
principales enzymes gluconéogéniques telles que la phosphoénolpyruvate carboxykinase, la
glucose-6-phosphatase et la tyrosine aminotransférase (Bellavance et Rivest, 2014).

Le cortisol agit sur le foie, les muscles, le tissu adipeux et le pancréas. Dans le foie,
des niveaux élevés de cortisol augmentent la gluconéogenése et diminuent la synthese de
glycogene (Kuo et al., 2015). En présence de cortisol, les cellules musculaires diminuent
I'absorption et la consommation de glucose et augmentent la dégradation des protéines ; cela
fournit a la gluconéogenese des acides aminés glucogéniques (Exton, 1979). Dans les tissus
adipeux, le cortisol augmente la lipolyse. Enfin, le cortisol agit sur le pancréas pour diminuer
la sécrétion I'insuline et augmenter celle du glucagon (Rose et al., 2010).

2.3.2. Régulation de I’homéostasie glucidique par le systéme nerveux

Le systeme nerveux central (SNC) joue un réle clé dans la coordination de I'activité
de régulation du glucose des organes périphériques. Les régions hypothalamiques controlent la
sécrétion hormonale des Tlots et I'noméostasie du glucose dans tout le corps via le systéme
nerveux autonome, qui se compose des branches anatomiquement et fonctionnellement
distinctes des systemes nerveux sympathique et parasympathique. Les nerfs autonomes
innervent directement les ilots, le foie et le tissu adipeux, pour contrdler la sécrétion hormonale,
la production de glucose et le métabolisme par la libération de neurotransmetteurs et de
neuropeptides. De plus, les nerfs sensoriels transmettent des informations sur les signaux
métaboliques des tissus périphériques au cerveau et libérent localement des neuropeptides pour

influencer I'noméostasie du glucose (Eglise, 2003).

Les Tlots pancréatiques sont des micro-organes constitués de types de cellules
endocrines distincts, Les Tlots pancréatiques sont richement innervés par des fibres
sympathiques et parasympathiques, ainsi que par des fibres sensorielles nociceptives (Woods
et Porte, 1974).

Les nerfs sympathiques arrivent au pancréas via les nerfs splanchniques provenant des
ganglions coeliaques prévertébraux et mésentériques supérieurs, l'innervation sympathique est
localisée en grande partie a la périphérie des Tlots, les nerfs établissant des contacts directs avec
les cellules a sécrétant du glucagon (Ahren 2000). Les premieres études ont indiqué que
I'innervation sympathique agit pour élever rapidement les niveaux de glucose dans le sang,

L'activité sympathique est également essentielle pour la réponse de Il'organisme a

Contribution a 1’évaluation de 1’effet de Thymus numidicus et de Rosmarinus officinalis sur le
diabete alloxanique chez les rats

21



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

I'nypoglycémie, également connue sous

le nom de

réponse contre-regulatrice. Une

hypoglycémie prolongee, comme pendant le jelne, améliore l'activité sympathique, qui a son

tour stimule la libération de glucagon par les cellules a pour augmenter les niveaux de glucose

circulant (Rodriguez-Diaz et al., 2011) (figure 06).
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Figure 06 : Les nerfs périphériques modulent la sécrétion et le développement des hormones

des ilots (Chiu et al., 2012).

L'innervation parasympathique du pancréas provient du noyau moteur dorsal du nerf

vague. Les nerfs vagaux préganglionnaires se projettent sur les ganglions intra-pancréatiques,

a partir desquels les projections post-ganglionnaires innervent directement les Tlots, La

stimulation des nerfs vagaux augmente a la fois le glucagon circulant et I'insuline chez les

mammiferes. L'activité parasympathique contribue également a la réponse contre-régulatrice

pendant I'hypoglycémie, lorsque l'activité du nerf efférent vagal est augmentée, ce qui a son

tour stimule la sécrétion de glucagon pour provoquer une augmentation du glucose circulant

(Strubbe, 1992 ; Taborsky et al., 2002).
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Le stress oxydatif induit par I’hyperglycémie a été signalé comme une voie connue
dans la pathogenése des complications du diabete, Il a été démontreé que I'exposition de la lignée
isolée des ilots des cellules f pancréatiques au stress oxydatif inhibe 1'activité du promoteur
d’expression de I'ARNm du géne de I'insuline, diminuant I'expression du gene de l'insuline, en
inhibant 1’activité des enzymes clés entrés dans le métabolisme des glucides. Le stress oxydatif
est egalement fortement suspecté d'étre impliqué dans la résistance a l'insuline induite par

I'nyperglycémie chronique (diabete de type 2) (Valko et al., 2007).

Le diabete type 2 est I'une des maladies liées au mode de vie les plus courantes. Il s'agit
d'un trouble endocrinien majeur qui se manifeste par des troubles cliniques, notamment
I'athérosclérose, la neuropathie, la néphropathie, la rétinopathie. Les troubles métaboliques qui
en résultent sont caractérisés par une hyperglycémie résultant de défauts de secrétion et/ou
d'action de l'insuline et par une altération du métabolisme des lipides, des glucides et des

protéines (Stumvoll et al., 2005).

Les médicaments oraux pour le traitement du DT2 comprennent les médicaments qui
stimulent la libération d'insuline par les cellules B (sulfonylurées et méglitinides) ; inhibent
l'absorption intestinale du glucose (inhibiteurs de I'a-glucosidase) ; augmentent le transport
périphérique du glucose ; et réduient la production hépatique de glucose en inhibant la
gluconéogenese (biguanides et thiazolidinediones). La metformine et le glibenclamide
(biguanide, sulfonylurées) est le traitement le plus largement utiliseé pour le
DT2 ; malheureusement, il est associé a une augmentation de I'acidose lactique et 30% des
patients signalent des problémes gastro-intestinaux tels que diarrhée, crampes, nausées et
vomissements pouvant conduire a I'arrét du médicament (Okayasu et al., 2012).

Il existe un intérét continu pour trouver des médication plus efficaces a la fois
rétablissant la balance pro-oxydante/anti-oxydante et améliorant le contr6le glycémique avec
moins d'effets secondaires malgré la disponibilité de divers composés pour gérer ces défits
mondial ( stress oxydant et DT2), la maladie est un probleme mondial de santé avec 50 % des
personnes touchées vivantes dans des zones frappées par la pauvreté en Afrique et en Asie, il
est donc urgent de trouver des solutions efficaces mais moins colteuses. L'utilisation des
plantes a des fins curatives est antérieure aux premiers écrits de I'histoire et a I'origine d'une
grande partie de la médecine moderne. La phytothérapie est toujours le pilier d'environ 75 a
80% de la population mondiale centralisée dans les pays en développement pour les soins de
santé primaires (Bent et al., 2008). Notamment, ces dernieres années, il y a eu un essor

important de la phytothérapie dans le monde développé. En Allemagne et en France, de
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nombreuses herbes et extraits d’herbes sont utilisés comme médicaments sur ordonnance, De
nombreux médicaments conventionnels proviennent de sources végeétales, Avant et apres la
découverte de l'insuline, les herbes aux effets hypoglycémiants ont été utilisées dans la
médecine traditionnelle et sont toujours répandues, le développement de médicaments a partir
de plantes est la préoccupation des sociétés pharmaceutiques pour engagées dans le criblage
pharmacologique a grande echelle de diverses plantes, y compris des herbes. Toutes les parties
d'une plante, y compris les feuilles, les tiges, les fleurs, les racines et les graines, peuvent étre
formulées comme matiére premiere ou comme extrait. La maceration des plantes avec de I'eau,
de I'alcool ou d'autres solvants entraine I'extraction de leurs ingrédients pharmaceutiques actifs
parmi ces ingrédients on trouve les flavonoides de la fraction acétée d’éthyle (Aguilar et al.,
2008).

Beaucoup de littératures ont tant parlé sur le pouvoir hypoglycémiant de cette fraction,
ce qui nous mene a établir un lien d’investigation entre le fait de trouver des plantes typiquement
locales a I’ Algérie utilisése en tant que plantes médicinales face a I’hyperglycémie et lier leur
pouvoir d’activité avec la fraction flavonoidique d’acétate d’éthyle. On a trouver deux plantes

trés communes le Rosmarinus officinalis et Thymus numidicus.
1. Rosmarinus officinalis

Le romarin (Rosmarinus officinalis) est lI'une des plantes les plus connues depuis
I'Antiquité. Les anciens Egyptiens utilisaient des crémes et des huiles pour se protéger des
températures élevees et de la chaleur du désert. Le romarin était I'un des ingrédients de ces
produits, Dioscoride (40-90 avant JC) a nommé le romarin Libanotis coronaria, en référence a
sa propriété de tonifier le corps fatigué, Les péres de la médecine antique, a savoir Hippocrate,
Avicenne, et Galen utilisaient des onguents de fleurs et de feuilles de romarin macérées dans
de I'huile d'olive pour traiter les douleurs articulaires et comme vulnéraire pour guérir les plaies

(Gonzélez Minero et Bravo Diaz, 2017).

Au cours des siécles, les Rosmarinus ont été utilisés dans les médecines populaires
comme antispasmodiques, diurétiques, antiépileptiques, carminatifs, coliques néphretiques,
antirhumatismal et expectorant ; ainsi que pour le diabéte, la dysmenorrhée, les maladies

cardiaques et pour soulager les troubles respiratoires (Oumeish, 2001).

Le romarin (Rosmarinus officinalis), comme d'autres herbes bien connues comme le
basilic, le thym, l'origan, la menthe ou la sauge les plus proches, sont taxonomiquement classés
sous Mentheae, la tribu la plus grande et la plus importante économiquement de la sous-famille

des Nepetoideae au sein de la famille des Lamiacées (Andrade et al., 2018). Le genre
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Rosmarinus a été classé difféeremment par différents auteurs. Le mot Rosmarinus vient peut-
étre du grec Rhopos (buisson) et Myrinum (aromatique), I'épithete spécifique officinalis
(donnée par Linnaeus) fait référence a l'usage médicinal de la plante. Le genre Rosmarinus a
été fusionné avec le genre Salvia dans une analyse phylogénétique récente. Cela signifie que le
Rosmarinus officinalis n'est plus le nom correct de I'espéce étudiee. Comme le nom de Salvia
officinalis était déja occupé lors de la fusion, cette espece avait besoin d'une nouvelle épithéte
spécifique en Salvia, elle est donc maintenant connue sous le nom de Salvia Rosmarinus (De
Oliveiraetal., 2019).

Enfin, il convient de noter que le romarin est la plante la plus fréquemment utilisée

dans la phytothérapie traditionnelle en Algérie.
1.1. Taxonomie botanique

La plante est originaire du Caucase et de la Méditerranée orientale, bien qu'elle ait été
introduite dans de nombreuses régions du monde depuis I'Antiquité en tant qu'espéce

ornementale (par exemple, le reste de I'Europe, le Chili et la Chine) (Al-Sereiti et al., 1999).
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Figure 07 : Répartition géographique de Rosmarinus officinalis selon le Global Biodiversity
(Gonzéalez-Minero et al., 2020).

Cependant, c'est dans les pays au climat Mediterranéen qu'il est le plus cultivé sa

classification comme suit (Begum et al., 2013) :
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Reégne : Plantes
Phylum : Magnoliophyta
Classe : Angiospermes
Catégorie : Lamiides
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiacées

Sous-Famille :  Nepetoideae

Tribus Menthea
Genre : Salvia
Espéce : Salvia rosmarinus

Breve description de la plante (adapté de la description de Rosmarinus officinalis dans
Flora Ibérica : Le romarin est un arbuste a feuilles persistantes atteignant 1,8 m de haut, érigée
ou couché). Les feuilles (10-41 x 1-3 mm) sont non pétiolées, de taille variable dans la méme
branche ; ils sont fortement recourbés et aiguises, de forme linéaire ou lancéolée. La face
supérieure est verte et la face inférieure est blanchétre en raison de la présence de nombreux
poils : trichomes glandulaires (capités et peltés) et non glandulaires. Ses fleurs sont petites,
disposées en grappes courtes, et elles ont une corolle bilabiée violette ou blanche (8,5-13,5

mm) (Gonzalez-Minero et al., 2020).

Figure 08 : Feuilles, et des fleurs du de Rosmarinus officinalis (Altinier et al., 2007).

Contribution a 1’évaluation de I’effet de Thymus numidicus et de Rosmarinus officinalis sur le
diabete alloxanique chez les rats

27



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

1. 2. Bioactivité

Les extraits de romarin, qui sont généralement produits a partir de feuilles de romarin
séchees, présentent un grand intérét pour I'industrie alimentaire, la production apicultrice et
pharmaceutique car il exerce plusieurs effets bénéfiques sur la santé, a savoir antioxydants,
antibactériens, anti-inflammatoires et anti-cancérigénes ainsi que potentiels d'amélioration
cognitive. Il est crucial de noter que les extraits de romarin représentent un mélange de
nombreux composés qui peuvent présenter une action pharmacologique synergique ou peuvent
conduire a une réduction des effets secondaires indésirables de composeés spécifiques (Altinier
etal., 2007). Cependant, I'inconvénient de leur complexité réside dans la difficulté des analyses
chimiques et de I'évaluation en termes de composé ou de combinaison de composés contribuant

a des effets biologiques spécifiques (Yimam et al., 2017).

Des méthodes d'extraction conventionnelles telles que I'hydrodistillation, la décoction
et la maceration ainsi que d'autres méthodes, notamment I'extrait liquide sous pression,
I'extraction assistée par enzyme, la nanofiltration et I'extraction en phase solide, ont été utilisées
pour extraire les polyphénols des matieres végétales cette plante s'avére riche en flavonoides
comme composé majoritaire ce dernier semble avoir un grand pouvoir antidiabétique
(Doktorovova et al., 2016).

Carnosic Acid Rosmarinic Aad Carnosol

Figure 09 : Structure des polyphénols majeurs de Rosmarinus officinalis : acide carnosique,

acide rosmarinique et carnosol (Doktorovova et al., 2016).

Les inhibiteurs de 1'a-glucosidase sont utilisés dans la gestion de I'hyperglycémie
présente dans le DT2. L'acarbose est un médicament antidiabétique prescrit il réduit le taux
d'absorption du glucose en inhibant l'a-glucosidase dans la bordure en brosse de I'intestin gréle
et l'a-amylase pancréatique présente dans la lumiere de l'intestin gréle. L'exposition a I'ER

(55 mg/ml) est avere avoir une activité inhibitrice significative de 1'a-glucosidase (diminution
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de 60 %), voici d'autres effets bénéfiques anti-diabétiques appartenant d’ER sur des lignes

cellulaires in vitro (Xiao et al., 2013) :

Tableau 02 : Effets antidiabétiques de I'extrait de romarin et de ses principaux constituants

polyphénoliques : études in vitro (Doktorovova et al., 2016)

Cellule/Modele Traitement Effets Référence
] ER méthanolique
Hepatocytes HepG2 | gluconéogenése Yunetal., 2013
100 pg/ml

Lipase pancréatique Acétone RE 100 _
_ _ | PL humain (70 %) Ibarra et al., 2011
humaine pg/ml riche en AC

) tlipide intracellulaire Babish et al.,
3T3-L1 adipocytes ER 50 pg/ml )
tabsorption du glucose 2010

2. Thymus numidicus

Le genre Thymus, membre de la famille des Lamiacées, est composé d'environ 400
espéces de plantes vivaces aromatiques herbacées ou sous-arbustives originaires de la région
méditerranéenne dont 13 espéces poussent dans le nord de I'Algérie (Dob et al., 2006). Au sein
de ce genre Thymus numidicus, communément appelé thym, est largement utilisé en médecine
traditionnelle a des fins nutritionnelles et thérapeutiques depuis I'Antiquité comme remédes
contre les infections en raison de leurs propriétés biologiques. Des extraits ont été prescrits pour
traiter diverses maladies, telles que la fievre, I'asthme, la tuberculose et la sinusite. Elle est
utilisée fréquemment comme plante hypoglycémiante en algerie ce que nous mene a investiguer

leur pouvoir qui est peut-étre due au composé flavonoidique (Pottier-Alapetite, 1981).
2.1. Taxonomie botanique

Thymus numidicus Poiret caractérisé par des fleurs roses, est endémique de Tunisie et
d'Algérie, ou il pousse a I'état sauvage dans deux régions, Constantine (nord-est algérien) et
Kabylie (nord-centre algérien) (Quézel et Santa, 1963). Connu localement sous le nom arabe

Zaateur, le mot thymus en latin parfume, en grec courage sa classification comme suit :

Reégne : Plantes
Phylum : Magnoliophyta
Classe : Angiospermes
Catégorie : Lamiides
Ordre : Lamiales

Contribution a 1’évaluation de I’effet de Thymus numidicus et de Rosmarinus officinalis sur le
diabéte alloxanique chez les rats

29



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

Famille : Lamiacées

Sous-Famille :  Nepetoideae

Tribus Menthea
Genre : Thymus
Espéce : Thymus numidicus

Thymus numidicus Poir est une espece endémique du Nord-Ouest tunisien et de
I'Algérie. C'est un arbuste a vie courte et allogame principalement pollinisé par les
abeilles. C'est une espece hermaphrodite et posséde une capacité de reproduction asexuée soit
par multiplication vegétative. Il peut atteindre 10 & 15 cm de hauteur. Les feuilles sont opposées
et linéaires/lancéolées (4-15mm). Les fleurs sont hermaphrodites, grandes (15 mm) et
regroupées en capitules terminaux denses au calice irrégulier (3 mm) et a corolle rose
(6 mm). La floraison a lieu entre avril et juin. En Tunisie, T. numidicus leur population sont
réparties dans des bioclimats humides inférieurs aux bioclimats semi-arides supérieurs a des
altitudes allant de 450 a 1100 m. L'espéce pousse sur des sols calcaires pauvres et fertiles et se

présente en petites populations dispersees (Pottier-Alapetite, 1981).

Figure 10 : Feuilles, et des fleurs du de Thymus numidicus (Pottier-Alapetite, 1981).

2.2. Bioactivité

Des travaux antérieurs sur T. numidicus algérien ont montré que les huiles essentielles
présentaient une forte activité antibactérienne, en particulier contre Bacillus subtilus,
Staphylococcus aureus et Enterobacter aerogenes (Kabouche et 10., 2005). Les phénols de

cette plante présentent des propriétés antioxydants, anti-tumorales, antivirales, anti-
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inflammatoires significatives (Apak et al., 2007 ; Zhang et al., 2011). Les flavonoides de T.
numidicus ont eégalement été étudiés par (Benkiniouar et al., 2010), ils ont mentionné que cette
plante est riche en flavonoide cela peut nous conduire a chercher sur le pouvoir de cette fraction
qui est communément lié a I'activité hypoglycémiante.

3. Flavonoides
3.1. Flavonoides alimentaires

Les nutraceutiques sont des produits naturels dérivés de fruits et Iégumes qui procurent
de multiples bienfaits pour la santé. L'attention scientifique a été accordée au cours des 20
dernieres années aux composés naturels, tels que les flavonoides servant d'agent antidiabétique.
Les flavonoides sont des polyphénols qui sont omniprésents dans les fruits, les légumes, les
noix, le cacao, le thé, les graines de céréales et les herbes consommeés quotidiennement (A
Stravodimos et al., 2017).

Ils représentent une grande classe d'environ 8000 composés phénoliques. Les
flavonoides sont considérés comme une classe de métabolites secondaires biologiquement
actifs de plantes connus comme producteurs de pigments responsables de l'odeur et de la
couleur des fleurs, ou ils remplissent des fonctions antivirales, anti-allergiques, antibactériennes
et anti-inflammatoires (Ahmad et al., 2000). La structure des flavonoides se compose de 15
squelettes carbonés et de deux cycles aromatiques (A et B) reliés par une chaine a trois carbones
qui est généralement un cycle C hétérocyclique oxygéné. Sur la base de la structure générique
d'un cycle C, des groupes fonctionnels présents sur le cycle et de la position ou le cycle B est
attaché aux cycles C, six sous-classes de flavonoides sont définies : les flavones ; les flavonols
; flavanones ; flavan-3-ols ; isoflavones ; et anthocyanosides (Abotaleb et al., 2018). Les
flavonoides ont de multiples effets positifs sur la santé sur les troubles métaboliques, tels que
les maladies cardiovasculaires, le cancer, I'obésité et le diabéte. La recherche et les études
clinigues ont postulé la fonction des flavonoides dans la prévention et le traitement de certaines
maladies virales comme la grippe (Beecher, 2003). Ils servent également d'antioxydants qui
modulent le stress oxydatif dans le corps en neutralisant l'effet des espéces azotées et
oxygéneées, prévenant ainsi la maladie. L'activité antidiabétique des flavonoides soutient la
régulation de la digestion des glucides, de la signalisation de l'insuline, de la sécrétion
d'insuline, de I'absorption du glucose et du dép6t adipeux (Middleton et al., 2000). lIs ciblent
plusieurs molécules impliquées dans la régulation de plusieurs voies, comme I'amélioration de

la prolifération des cellules B, la promotion de la sécrétion d'insuline, la réduction de I'apoptose
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et I'ameélioration de I'hyperglycémie en régulant le métabolisme du glucose dans le foie
(Hossain et al., 2014).

Une étude américaine sur 200 000 femmes et hommes a évalué l'association entre
I'apport alimentaire de sous-classes de flavonoides et le diabéte de type 2, confirmant qu'une
consommation plus élevée d'anthocyanes de pommes, de myrtilles et de poires réduit le risque
de diabéte. On suppose que la majorité de la bioactivité des flavonoides se produit en raison de
leur groupe hydroxyle, des cétones a et f (Kawser et al., 2016).

3.2. Métabolisme des flavonoides

Les flavonoides hydrolysent et conjuguent les principales enzymes de l'intestin, du
colon et du foie. Dans l'intestin, les enzymes hydrolysées et conjuguées convertissent les unités
monomeéres de flavonoides en O-glucuronides, en ester sulfate et en ester O-méthylique
(Tanveer et al., 2017). La conjugaison des flavonoides se produit en deux phases : L'intestin
gréle (phase un), puis dans le foie, la fin de la phase une et le début de la phase deux se
produisent. Dans le foie, les métabolites conjugués subissent un traitement supplémentaire pour
produire des dérivés de sulfate et de glucuronide ou ils sont facilités et excrétés par la bile et
I'urine (Figure 11) (Del Rio et al., 2010). Les flavonoides non absorbés migrent vers le colon
ou ils subissent une hydrolyse ou une fermentation par le microbiote colique. Les flavonoides
glucuronides dans le foie sont hydrolysés par le microbiote en aglycones ou ils se décomposent
davantage en composés moléculaires inférieurs qui peuvent étre facilement absorbés (Scalbert
et al., 2002).

3.3. Effets antidiabétiques de flavonoides sélectionnés
3.3.1. Flavonol

Les flavonols sont caractérisés par un cycle carboné insaturé au carbone 2-3 qui est
oxydé en C4 tandis qu'hydroxylé en C3. On les trouve en abondance dans la laitue, les raisins,
les oignons, le chou frisé et les baies (Panche et al., 2016).

3.3.2. Quercétine

La 3,5,7,3,4"-pentahydroxyflavone ou quercétine dihydratée (CisH1007) est le
flavonoide le plus abondant dans l'alimentation humaine (Kelly., 2011). On le trouve
principalement dans les fleurs, les pommes, les graines de tomates, les baies, le fenouil, les
feuilles de thé, les noix, les oignons, le brocoli, le poivre, la liveche et les échalotes (David et
al., 2016). La quercétine agit comme base pour la formation d'autres squelettes de flavonoides,

tels que la naringénine, la rutine et I'nespéridine. La quercétine est impliquée dans plusieurs
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actions biologiques telles que : I'noméostasie du glucose, sensibilisant et sécrétant de I'insuline,
utilisation du glucose dans les tissus périphériques, I'inhibition de I'absorption intestinale du
glucose (Hollman et al., 1995). L'apport de quercétine est inversement associé a la prévalence
du DT2 dans la population chinoise, ce qui suggere son activité préventive contre le DT2. Une
revue systématique récente et une méta-analyse d'études animales ont montré que la quercétine
diminue les taux sériques de glucose a des doses de 10, 25 et 50 mg/kg de poids corporel (M
Eid et S Haddad, 2017). La quercétine extraite des baies a induit une voie de protéine kinase
activée par l'adénosine monophosphate (AMPK) indépendante de l'insuline qui ralentit la
consommation d'oxygéne de l'adénosine diphosphate en stimulant la translocation et
I'expression de GLUT 4 dans des mitochondries isolées (Yao et al., 2019). Ce mécanisme a
une activité similaire a la metformine (médicament utilisé pour traiter le diabéte de type 2)
(Fang et al., 2008). L'action antidiabétique de la quercétine implique la réduction de la
peroxydation lipidique, I'absorption du glucose par GLUT2 et l'inhibition de I'activation
dépendante de l'insuline des phosphoinositides 3-kinases (PI3K). En plus de cela, la quercétine
et ses dérivés stimulent une absorption de glucose dans les cellules musculaires et activent
I'’AMPK (Bule et al., 2019).

3.3.3. Rutine

La rutine est extraite de plantes telles que les oranges, les citrons, les raisins, les péches,
les citrons verts et le sarrasin. La rutine est également connue sous le nom de quercétine
glycosylée, sophorine et quercétine-3-O-rutinosie (Kreft et al., 1999). Les effets
antidiabétiques de la rutine comprennent la réduction de I'absorption des glucides par I'intestin
gréle, l'amélioration de I'absorption du glucose par les tissus, la suppression de la
gluconéogenese tissulaire, l'activation de la sécrétion d'insuline par les cellules f et la protection
des Tlots de Langerhans. Des changements dégénératifs (Huang et al., 2012). La rutine réduit
également la formation d'especes réactives de I'oxygeéne, de précurseurs avancés de produits
finaux de glycation, de sorbitol (Prince et Kamalakkannan, 2006). Lorsque des rats
diabétiques ont été nourris avec 100 mg/kg de rutine, une augmentation significative des
niveaux d'insuline et de I'activité des enzymes métaboliques glucidiques s'est produite. De plus,
les résultats ont montré une réduction significative du niveau de glucose plasmatique (Hao et
al., 2012).

3.3.4. Morin

Un flavonoide naturel, se trouve principalement dans les herbes meédicinales

traditionnelles, comme Prunus dulcis, Chlorophora tinctoria L., et des fruits comme la goyave
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et les figues (Ricardo et al., 2001). L'administration orale de morin pendant 30 jours dans des
modeéles animaux a entrainé une amélioration significative de la tolérance au glucose, de
I'nyperglycémie et de la résistance a l'insuline (Sreedharan et al., 2009). Les rats diabétiques
auraient diminué les niveaux de peroxydes lipidiques et d'antioxydants apres le traitement avec
morin. Morin a différents effets sur les enzymes hépatiques ou il réduit considérablement
I'activité de la G6Pase et de la Fructose-1,6-diphosphatase (FDPase), tout en améliorant

I'activité de I'nexokinase et de la G6PD (Sendrayaperumal et al., 2014).
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Figure 11: Illustration d'une voie flavonoide dans le corps humain (Vinayagam et Xu, 2015).
Le glycoside des flavonoides pénétre dans l'organisme par ingestion orale. Une réaction
enzymatique dans l'estomac (fleche verte) décompose les flavonoides en molécules plus
simples. Dans l'intestin gréle, la premiére conjugaison des flavonoides se produit lorsque
plusieurs réactions ont lieu, telles que la sulfatation et la méthylation, conduisant a la formation
d'oglucuronides, d'ester o-méthylique et d'ester sulfate. La deuxiéme conjugaison des
flavonoides a lieu dans le foie pour produire des dérivés de sulfates et de glucuronides qui
pourraient étre excrétés par la bile et I'urine. Les flavonoides non absorbés pénétrent dans le
colon pour étre hydrolysés ou fermentés en composés de poids moléculaire inférieur qui
peuvent étre facilement absorbés.
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3.3.5. Isoflavone

Les isoflavones se trouvent principalement dans les légumineuses, le soja et certains
microbes. La génistéine et la daidzéine sont la principale source d'isoflavones (Panche et al.,
2016). lls ont montré un effet anti-diabétique en stimulant la sécrétion d'insuline par les cellules

béta pancréatiques (Vinayagam et Xu, 2015).
3.3.6. Naringenin

La 5,7,4'-trihydroxyflavanone, un aglycone oxydé saturé, est présente en abondance
dans les agrumes, tels que les oranges, les tomates et les pamplemousses (Hasanein et Fazeli,
2014). 1l possede un large éventail d'activités biologiques, telles que des capacités antioxydants,
antidiabétiques (Patel et al., 2018). L'administration de ce flavonoide (25 mg/kg) a des rats
diabétiques a montré une inhibition significative de l'activité a-glucosidase qui a retardé
I'absorption des glucides, réduisant ainsi la glycémie postprandiale (Singh et al., 2018). Chez
les souris diabétiques de type 2, la naringine pourrait réguler positivement GLUT4 et réguler
I'expression des enzymes hépatiques impliquées dans la gluconéogenese et la glycolyse, ce qui

améliore I'hyperglycémie (Choi et al., 1991).
3.4. Défis liés a l'utilisation des flavonoides

Les flavonoides se sont révélés étre de bons candidats pour réduire la pathogenése du
diabete et ses complications. Les effets antidiabétiques modulateurs des flavonoides réduisent
I'apoptose et la résistance a I'insuline et améliorent la sécrétion d'insuline et la translocation de
GLUT 4.

3.4.1. Estimation du niveau de consommation de flavonoides

Les flavonoides dérivés des légumes et des fruits sont consommeés en faible quantité.
De plus, le contenu des légumes et des fruits contient non seulement des flavonoides, mais
également un mélange de métabolites végétaux secondaires (Gil-1zquierdo et al., 2001). Il est
donc difficile de stimuler ce mélange en un simple complément alimentaire purifié. Des efforts
ont été faits pour établir un niveau optimal de consommation alimentaire humaine de
flavonoides dans le monde, mais les méthodes d'estimation utilisées sont mal établies
(Macgregor et Jurd, 1978). Une étude américaine sur 805 sujets (hommes) agés de 65 a 84
ans a rapporté que l'apport estimé de flavonoides provenant de la quercétine, de la myricétine,
du kaempférol, de I'apigénine et de la leutéoline était de 26 mg/j et que les principales sources
d'apport étaient les pommes, le thé et les oignons (Thilakarathna et Rupasinghe, 2013). Une

autre étude menée aux Pays-Bas a rapporté un niveau deux fois plus élevé de flavonoides
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consommeés chez les adultes par rapport a I'étude américaine (50 g/jour). De plus, deux études
néerlandaises ont rapporté que le niveau de consommation estimeé de flavonoides était
respectivement de 23 mg/jour et 26 mg/jour. Ces différences observées dans le niveau de
consommation de flavonoides dépendent des habitudes alimentaires, de la situation
géographique, du statut socio-économique, de la méthode de transformation et de préparation
des aliments, de la solubilité des flavonoides et de I'ethnicité de la population. Par exemple, au
Japon, les aliments contenant du soja sont fortement consommés et, par conséquent, la
consommation d'isoflavones est supérieure a celle des autres sous-classes de flavonoides
(Suzuki et al., 1991).

A ce jour, aucune posologie recommandée de flavonoides n'a été rapportée en raison
de I'hétérogénéité de leur structure moléculaire et des informations limitées sur leur
biodisponibilité.

Des progrés majeurs dans la compréhension de la biodisponibilité des flavonoides ont

été réalisés, mais le défi de surmonter les problemes, tels que la perméabilité cellulaire, la

solubilité, I'excrétion et I'alternance métabolique, fait toujours défaut.

Des groupes de recherche tentent d'améliorer la biodisponibilité des flavonoides en
ciblant les sites d'absorption, en améliorant la stabilité métabolique et I'absorption intestinale
(Skibola et Smith, 2000).

3.4.2. Effets secondaires possibles de la consommation de flavonoides

Il est peu probable que les concentrations nécessaires a la plupart des flavonoides pour
générer des effets secondaires mutagenes et cytotoxiques se produisent par des sources
alimentaires, mais avec une supplémentation, cela pourrait entrainer une augmentation du
niveau toxique (Egert et Rimbach, 2011). Par exemple, la dose recommandée de suppléments
de quercétine est comprise entre 500 mg/jour et 1000 mg/jour, ce qui est 20 fois plus élevé que

ce qui pourrait étre consommeé dans un régime végétarien (Sahu et Gray, 1993).
3.4.3. Combinaisons de flavonoides pourraient-elles avoir des effets synergiques

Meilleure activité peut étre définie par le nombre de voies liees au diabéte qui sont
amélioreées par la consommation de différents flavonoides. La quercétine stimule l'activité de
trois voies différentes : Elle améliore la translocation de GLUT 4 ; inhibe l'activité tyrosine
kinase ; et réduit la peroxydation des lipides. L'apoptose des cellules B pourrait étre prévenue

par l'administration de cyanidine ou de kaempférol, ou de baicaléine. La consommation de
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rutine ou de cyanidine inhibe l'a-glucosidase et I'a amylase qui réduisent l'absorption des

glucides dans I'intestin gréle (Thomas et Gregg, 2017).

Leurs effets positifs sur le diabéte pourraient-ils étre encore améliorés quand en
ingérant une combinaison de différents flavonoides qui se complétent en déclenchant des voies
supplémentaires ? Par exemple, I'administration de baicaléine et de quercétine initie les effets
positifs sur le diabete dans six voies principales : Le transporteur de glucose ; enzymes
hépatiques ; apoptose des cellules béta ; les PPAR ; AMPK ; tyrosine kinase ; et voies NF-«B.
En raison de cette combinaison hypothétique, la suractivation de ces voies peut étre empéchée,

tandis que I'action nécessaire pour améliorer le diabéte peut étre réalisée (Grace et al., 2009).
3.4.4. Flavonoides et metformine

La Metformine est un médicament antidiabétique oral dérivé du lilas francais adapté
au traitement du diabete avec un profil de sécurité bien connu (Zheng et al., 2018). La
comparaison de l'effet de la metformine et des anthocyanes extraites des myrtilles sur la
glycémie a révélé que I'extrait de myrtille (595 mg/g d'anthocyanines totales) entrainait une
réduction de 33 % a 51 % de la glycémie par rapport a la réduction de 27 % observée avec la
metformine. Une autre étude a rapporté que la quercétine stimule une voie AMPK dépendante
de l'insuline, qui est analogue a l'activité de la metformine (Peng et al., 2017).
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MATERIEL ET METHODE

1. Expérimentation phytochimique
1.1. Matériel végétale

Les jeunes pousses de Rosmarinus officinalis et Thymus numidicusont été collectés au
mois d’Avril 2019 dans la région de Tébessa et de Constantine pendant la période de floraison.
Les plantes provenant de deux localités Est d'Algérie, elles sont identifiées par un botaniste, Le
spécimen de référence (05-2020) a été déposé a I'herbier du département de biologie appliquée
de Larbi-Tebessi, université, Tebessa-Algérie, et aprés sont nettoyés et séché a 1’abri de soleil
apreés on a récupére seulement les feuilles, ensuite ils ont été broyés en poudre pas fine par un

broyeur, les matériaux ont été stockés a température ambiante pour une utilisation postérieure.
1.2. Préparation de ’extrait

L'extraction des flavonoides est réalisée selon la méthode (Markham, 1982) avec une
modification inspirée par la méthode de (Bruneton, 1999). Elle est basée sur le degré de
solubilité des flavonoides dans un solvant organique. Cette méthode comprend 2 phases
principales : phase solide-liquide et phase liquide-liquide. La premiere se fait avec du méthanol
pour dissoudre et solubilisé les composés de la plante dans le liquide d’extraction (flavonoides).
La seconde consiste a confronter plusieurs solvants avec ’extrait pour récupérer différent

composés selon leur polarité avec le solvant.

L’extraction des flavonoides est réalisée a partir de la matiére seche broyée avec un
calibre bien précis et macéré dans le méthanol 95% 1 poid de matiere sec dans 3 volume de
solvant pendant 24h. Le macérat est filtré puis soumis a une évaporation a basse pression a
35°C (Rota Vapor, Biichi 461, Germany), le processus répété 3 fois la derniere évaporation sera
a sec. Apreés on I’ajoute a La phase solide obtenue I’eau beuillé est les conservée pendant 24
heures & 3°C pour acceélérer la diffusion des molécules dans 1’eau puis filtrée. Le filtrat est
débarrassé des cires, des lipides et de la chlorophylle par trois lavages successifs avec 1’éther
de pétrole (3 v/v) dans une ampoule de décantage pour donner une phase aqueuse. Afin de
séparer les flavonoides en fractions aglycones, monoglycosides et di et triglycosides, la phase
aqueuse est mélangée avec 1’éther diéthylique (3 v/v) pour obtenir une phase organique
contenant les flavonoides aglycones et les aglycones méthoxylés. Encore une fois la phase
aqueuse subit trois confrontation avec 1’acétate d’éthyle afin de récupérer dans la phase
organiqgue certains flavonoides les monoglycosides et les diglycosides, phase aqueuse restante
est confrontée avec le n-butanol pour récupérer notamment les flavonoides di et triglycosides.
Enfin les phases organiques sont évaporées a basse pression 35 C° jusqu’a sec, elles sont

récuperées est pesées afin de calculer le rendement.
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Figure 12 : Protocole de fractionnement des flavonoides de RO et TN (Bruneton, 1993).
1.3. Contenu phénolique total (TPC)

La détermination de la teneur de TPC pour les 3 fraction a été réalisée selon la méthode
(Singleton et Rossi, 1965) on a utilisé le réactif de Folin-Cicalteau, une gamme d’étalonnage
a été reéalisée avec I’acide gallique pour calculer la teneur en TPC dans chaque extrait aprés les

résultats ont été exprimés en Img d’équivalent d’acide gallique par 1g de lyophilisat.

Principe

Le réactif FCR, constitué par un mélange d'acide phosphotungstique (H3PW12040)
et d’acide phosphomolybdique (H3PM012040), est réduit, lors de I'oxydation des phénols, en
mélange d'oxydes de tungstene (W8023) et de molybdéne (M08023). La coloration bleue
produite est proportionnelle a la teneur en phénols totaux et possede une absorption maximale

aux environs de 750 -765 nm.
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Réactifs

Eau distillé, Méthanol, FCR (Folin-Ciocalteu réactif), Na2CO3 de 7,5% (Carbonate

de sodium), Acide Gallique, extrait de plante.
Procédure

20 ul d’extrait de plante + 100ul de FCR dilué (1 :10) + 75 ul de carbonate de sodium
(7,5%) + mettre le mélange a 1’obscurité pendant 2h + lecture a 765 nm. Un blanc est préparé

de la méme maniere en remplagant 1’extrait par le solvant utilisé (Méthanol).
1.4. Contenu flavonoide total (TFC)

L’¢évaluation quantitative en TFC pour les 3 fraction a été établie selon la méthode
(Turkoglu et al., 2007) basée sur la formation d’un complexe entre AL3* et les flavonoides,
une gamme d’étalonnage a été réalisée avec la quercetine pour calculer la teneur en flavonoides
dans chaque extrait les résultats ont été exprimé en 1mg d’équivalent de quercetine par 1g de

lyophilisat.
Principe
Le dosage des flavonoides dans les extraits est basé sur la formation d’un complexe
entre Al+3 et les flavonoides.
Reactifs

Méthanol, Eau distillé, 10% nitrate d’aluminium (AI(NOz3)3, 9H.0), 1 M Potassium
acetate (CH3sCOOK), Quercetin (Flavonoide), extrait de plante.

Procédure

50 pl (extrait de plante) + 130 pul (MeOH) +10 pl (CH3COOK) + 10 pl (AI(NO3)2, 9H20) +
attendre 40 mn + lecture a 415 nm. Un blanc échantillon est préparé en remplacant les réactifs
par le méthanol (50l extrait + 150l méthanol).

1.5. Détermination de capacité antioxydant
1.5.1. Test scavenger-radical libre DPPH

La mésure d’activité a piégé le radical DPPH (2,2-diphenyl-1-pycrylhydrazyl) a été
établie selon la méthode décrite par (Blois, 1958) les résultats ont été donnés comme la
concentration inhibent 50 % des radicaux (ICso) et on le comparant avec les standard (BHA,

BHT, a-Tocophérol).
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Principe

Il sagit d'un test d'activité Scavenger contre les radicaux libres. L'activité anti-
radicalaire des produits naturels peut étre dosée en mesurant la diminution de I'absorbance a
517 nm du radical libre stable DPPH. Le radical libre de couleur violette réagit avec le piégeur

pour donner le produit incolore 1,1-diphényl-2-picrylhydrazine :
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Réactifs
Poudre de DPPH, Méthanol (tamponné ou ordinaire, qualité HPLC), ultrafiltré (0,22
um), I’eau bidistillé.
Procédure
160 pl (DPPH dissout dans le méthanol) + 40 ul (extrait) et lecture 517 nm.

(AbsB — AbsE)
AbsB

Pourcentage d'inhibition DPPH % = ( ) %X 100

AbsB : absorbance du blanc.
ADbSE : absorbance d’échantillon.
1.5.2. Test de cation radical ABTS

Test de la capacité a scavenger le cation ABTS est une premiére estimation a la
capacité antioxydant de notre extrait sur le radical ABTS selon la méthode (Re et al., 1999),

les résultats ont été donnés comme la concentration qui inhibe 50 % les cations ABTS (ICso).
Principe
Le mono-cation radicalaire préformé de l'acide L'acide 2,2'-azino-bis(3-

éthylbenzothiazoline-6-sulphonique) (ABTS™) est généré par oxydation de I'ABTS avec du

persulfate de potassium et est reduit en présence de tels antioxydants donneurs d’hydrogene :
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Réactifs

K2S20s, ABTS, I’eau distillée, éthanol, a-Tocophérol, BHA
Procédure

7 mM ABTS + 5 ml H20 + 2.45 mM (K2S208) +5 ml H20+ attendre 16 heures a
I’abri de la lumiére puis 160 pl d’ABTS' + 40 ul d’extrait + attendre 10 mn + lecture a 734
nm:

(AbsB — AbsE)
AbsB

Pourcentage d'inhibition ABTS % = ( > x 100

AbsB : absorbance du blanc.
ADbSE : absorbance d’échantillon.
1.5.3. Test de radical Galvinoxyl (GOR)

L’activité a piégé le radical galvinoxyle (GOR) a été déterminé selon la méthode

décrit par (Shi et al., 2001), les résultats ont été exprimés en (ICsp).

Principe
Le galvinoxyle est réduit par des piégeurs de radicaux libres donneurs d'hydrogeéne,

comme le montre la réaction :

G-+IH— GH +1-

Sur la base qu'une molécule de galvinoxyle réagit avec un groupe hydroxyle actif, nous
pouvons déterminer la quantité d'hydrogénes phénoliques actifs dans la réaction avec le

galvinoxyle par la diminution de I'absorbance du galvinoxyle dans la solution de réaction.
Réactifs

Radicale Galvinoxyle, éthanol.
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Procédure

40 ul extrait + 160 pl (0,1 mM Galvinoxyle) dans 100 ml MeOH + incubation 120 min

+ lecture 428 nm:

(AbsB — AbsE)
AbsB

Pourcentage d'inhibition Galvinoxyle % = ( ) x 100

AbsB : absorbance du blanc.
ADbSE : absorbance d’échantillon.
1.5.4. Radical superoxyde scavenging (pyrogallol)

La capacité de neutraliser des radicaux superoxydes générés par I’auto-oxydation de
pyrogallol a été déterminée selon la méthode décrit par (liang et al., 2014), les résultats sont
été exprimes en (ICso).

Principe
Le pyrogallol au milieu alcalin subit une auto-oxydation qui va générer des radicaux

du super- oxyde ces radicaux sont rapidement internalisés par les antioxydants de la solution a
tester.

Réactifs
Tampon Tris-Hcl (50 mM, PH 8,2), 25 mM Pyrogallol, Hcl.
Procédure

4,5 ml Tompon Tris-Hcl, 0,4 ml de pyrogallol + 1 ml d’échantillon le tous incubé a 25
C° pendant 5 min puis 1 ml de Hcl gouté dans la mixture rapidement pour terminer la réaction.
L’absorbance est mesurée a 420 nm :

(AbsB — AbsE)
AbsB

Pourcentage d'inhibition superoxyde de pyrogallol % = ( ) x 100

AbsB : absorbance du blanc.
ADbSE : absorbance d’échantillon.
1.6. Activité antidiabétique
1.6.1 Test anti-glycation

Le test de capacité de I’extrait a inhiber la formation des protéines gliqués a été évalué
selon la méthode (Matsura et al., 2002), les résultats ont été exprimeés en (ICso) ensuite on les

a comparés avec le standard Rutine.
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Réactifs

BSA (4mg/ml), D-Glucose (1M), tampon phosphate (0,1M, PH 7,4), PBS Alcalin, PH
10, (137 mM NacCl, 8,1Mm NayHPO4, 2,68mM KCL, 1,47mM KH2PO4) ajusté par 0,25N
NaOH, TCA 100% (w%yv), le standard : La rutine.

Procédure

Pour le mix réactionnel (préparation dans des tubes eppendorf 1,5 ml) :

100 pl de BSA (dissoudre 4 mg de BSA dans 1 ml d’eau distillé) + 100 pl de Glucose
200 mM + 10 pl extrait de plante + 250 pul de tampon phosphate (0,1 M — PH 7,4) + 40 pl eau
distillé puis incubation du mélange & 60 C° pendant 30 h. Le contrdle négatif est préparé sans

’extrait de plante et gardé a 4 C° jusqu’a mesure de 1’absorbance.

Apres incubation :

Laisser refroidir, puis, transférer des aliquotes de 100 pul de chaque tube a de nouveau
tubes eppendorf 1,5 ml + 10 pl de TCA 100 % (w/v) + Agitation et centrifugation (15000 tpm,
4 C° 4 min). Eliminer le surnageant contenant le glucose, I’inhibiteur et les substances
interférentes. Ajouter 400 pl de PBS Alcalin (PH : 10) au précipité AGEs-BSA pour
dissolution. Transférer 200 pl de chaque tube dans une microplaque noire 96 puits pour lecture.

Mesure de 1’absorbance a 370 nm et 440 nm respectivement :

[ Abs C — (Abs E — Abs B)]
Abs C x 100

Pourcentage d'inhibition de glycation % =
Abs C : absorbance de contrdle.
Abs B : absorbance de blanc.
Abs E : absorbance d’échantillon.
1.6.2. Test d’inhibition a-amylase

L’activité d’inhibition a-amylase a été évaluée selon la méthode décrit par (Zengin et
al., 2014) les résultats sont eté exprimés en (ICso) et on a été les comparés avec 1’acarbose

comme standard.
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Principe
CO,H COzH
OH OH
Reducing sugar
100 °C =
O,N NO, O,N NH,
DNSA Absorbance maximum at 540 nm

Réactifs

Amidon soluble (0.2 M, pH 6.8) + 17 mM NaCl) — S1, Enzyme a-amylase (25
unit/mL) — S2, NaOH 2N : — S3, coleur réagent : acide 3,5-dinitrosalisylic (44 uM) +
potassium sodium tartrate tetrahydrate (106 uM) + NaOH (40 uM) — S4.

Procédure

75 pl extrait + 125 pul (S1) + 20 pl (S2) + incubation pendant 30 min a 37 °C + 25 uL
(S3) + 20 pL (S4) + incubation pendant 20 min a 37 C° + lecture a 540 nm.

o (Abs C — Abs CB) — (AbsE — AbsEB)
% d'inhibition = (Abs C —Abs CB) x 100

Abs C : absorbance de contréle.

Abs B : absorbance de blanc.

Abs E : absorbance d’échantillon.

Abs CB : absorbance pour blanc contréle.

Abs EB : absorbance pour blanc échantillon.

1.7. Test inhibition Acetylcholinesterase (test anti-Alzheimer)

L’inhibition de I’acétylcholinestérase par les 3fractions a été évaluée selon la méthode
décrit par (Ellman et al., 1961), I’acétylcholinestérase iodide a été utilisé comme substrat

d’enzyme et le Galanthamine comme standard ensuit les résultats sont été exprimés en (ICso).

Principe

Le principe de la méthode est mesuré du taux de production de thiocholine produite
par I'hydrolyse de l'acétylthiocholine. Ceci est accompli par la réaction continue du thiol avec
les ions 5 : 5-dithiobis-2-nitrobenzoate pour produire l'anion jaune de l'acide 5-thio-2-

nitrobenzoique, le taux de production de couleur est mesuré a 412 nm.
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Réactifs

NazHPO4, 2H,0, NaH2POs, 2H20, NaHCO3, NaOH, DTNB, ACI (Acetylthiocholine
iodide), AChE, Galantamine, 1’eau distillé, éthanol.

Procédure

95 L of 100 mM sodium phosphate buffer (pH 8.0) + 15 uL d’extrait solution dissous
dans I’éthanol a différente concentrations + 30 uL. AChE (5.32 _ 10-3 U) solution + incubé a
25 C° pendant 15 mn + 25 puL de DTNB (0.5 mM) + 10 pL of acetylthiocholine iodide (0.71
mM) + lecture & 412 nm, pour 0 min une fois lecture, 5 min deux lecture, 10 min trois lecture,
15 min quatre lecture.

(AbsE — AbsS)
AbsE

Pourcentage d'inhibition Acetylcholinesterase % = ( ) x 100

Abs E : absorbance d’activité enzymatique sans extrait.
Abs S : absorbance d’activité enzymatique avec 1’extrait.
1.8. Facteur d’inhibition

Ce facteur donne une variable qui exprime le pouvoir d’inhibition d’extrait par rapport
a I’inhibition de référence donc il sera démontré combien de fois nos fractions seront plus
puissant ou moins que 1’inhibiteur de référence (Owokotomo et al., 2015), sera calculé comme
suit :

IE (|C ) _ IC50 inhibiteur de référence
N IC50 inhibiteur drextrait

2. Expérimentation animale

Des rats Wistar males sains de Rattus novergicus agés de 2 mois pesant entre 200 et
220 g sans traitement médicamenteux préalables, ont été utilisés uniquement pour la présente
étude, émanant de I'Institut Pasteur, les animaux ont été acclimatés aux conditions d'hygiéne
du laboratoire avant 10 jours pour démarrer I'expérience dans ces conditions (température : 23c°
+ 2 c° et photopériode naturelle : 12h de lumiére et 12h d'obscurité), ils ont été nourris avec un

régime de granulés (ONAB-Elharouche, Skikda-Algérie), et de I'eau disponible adlibitum.

Ensuite la fraction qui apparait, une bonne épreuve au test phytochimique sera utilisée
in Vivo chez nos cobayes la fraction d’acétate d’éthyle des plante Rosmarinus officinalis et
Thymus numidicus semble la plus porteuse d’un pouvoir bioactf aux différentes activités

phytochimiques.
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2.1. Etudes de toxicité aigué

Avant de commencer notre étude sur le diabete un test de toxicité aigué a été réalisé
pour évaluer notre fraction flavonoide, ce test a été déterminé selon les directives de I'OCDE
n° 420 (organisation de coopération et de développement économiques). Des rats males (200-
2200) ont été utilisés et scindés en différents groupes de 6 rats. Chaque groupe a recu différentes
doses d'echantillon d'essai jusqu'a 2000 mg/kg de poids corporel, aprés les animaux ont été
surveillés pendant 14 jours pour confirmer s'il y a des mortalités ou une réponse
comportementale détectée. En fin de compte, aucun décés n'a été enregistré jusqu'a la dose de
2000 mg/kg de poids corporel. Et comme résultat la dose 300 mg/kg de poids corporel a été

choisie comme la dose expérimentale la plus avancée.

2.2. Activité anti-hyperglycémique de R.O-EA et T.N-EA chez des animaux normaux
chargés en glucose

L'activité antidiabétique de la fraction d'acétate d'éthyle a été évaluée selon la méthode
de (Jarald et al., 2009) avec une légere modification. Les animaux ont été divises au hasard en
6 groupes, 6 rats pour chacun, le témoin négatif a recu uniquement la solution de véhicule 1%
Tween 80 dose 0,5 ml/100g p.c, le témoin positif a recu une dose de glibenclamide 5 mg/kg
p.c. Les autres groupes ont été traités avec I'extrait de RO-EA et TN-EA a différentes doses
(150 mg/kg et 300 mg/kg p.c.). Les animaux ont recu leurs doses par voie orale avec une sonde
de gavage numéro 7. La glycémie des animaux a été prise apres une période de jedine nocturne
a un temps 0. Juste aprés la premiere mesure, les animaux ont recu tout le traitement apres ils
sont restés pour recevoir la dose de glucose 4 mg/kg p.c, et I'autre mesure de glycémie a été
prise a ¥, 1, 2, 3h aprés une dose de glucose. La glycémie a été estimée avec un glucometre
(DIAGNO-CHECK smart) a partir des extrémités de la queue des rats.

2.3. Activité hypoglycémiante de R.O-EA et T.N-EA chez des animaux normaux a jeun

Les mémes étapes effectuées dans le test précédent ont été répétées. Cependant, les
rats ont jelné pendant une nuit pendant 10 h, le premier groupe qui est resté comme témoin
négatif a recu une dose de 0,5 ml/100 g de poids corporel de véhicule. Le deuxiéme groupe a
recu du glibenclamide comme dose de référence de 5 mg/kg dissous dans de I'eau salée (0,9
w/v NaCl). Les groupes 3 a 6 ont recu la dose d'extrait de RO-EA et TN-EA (150 mg/kg et
300 mg/kg de poids corporel), comme mentionné dans le (tableau), les échantillons du sang ont
été prélevés du bout de la queue a la fois 0 (avant administration orale) et %, 1, 2 et 3 h aprés
I'administration du vehicule, de I'extrait et du glibenclamide. Le taux de glycemie a été fait

comme le test précédent.
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2.4. Effet dose-dépendant de I'extrait RO-EA et TN-EA sur le taux plasmatique de glucose

et d'insuline chez les rats diabétiques

Le diabéte a été induit chez les rats (aprés avoir jeliné pendant une nuit pendant 8
heures), avec une dose unique d'Alloxan de 120 mg/kg de poids corporel dans 0,9 p/v de NaCl
par voie intrapéritonéale. Les rats ont été placés dans des cages avec des bouteilles remplies de
glucose a 10 % pendant les 24 h suivantes pour prévenir I'nypoglycémie. Apres 72 heures
d'injection, la glycémie a jeun a été mesurée, les rats ayant montré une glycémie supeérieure a
300 mg/dl ont été acceptés pour le test. Les 54 rats sélectionnés ont été répartis au hasard en 9

groupes, 6 rats pour chacun, selon le tableau suivant :
Groupe 1:  Rats témoins normaux (vehicule 0,5 mi/100g p.c.)
Groupe 2:  Normal + TN-EA (300 mg/kg p.c.)
Groupe 3:  Normal + RO-EA (300 mg/kg p.c.)
Groupe 4:  Rats témoins diabétiques (véhicule 0,5 ml/100g p.c.)
Groupe 5:  Diabétique + TN-EA (150 mg/kg p.c.)
Groupe 6:  Diabétique +TN-EA (300 mg/kg p.c.)
Groupe 7:  Diabétique + RO-EA (150 mg/kg p.c.)
Groupe 8:  Diabétique + RO-EA (300 mg/kg p.c.)

Groupe 9:  Diabétique + Glibenclamide (5 mg/kg p.c.)

L'extrait a été dissous dans le véhicule (1% Tween 80), le glibenclamide a été dissous
dans de l'eau salée 0,9 w/v NaCl, la consommation d'eau et de nourriture a été surveillée tout
au long de la période de 21 jours a une heure fixe pour chaque groupe et renouvelée chaque
jour, et le poids des rats a été pris avant le début du traitement et avant le sacrifice. Aprés 21
jours de traitement, les rats ont été mis a jeun pendant une nuit puis anesthésiés et sacrifiés par
décapitation cervicale, le sang a été prélevé pour mesurer la concentration sérique de glucose
et d'insuline, et le groupe de traitement qui semblait montrer une bonne amélioration du taux
plasmatique de glucose et d'insuline a été sélectionné pour déterminer le taux d'Hb et d'HbAc1
et aussi pour la partie histologique et le dosage de I'enzyme clé du métabolisme glucidique, le
foie a été récuperé dans une solution de formol a 10% et immédiatement envoyé pour étude
histologique, le foie a été rincé avec une solution saline glacée, homogénéisé avec une solution
a 10% p/v de Tampon Tris-HCI 0,1 M (pH 7,4), puis centrifugé (10000xg pendant 15 min a
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4°C), le surnageant a été utilise pour le dosage de I'enzyme hépatique et du glycogene. La

concentration en protéines a été mesurée par la methode de Lowry et al.

2.4.1. Glycogene synthase
Principe

(Glucose), + UDPG — (Glucose),y1 + UDP

L'activité est mesurée par la quantité d'UDP formée a partir d'UDPG en présence de
glycogene et de G-6-P selon la méthode de (Leloir et Goldemberg, 1962). L'estimation de
I'UDP est réalisée en utilisant une préparation de pyruvate kinase qui catalyse le transfert de

phosphate du phosphopyruvate vers I'UDP. Le pyruvate libéré est estimé par colorimétrie.
Réactifs

Solution de glycogéne, 40 mg /ml. Tampon glycine 0,75 M, pH 8,5, contenant 0,025
M EDTA. 0,05 M G-6-P (pH 7) sel de sodium. Les solutions de glycogéne, de tampon et de G-
6-P mélangées a volume égal. Cystéine 0,03 M, fraichement préparée et neutralisée. UDPG, 25
micromoles/ml. 0,01 M PEP (cyclohexylammonium ou sel de sodium) dans 0,4 M KC1.
Pyruvate kinase fraichement diluée dans 0,1 M MgSQa. 0,1 % de dinitrophénylhydrazine dans
2N d’HCI. 10N NaOH. 95% d'éthanol.

Procédure

On mélange 0,03 ml de la solution glycogene-tampon-G-6-P, 0,005 ml. 0,005 ml de
cystéine, 0,005 ml d'enzyme (surnagent) et 0,01 ml de I'UDPG. La réaction est déclenchée des
I'addition de ce dernier, et I'incubation est effectuée a 37° pendant 5 a 10 minutes. Les tubes
sont ensuite chauffés au bain-marie bouillant pendant 1 minute. Un blanc dans lequel 'UDPG
est ajouté apres l'incubation. Pour estimer I'UDP formé dans la réaction, 0,025 ml de PEP et
0,025 ml de pyruvate kinase sont ajoutés. Les tubes sont incubés 15 minutes a 37°, et 0,15 ml
de dinitrophénylhydrazine est ajouté. Aprés 5 minutes 0,2 ml de 10 N NaOH et 1,1 ml d'éthanol
sont ajoutés, et les tubes sont mélangés et centrifugés. La densité optique du fluide surnageant
est mesurée a 520 nm. L'activité de la glycogene synthétase est exprimée en micromoles d'UDP
formées par millilitre d'enzyme par minute :

(AE /min)

X = A
260 x I x mg Vt/Ve = glycogéne Ul /mg

260 : cofficient d’extinction molaire de UDP.

| : épaisseur de trajet optique de la cuve 1 cm.
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Vt : volume totale de la cuve.
Ve : volume d’échantillon.
2.4.2. Glucose-6-phosphatase
Principe

Glucose-6-P + H.O — Glucose 4+ PO,

La méthode est basée sur l'incubation du substrat spécifique avec I'enzyme et la
détermination de I'orthophosphate libéré selon la méthode de (Hikaru et Toshitsugu., 1959).

Réactifs

Glucose-6-phosphate (G-6-P), Sodium sulphate, Na>Os, ou potassium sulphate,
K2SOs, acid Trichloroacetic, Ammonium molybdate, (NH4)eM07024 - 4 H>O, Sodium
hydrogen sulphite, NaHSO3, Sodium sulphite, Na>SOs3, acid I-Amino-2-naphthol-4-sulphonic,
Potassium dihydrogene phosphate KH2POa.

Procédure

Placer deux tubes & essai contenant la solution G-6-P et le tampon dans un bain-marie
a 37°C. Pour chaque échantillon préparer un tissu témoin (tube 1) et pour chaque série un réactif

témoin (tube 2), Pipeter dans des tubes a centrifuger :
Expérimentale : Contréle 1 : Control 2 :
0,1 ml d'homogénat filtré 0,1 ml d'homogénat filtré 0,1 ml de tampon
Placer les tubes dans un bain-marie a 37°C, apres 5 min mélanger
0,1 ml G-6-P 37°C 0,1 ml de tampon 0,1 ml G-6-P 37°C

Et noter I'neure de chaque ajout Incuber les tubes exactement 15 min a 37°C puis
ajouter 2 ml de solution d'acide trichloracétique, dans chaque tube puis Centrifuger et utiliser
le surnageant clair pour la détermination du phosphate. La teneur en phosphate du surnageant
est déterminée par colorimétrie par la méthode de (Fiske et Subarrow, 1925), longueur
d'onde : 660 ou 700 nm.
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Pipeter dans des tubes a essai :

Expérimental et controles : Standard :
5 ml de solution de molybdate 5 ml de solution de molybdate
1 ml de surnageant 1 ml de solution étalon de phosphate

Lorsque tous les tubes sont préparés, mélanger 1 ml de d’agent réducteur.

Lire la densité optique. Mettre a zéro l'instrument avec le tube préparé a partir du

controle 2.
Ea — Ec
Es

X [P] X 2,2 = uymoles de phosphate libérées lors de la réaction enzymatique

Ea : densité optique du tube expérimental.

Ec : densite optique du tube témoin 1.

o

E

(7]

: densité optique du tube standard.
[P] : umoles de phosphate dans le tube standard (0,5 pmoles).

2,2 : volume du mélange réactionnel enzymatique apres addition de la solution d'acide

trichloracétique [ml].

L’activité donné au pmoles de phosphate/min./mg de tissu: pmoles de

phosphate/15min/mg de tissu du foie.

2.4.3. Glycogene

Principe
(1) p-Glucose + ATP *) T Ma2e > D-glucose-6-phosphate + ADP
PK
(2) ADP - PEP M—ng}E: ATP -+ pyruvate
LDH
(3) Pyruvate -+ DPNH + H* ——= Ilactate + DPN*

Dans cette série de réactions, le glucose est phosphorylé avec de I'ATP et des quantités
steechiométriques d'ADP sont formées. L'ADP est converti avec le PEP dans la réaction
auxiliaire (2) en ATP et pyruvate, ce dernier étant déterminé au moyen de la diminution de la
densite optique lors de lI'oxydation de DPNH en DPN (réaction indicatrice 3). En raison des
constantes de Michaelis et d'équilibre favorables, toutes les réactions se déroulent

guantitativement de gauche a droite selon la méthode de (Morales et al., 1973).
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Réactifs

Ethanol, 96% (w/v), acid Sulphuric 2 N, Sodium hydroxide 2 N, Potassium hydroxide
30% (w/v), Trichloroacetic acid, Triethanolamine hydrochloride, Phosphoenolpyruvate (PEP),
diphosphopyridine nucleotide réduit (DPNH), Potassium chloride, Magnesium sulphate, A. R.,
MgS04-7H20, Adenosine triphosphate (ATP), lactique déshydrogénase (LDH), Pyruvic kinase
(PK), Hexokinase (HK),

Procédure
Traitement préliminaire du matériel expérimental :

Digestion des tissus, isolement du glycogéne et hydrolyse en glucose : dans un tube a
centrifuger gradué a 10 ml mélanger 2 ml de KOH 30% 1 ml d'échantillon (tissu homogénéise,
extrait de tissu ou solution déprotéinisée), chauffer 15 min dans un bain-marie bouillant et
ajouter 3,5 ml d'éthanol. Portez simplement a ébullition puis laissez refroidir a température
ambiante. Centrifuger le précipité contenant le glycogéne et laver avec 3 ml d'éthanol. Eliminer
les traces d'éthanol du précipité en chauffant au bain-marie, ajouter 2 ml 2 NH2S04. Chauffer
120 min au bain-marie bouillant. Le glycogene est hydrolysé en glucose. Refroidir a
température ambiante, et les neutraliser (pH 5-7) avec 2 N NaOH, et diluer a 10 ml avec de
I'eau distillée. Utilisez 0,1 ml de cette solution pour la détermination du glucose.

Déprotéinisation du sang :

Prélever du sang du bout du doigt d'un sujet a jeun et déprotéiner immédiatement Dans
un tube a centrifuger pipeter 0,8 ml d'eau et 0,1 ml d'extrait, bien mélanger, ajouter 0,1 ml de
solution d'acide trichloracétique, centrifuger quelques minutes dans une centrifugeuse. Utilisez
le surnageant directement pour les mesures. Le tampon est suffisant pour neutraliser lI'excés

d'acide.
Mesures spectrophotométriques

Longueur d'onde : 340 ou 366 nm ; trajet lumineux : 1 cm ; volume final : 3,10 ml ;

température ambiante. Lire contre un blanc d'eau.

Pipeter successivement dans la cuvette : 2.53 ml buffer, 0.04 ml PEP solution, 0.06 ml
DPNH solution, 0.10 ml. KC1 solution, 0.10 ml MgS04 solution, 0.10 ml ATP solution, 0.01
ml LDH suspension, 0.01 ml PK suspension, 0.05 ml HK solution.

Mélanger, laisser reposer 5 min. L'ADP et le pyruvate éventuellement présent sous

forme d'impuretés dans les solutions réagissent pendant cette période.
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Lire la densité optique Ea Démarrer la détermination du glucose en melangeant 0,10

ml d'échantillon. La réaction est compléte en 10 min. Lire la densité optique EDb.

La correction est faite pour la dilution lors de I'ajout de 0,10 ml d'échantillon :

0
31><Ea=Ea,c0rr= 0,97 Ea

Ceci est utilisé pour calculer les résultats : AE=Fa, corr-Eb

AE X 180

6,22 x 1000 _ glycogene du foie (mg/g tissue)

2.4.4. Hexokinase

Principe
L'enzyme est quantifiée par la méthode de (Brandstrup et al., 1957) par la mesure
spectrophotométrique a 340 nm, du NADPH formé mole pour mole avec du glucose 6-

phosphate, selon le schéma réactionnel :

glucose + ATP M glucose 6-phosphate + ADP

G6PD
glucose 6-phosphate + NADP* —— >

6-phosphogluconolactone + NADPH + H~

Réactifs

Tampon tris (hydroxyméthyl) aminométhane, Chlorure de magnésium (42
mmol/litre), Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADP', 6,5 mmol/litre), Adénosine
5'-triphosphate (ATP, 42 mmol/litre), Glucose (4,17 mmol/litre), Glucose 6-phosphate
déshydrogénase (25 unités/ml), 6-phosphogluconate (6PGA, 6,75 mmol/litre), 2-
mercaptoéthanol (120 mmol/litre).

Procédure

Deux tubes (blanc A, et échantillon B) ont été constitues comme indiqué ci-dessous
pour chaque échantillon dose, Aprés 5 min d'incubation dans un bain-marie a 30°C pour
I'équilibrage de la température, 0,05 ml d'échantillon a été pipeté dans chaque tube a des
intervalles de temps. L'activité enzymatique a été mesurée en suivant le taux de production de
NADPH a 340 nm dans une cuvette de 1 cm a 3°C, pendant 10 min. L'activité 6-
phosphogluconate déshydrogénase contaminent a été quantifié en ajoutant un troisieme tube
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(C) au dosage. Le contenu du tube C est le méme que celui du tube B sauf qu'il n'y a pas d'ATP,

de glucose ou de glucose 6-phosphate déshydrogénase.
L'activité d’hexokinase a été calculée en utilisant I'expression U/g de tissu :

(AAbsB — AAbsA) — (AAbsC — AABsA)
6,22 X I

X 2,5%x20x10

U : activité enzymatique en unités internationales (micromoles de NADPH formées par
minute).

AADsB : le changement d'absorbance par minute dans la cuvette B.

AADsA : le changement d'absorbance par minute dans la cuvette A.

AADbsC : le changement d'absorbance par minute dans la cuvette C.

6,22 : L'absorptivité millimolaire du NADH a 340 nm (1 mmol™. cm™).

| : épaisseur de trajet optique de la cuve 1 cm.

2,5 : facteur de correction pour le volume final de la solution.

20 : facteur de correction pour le volume de I'échantillon (0,05 ml).

10 : facteur de correction pour la dilution de I'nomogeéneisation.

Tube A blanc Tube B échantillon  Tube C
Réactifs Volume Mmol/L Volume Mmol/L Volume Mmol/L

(ml) (ml) (ml)
Tris (pH 7.4) 0,6 47 0,6 47 0,6 47
MgCl: 0,6 10 0,6 10 0,6 10
NADP 0,3 0,8 0,3 0,8 0,3 0,8
ATP / / 0,3 5 / /
Glucose 0,3 0,5 0,3 0,5 / /
6PGA / / 0,1 0,27 0,1 0,27
Mercaptoethanol 0,1 5 0,1 0,5 0,1 5
G6PD (2.5 unités) 0,1 / 0,1 / / /
échantillon 0,05 / 0,05 / 0,05 /
L’eau distillé 0,45 0,05 0,75
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2.4.5. Glucose-6-phosphate Déshydrogénas

Principe

La G6PDH catalyse la réaction :
Glucose-6-phosphate + TPN* ~—=—— 6-phosphogluconate 4+~ TPNH + H*

Le taux de formation de TPNH est une mesure de l'activité enzymatique et il peut étre
suivi au moyen de I'augmentation de I'absorption a 340 selon la méthode de (Ellset et Kirkman,
1961).

Réactifs

Glucose-6-phosphate 4.10 M G-6-P, Nucléotide triphosphopyridine (environ 3.10 M-
2 B-TPN), Triethanolamine buffer (0.05 M ; pH 7.5), Sodium hydrogen carbonate, NaHCOs3,
EDTA.

Procédure

Pipeter successivement dans la cuve 2,40 ml tampon de triéthanolamine, 0,50 ml,
surnageant de I'homogénat de foie, Préparer une cuve blanche miter le Triethanolamine buffer
au lieu de la solution TPN et lire contre ce blanc, 0,05 ml de Solution TPN puis incubé pendant
15 min a 35 C°. Attendre une augmentation de densité optique d'environ 0,020, démarrer un
chronometre et lire la densité optique a 2 min. intervalles de 10 min. Calculer le changement
de densité optiqgue moyen/min = AE/min.

(AE /min)
1,89 X I X mg

x Vt/Ve x 1000 = G6PDH Ul /mg

1,89 : cofficient d’extinction molaire de TPNH.
| : épaisseur de trajet optique de la cuve 1 cm.
Vt : volume totale de la cuve.

Ve : volume d’échantillon.

Contribution a 1’évaluation de I’effet de Thymus numidicus et de Rosmarinus officinalis sur le
diabete alloxanique chez les rats

57



MATERIEL ET METHODE

2.4.6. Fructose-l,6-bisphosphatase

Principe

Fructose 1,6-bisphosphate + H,0 — fructose 6-phosphate + P.

La fructose-1,6-bisphosphatase catalyse I'hydrolyse de fructose 1,6-bisphosphate en
fructose 6-phosphate et Pi. L'activité enzymatique peut étre déterminée par spectrophotométrie
en suivant la vitesse de formation du NADPH a 340 nm en présence d'un exces de glucose-
phosphate isomérase et de glucose-6-phosphate déshydrogénase selon la méthode de (Gancedo
et Gancedo, 1971).

Réactifs

Triéthanolamine 0,1 M (PH =7,5), HC1 0,1 M, MgC12 0,1 M, Sulfate d'ammonium 1
M, D-Fructose 1,6-bisphosphate, sel tétrasodique (pur a 98-100 %) 2 mM, NADP (pur a 98-
100 %) 3mM, EDTA sel disodique 10 mM, Glucose-6-phosphate déshydrogénase et glucose

phosphate isomérase dilué a 14 unités/ml chacune avec du Tris-HC1 5 mM, pH 7,5.

Procédure

Le mélange d'incubation (1,0 ml) contient du tampon triéthanolamine diéthanolamine
20 mM, pH 7,5, MgCi12 2 mM, sulfate d'ammonium 40 mM, fructose 1,6-bisphosphate 0,15
mM, NADP 0,3 mM, EDTA 0,1 mM, 0,7 unité de glucose-6-phosphate déshydrogénase et
glucose phosphate isomérase puis incubé pendant 10 min a 30 C°. La réaction est initiée par
I'ajout de 10-20 /ul de surnagent hépatique et la formation de NADPH est suivie par
spectrophotométrie a 340 nm a 2 min :

(AE /min)
6,23 X I X mg

X Vt/Ve x 1000 = fructose — 1,6 — bisphosphatase Ul/mg

6,23.10° : coefficient d’extinction molaire de NADPH.
| : épaisseur de trajet optique de la cuve 1 cm.
Vt : volume totale de la cuve.

Ve : volume d’échantillon.
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2.4.7. Glycogene phosphorylase
Principe

(glycogen), + phosphate
= (glycogen), _ ; +glucose-1-phosphate

Glycogeéne phosphorylase catalyse I'nydrolyse du glycogéne en présente de phosphate
en glucose-1-phosphate aprés 1’ajoute du phosphoglucomutase transforme glucose-1-phosphate
en glucose-6-phosphate, ce dernier est métabolisé par le glucose-6-phosphate pour donner
glucose et Pi celle-ci est mesuré selon la méthode de (Cornblath et al., 1963), consiste a former
complexe de phosphomolybdate qui sera réduit par I'acide ascorbique. L'activité enzymatique
peut étre déterminée par spectrophotométrie en suivant la vitesse de formation du

phosphomolybdate a 820 nm.
Réactifs

Solution de glycogene, 33 mg /ml. Tampon glycine 0,35 M, pH 8,5. Cystéine 0,03 M,
fraichement préparée et neutralisée. 2,6 mM, NADP (pur a 98-100 %) 3mM, EDTA sel
disodique 11 mM, Glucose-6-phosphatase et phosphoglucomutase dilué a 14 unités/ml chacune
avec du Tris-HC 12 mM, pH 7,5, (a) Acide ascorbique, 10 %, (b) 0,42 % de molybdate
d'ammonium-4 H,0 dans 1N H2S0a.

Procédure

Le mélange d'incubation (2 ml) contient du glycogene 500 pl, pH 7,5, 500 ul de
Tampon glycine, solution (a+b) 150 ul, EDTA 250 ul, 0,7 pl de glucose-6-phosphatase et
glucose phosphate isomérase puis incubé pendant 15 min a 32 C°. La réaction est initiée par
I'ajout de 600 /ul de surnagent hépatique et la formation de phosphomolybdate est suivie par
spectrophotométrie a 820 nm a 4 min :

(AE /min)
2,43 X I Xmg

X Vt/Ve x 1000 = Glycogene phosphorylase Ul /mg

2,43.103 : coefficient d’extinction molaire de NADPH.
| : épaisseur de trajet optique de la cuve 1 cm.
V1t : volume totale de la cuve.

Ve : volume d’échantillon.
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2.4.8. Détermination quantitative du glucose

Principe
Le glucose oxydase (GOD) catalyse I’oxydation du glucose en acide gluconique. Le

peroxyde d’hydrogene (H20>) produit, se détache au moyen d’un accepteur chromo génique

d’oxygéne, de phénol-ampirone en présence de peroxydase (POD) :

GOD
B-D-Glucose + Oz + H20 ———— Acide gluconique + H20>

POD
H20 +Phénol + Ampirone ———— Quinone + H>O

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de glucose
présent dans 1’¢échantillon testé @ 550 nm selon la méthode de (Kaplan, 1984) réalisé avec le

Kit commerciale Spinreact référence (Réf : 1001190).

2.4.9. Détermination quantitative d’hémoglobine

Principe
L’hémoglobine est oxydée par I’action du ferricyanure en méta hémoglobine et par le

cyanure, elle se transforme en cianmétahémoglobine.

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration d’hémoglobine présente
dans 1’échantillon test¢ @ 540 nm selon la méthode (Franco, 1984) réalise avec le Kit

commerciale Spinreact référence (Réf : 1001230).

2.4.10. Détermination quantitative de I'hémoglobine glyquée (HbA1c)

Principe

Cette méthode utilise l'interaction de I'antigene et de l'anticorps pour déterminer
directement I'HbAlc dans le sang total. L'hémoglobine totale et I'HbAlc ont le méme taux
d'absorption non spécifique aux particules de latex. Lorsque I'anticorps monoclonal anti-HbAlc
humain de souris est ajouté (R2), un complexe latex-HbAlc-anticorps anti-HbAlc humain de
souris se forme. L'agglutination se forme lorsque I'anticorps polyclonal IgG anti-souris de
chévre interagit avec l'anticorps monoclonal. La quantité d'agglutination est proportionnelle a
la quantité d'HbAlc absorbée a la surface des particules de latex. La quantité d'agglutination
est mesurée en absorbance 660 nm selon la méthode (Trivelli, 1971) réalise avec le Kit
commerciale Spinreact référence (Réf : 43099). La valeur HbAlc est obtenue a partir d'une

courbe d'étalonnage.
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2.4.11. Détermination taux d'insuline

Le taux d'insuline a été mesuré par la méthode d'électro chimiluminescence (Sapin,

2003) dans une laboratoire d'analyse biochimique avec le Kit commerciale COBAS.

Principe
Méthode « sandwich ». Durée totale du cycle analytique 18 minutes :

e lére incubation : dans une prise d’essai de 20 pL, I’échantillon est mis en présence d’un
anticorps monoclonal anti-insuline spécifique biotinylé et d’un anticorps monoclonal anti-
insuline spécifique marqué au ruthénium. Il se forme un « sandwich ».

e 2éme incubation : les microparticules tapissées de streptavidine sont ajoutées dans la
cuvette réactionnelle. Le complexe immunologique est fixé a la phase solide par une liaison
streptavidine-biotine.

¢ Le mélange réactionnel est transféré dans la cellule de mesure, les microparticules sont
maintenues au niveau de 1’électrode par un aimant. L’élimination de la fraction libre est
effectuée par le passage de ProCell. Une différence de potentiel appliquée a 1’électrode

déclenche la production de luminescence qui est mesurée par un photomultiplicateur.
2.4.12. Histologie

La réalisation des coupes histologique se fait par la méthode décrit par (Houlot, 1984)
a laboratoire de cytologie a l'institut louis pasteur.

2.4.13. Dosage des protéines

Principe

Le test Bradford a été mené selon la méthode décrite par Bradford (Bradford, 1976),
il est basé sur lI'observation que la Coomassie Brilliant Blue G-250 existe sous deux formes de
couleurs différentes, rouge et bleu. La forme rouge est convertie en forme bleue lors de la liaison
du colorant en protéine dans un milieu acide, intensité de coloration est proportionnelle a la
concentration des protéines. Le complexe protéique-colorant a un coefficient d'extinction élevé

conduisant ainsi a une grande sensibilité dans la mesure de la protéine.
Réactifs

Coomassie Brilliant Blue G-250, 85% acide phosphorique (H3POa), 95% éthanol
(C2HsOH), I'eau distillé, BSA (L'albumine de sérum bovin).
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Procédure

100 mg coomassie Brilliant Blue G-250 ont été dissous dans 50 ml d'éthanol a 95%
(C2HsOH). Par la suite, 100 ml d'acide phosphorique a 85% (H3PO4) ont été soigneusement
ajoutés sous agitation, avant que H20 ne soit ajouté a un volume total de 1 L. La solution a été
filtrée et conservée a 4 ° C. Pour les mesures, I'extrait de 100 ul et la solution de Bradford de 5
ml ont été mélangés et incubés pendant 5 min. Une courbe standard a été mis avec BSA (0,
0,0625, 0,125, 0,25, 0,5 et 1 g/L) et I'absorbance a été lue a 595 nm.

3. Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type, (n = 6) et (n = 3), La différence
entre les groupes a été évaluée par analyse de variance (One Way ANOVA,) suivie d'un test
post-hoc de Tukey a l'aide du logiciel Graph Pad prisme 8.0.1., le niveau de signification a été
fixé a P <0,05.
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RESULTATS

1. Partie phytochimique
1.1. Rendement d’extraction et la teneur en composés phénoliques

L’extraction des flavonoides par 1’affrontement des différents solvants organiques a
partir des jeunes pousses des feuilles des plantes RO et TN montraient que la fraction n-
butanolique représente le rendement le plus ¢€levé, suivi de la fraction d’acétate d’éthyle, puis

I’éther di-éthylique les résultats ont la méme tendance pour les deux plantes (Tableau 03) :

Tableau 03 : Evaluation du rendement d’extraction, et de la teneur des différentes fractions des

extraits du RO et du TN en polyphenols et en flavonoides.

Extraits Rendement Polyphénols (ug équivalent Flavonoides (ug équivalent
moyen (%) d’acide gallique/mg du M.S) de quercétine/mg du M.S)

RO n-B 27% 107 + 0,24b¢ 88,84 + 0,21b¢

A-E 12% 56,23 + 0,672°¢ 33,16 + 0,64 2¢

E- Dié 6% 27,35 + 1,04 2P 9,76 + 0,692P
TN n-B 25% 84,10 + 0,65P¢ 67,98 + 0,870¢

A-E 9% 436+ 0,52°¢ 24,53 + 0,982¢

E- Dié 5% 15,76 + 0,232b 5,43 + 1,072P

Les valeurs ont été exprimées en moyennes £ SEM (n = 3), niveau significatif minimal ; P<0,05, différence
significative ; ? par rapport a n-B, ° par rapport a A-E, ¢ par rapport a E-Dié, (ANOVA suivi du test de Tukey),
TN ; Thymus numidicus, RO ; Rosmarinus officinalis, n-B ; n-butanol, A-E ; acétate d’éthyle, E-Dié ; éthyle
diéthylique.

1.1.1. Teneur en polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux (PT) de différentes fractions des deux plantes a été
estimée a partir de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (Annexe : figure A). La quantité
des polyphénols totaux dans I’extrait est exprimée en microgrammes d’équivalents d’acide
gallique par 1 mg d’extrait (mg GAE/mg d’extrait). La fraction n-butanolique de RO est la
fraction la plus riche en polyphenols (107 + 0,24 ug GAE/mg Ext), par rapport aux fractions
acétate d’éthyle (56,23 + 0,67 ug GAE/mg) et éthyl diéthylique (27,35 + 1,04 pg GAE/mg
Ext). Ainsi que la fraction n-butanolique de TN a montré une teneur en polyphenols élevée et
équivalente a (84,10 £+ 1,509 ug GAE/mg Ext), par rapport a celles de 1’acétate d’éthyle (43,6
+ 0,5 ug GAE/mg Ext), et de I’éthyl diéthylique (15,76 + 0,23 png GAE/mg Ext) (Tableau 03).

1.1.2. Teneur en flavonoides totaux

La quantité de flavonoides totaux des différentes fractions des deux plantes a été
déterminée a partir d’une courbe d’étalonnage de la quercetine (Annexe : figure B). La teneur

en flavonoides (Tableau 03) est exprimée en microgramme équivalents de quercétine par
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milligramme d’extrait (ug QE/mg d’extrait). La fraction n-butanolique du RO représente la
teneur la plus élevée (88,84 + 0,21 ug QE / mg Ext), par rapport a celles de 1’acétate d’éthyle
(33,16 £+ 0,64 ng QE / mg Ext), et I’éthyle diéthylique (9,76 + 0,69 pug QE / mg Ext), pour la
méme plante. Alors que la quantification des flavonoides des différentes fractions du TN a
montré une richesse de la fraction n-butanolique (67,98 + 0,87 ug QE / mg Ext), par rapport
aux fractions acétate d’éthyle et éthyle diéthylique (24,53 + 0,98 ug QE/ mg d’extrait)(5,43 +
1,07 ug QE / mg Ext) respectivement.

1.2. Propriété antioxydant

Dans cette étude on a testé le pouvoir antioxydant des différentes fractions des deux
plantes par différentes méthodes (DPPH, ABTS, GOR, Superoxyde radical pyrogallol), les

résultats ont été présenté dans le (tableau 04) :

Table 04 : Activité des différentes fractions des extraits du RO et du TN avec différentes

méthodes.
Extrait DPPH ICso pg /ml  ABTS IC50 pg /ml  GOR IC50 pg /ml  S.P ICS0 pg /ml
n-B 6,223 + 0,255 2,433 + 0,146 3,9 +£0,1253%® 21,93 + 0,533¢
RO A-E 5,762 + 0,871 1,952 + 0,825%¢ 2,79 +1,018%® 15,54 + 0,242¢
E- Dié 9,254 + 1,341%¢ 4,024 + 0,1423c 14,083 £ 1,252 25876 + 1,251
n-B 6,930+0,185"™ 2967 +0,164°  4,283+0,0961* 24,08 + 0,703
TN AE 6,216 £0,654*° 2,071 +0,921% 3412+0,915* 17,265+ 0,263
E- Dié 11,891 + 1,025% 8,287 £0,21%° 16,744 +1,12® 28,232 + 1,654°
BHA 5,750 + 0,091 1,06 + 0,0361 5,39 + 0,0264 Nt
BHT 4,480 + 0,046 1,617 0,031 3,333 +0,0513 Nt
a-Tocophérol 7,453 £ 0,463 2,643 £ 0,136 Nt Nt
A. ascorbique Nt Nt Nt 12,16 + 0,6413

Les valeurs ont été exprimées en moyennes + SEM (n = 3), niveau significatif minimal ; P<0,05, différence
significative ;2 par rapport BHA, ° par rapport & BHT, ¢ par rapport & a-Tocophérol, ¢ par rapport a A. ascorbique,
(ANOVA suivi du test de Tukey), TN ; Thymus numidicus, RO ; Rosmarinus officinalis, n-B ; n-butanol, A-E ;
acétate d’éthyle, E-Dié ; éthyle diéthylique, BHA ; butylated hydoxylanisole, BHT ; butylated hydroxy toluéne,
Nt ; non testé.
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Nos résultats de la méthode DPPH ont montrés que 1’extrait acétate d’éthyle de la
plante R.O a présenté le plus haut potentiel d’activités antioxydantes entre les extraits de la
plante R.O et les autres extraits de la plante T.N avec une 1C50 : (5,762 + 0,871ug / ml) plus
forte que celui qui le posseédent a-Tocophérol IC50 : (7,45 + 0,4 6pg / ml) ce 1a ce qui confirme
le facteur d’inhibition (IF IC50 : 1,3), ensuite pas de différence significative avec 1’activité qui
le possede BHA IC50 : (5,750 + 0,091 pg / ml) P = 0,23 donc nous les considérons égaux, et
une activité moins puissante avec celui qui possédent BHT 1C50 : (4,480 + 0,046 pg / ml) avec

une différence significative P < 0,05.

Le T.N a démontré une activité¢ antioxydante d’extrait d’acétate d’éthyle moins que
R.O IC50: (6,93 £ 0,19 pg / ml) mais avec la méme tendance de R.O elle est plus élevée que
les autres extraits de T.N, et avec un pouvoir plus puissant a celui qui posseédent a-Tocophérol
P < 0,05 et un pouvoir moins puissant avec celui qui les posséde BHT et BHA respectivement,
P <0,05.

Méme tendance aux résultats d’ABTS que la méme fraction d’acétate d’éthyle de R.O
a démontré la plus forte activité antioxydante IC50 : (1,952 + 0,825 pg / ml) plus puissant a
celui qui le possedent a-Tocophérol IC50: (2,64 + 0,14 pg / ml) P < 0,05 et cela ce qui
confirme le facteur d’inhibition (IF IC50 : 1,35), ensuite avec un pouvoir moins puissant
comparant au BHT et BHA respectivement IC50 : (1,62 + 0,03 et 1,06 + 0,04 ug / ml) P <
0,05. Comparant I’activité antioxydante de T.N au R.O a été démontré moins puissante IC50 :
(2,071 £ 0,921png / ml) mais plus elevée a I’activité antioxydante d” a-Tocophérol P < 0,05 ce
qui confirme le facteur d’inhibition (IF IC50 : 1,28) ensuite avec un pouvoir moins puissant
comparant aux BHT et BHA P < 0,05.

De plus avec le radical galvinoxyl (GOR) on a constaté que les 2 extraits d’acétate
d’éthyle de R.O et T.N ont démentré une activité antioxydante IC50 : (2,79 £ 1,018 et 3,412 £
0,915ug / ml) plus puissante qui le posséde BHA IC50 : (5,39 + 0,03 ug / ml) avec une
différence tres hautement significative P < 0,05 et P < 0,05 respectivement et cela a été
confirmé par IF IC50 : ( R.O = 1,93 et T.N = 1,58), avec méme tendance par rapport aux
activités précédentes elle est plus puissante que les autres fractions. L’activité antioxydante
d’extrait d’A-E de R.O est plus puissan comparue au BHT 1C50 : (3,33 + 0,05 ug/ ml) P <
0,05 et c'est ce que confirme le (IF IC50 : 1,19), par contre 1’activité d’A-E de T.N elle est
égale a celui qui le possede le BHT et c'est ce que confirme (IF IC50 : 0,98).

Concernant les résultats de radical superoxyde pyrogallol scavenging les deux extraits
d’acétate d’éthyle de R.O et T.N ont démontré une activité antioxydante modérés IC50 : (15,54
+ 0,242 et 17,265 + 0,263 nug / ml), comparue a celui que possédait 1’acide ascorbique 1C50 :
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(12,16 + 0,64 png / ml) P < 0,05, ils ont eu plus de 50 % d’activité d’acide ascorbique et ce qui
confirme (IF 1C50 : 0,78) de R.O et (IF IC50 : 0,7) de T.N, mais ces extraits ont toujours plus

de pouvoirs antioxydants par apport a ceux qui possedent les autres fractions.
1.3. Activité antidiabétique

L’évaluation de pouvoir d’inhibition d’a-Amylase et de la glycation des protéines par
les extraits des plantes R.O et T.N n’a pas été étudiée auparavant pour certaines fractions, pour

cet objectif I’activité antidiabétique de ces fractions aura une grande importance.

1.3.1. Test d’inhibition a-Amylase

- — 280

200 - = — 280 200 - ~

240 O - 240 O

g 160- a = £ 160 . =

=4 = : a Lo =
: L 200 =

E o = 150 % e 1209 - 160 &

. - K 2

= =1 ; L 120 &

a L 120 @ T 80 a =]

E 01 s | = w 5

L B0 D = B 2

= = = -2

2 4 = 3] 40 + @ °

2] L 40 3 i (4
-]

[| — — u [I- o o -u
| | | |
T T T T & % =
bl ﬁ' o e« ks Q: &ép
o o %::EFP@Q qs;b

Figure 13 : Test d’inhibition d’activité a-Amylase des différentes fractions des plantes RO et
TN. Les valeurs ont été exprimées en moyennes + SEM (n = 3), niveau significatif minimal ; P<0,05, différence
significative ;2 par rapport a Acarbose, TN ; Thymus numidicus, RO ; Rosmarinus officinalis, n-B ; n-butanol, A-
E ; acétate d’éthyle, E-Dié ; éthyle diéthylique, Acarbose ; standard

Comme ce que démontre la (figure 13) les extraits d’R.O et T.N ont été testés en 2
mg/ml, la fraction A-E de ces plantes elle a montré un pouvoir d’inhibition ICso: (73,2 + 1,44
et 72,6 + 1,22 pg / ml) trés important et plus puissant plus de 3 fois que le standard acarbose
ICs0: (269,8 + 4,99 ug / ml) avec une différence significative P < 0,05 et c'est ce qui confirme
le facteur d’inhibition IF |cs0: (R.O = 3,69 et T.N = 3,71), il faut noter qu’il n’y a pas de

différence entre les deux extraits P = 0,58.
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1.3.2. Test anti-glycation

Evaluation de pouvoir anti-glycation pour les extraits de R.O et T.N ont démontré que
la fraction acétate d’éthyle de ces plantes porte une puissance d’inhibition trés intéressante 1Csg :
(29,05 + 0,79 et 34,06 + 0,97 pg / ml) mais moins que le standard ; Routine ICso: (22,47 +
0,91 pg / ml) avec une différence significative P < 0,05 :

RO TN
100 10
g g E N ———
%g "7 IC50 (ngimi) %ﬁ 60 / ICso0 mgmn:
£ 3 w1 n-B 30,34 = 1237 £S n-B 48,36 + 1,uza
'ﬁ- ol = AE 29,05 + 0,79° E < W% - A'E_' 34,06 £ D-g?a
S :‘ & Edié 4746+ 1,86 g “{ a E-dié 6438065
0- -+ Rutine 22,47 091 od & -¥ Rutine 2247 + 0,91
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Figure 14 : Effet des différentes fractions de la plante R.O et T.N sur la glycation de protéine.

Les valeurs ont été exprimées en moyennes £ SEM (n = 3), niveau significatif minimal ; P<0,05, différence
significative ;2 par rapport a Rutine, TN ; Thymus numidicus, RO ; Rosmarinus officinalis, n-B ; n-butanol, A-E ;

acétate d’éthyle, E-Dié ; éthyle diéthylique, Rutine ; standard.
1.4. Test anti-Alzheimer

Cette étude a été exposée pour la premiére fois le pouvoir inhibiteur des extrais de
différentes fractions de la plante RO et TN sur I’acétylcholinestérase, il a été démontré que la
fraction acétate d’éthyle avéré une activité la plus puissante parmi les autres fractions avec une
IC50: (27,54 + 1,54 et 34,87 + 1,41ug / ml) successivement, mais moins puissant que le
standard galanthamine I1C50 : (6,25 + 1,15 pg/ ml), avec une différence significative P < 0,05
et ce qui confirme le facteur d’inhibition (IF ics0 : 0,26) de RO et (IF ics0 : 0,2) de TN, comparant
I’extrait A-E de T.N au R.O ce dernier porte un pouvoir d’inhibition plus puissant avec une

différence significative P < 0,05, (tableau 05).

D’apres ces résultats on a choisi I’extrait de la fraction d’acétate d’éthyle de ces plantes
pour les prochaines tests d’investigation in vivo en raison ils ont montré des pouvoirs d’activité

biologique important.
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Table 05 : Activité anti-Acétylcholinestérase des différentes fractions de la plante R.O et
T.N.

Facteur d’inhibition

Extrait 1Cs0 ng / ml (IFics0)
n-B 32,76 £ 0,542% 0,22
R.O A-E 27,21 + 1,542 0,26
E- Dié 39,26 + 1,972 0,18
n-B 38,65+ 0,78° 0,18
T.N A-E 34,87 + 1,412 0,2
E- Dié 45,26 + 0,372 0,16
Galanthamine 7,05 +£0,801 1

Les valeurs ont été exprimées en moyennes £ SEM (n = 3), niveau significatif minimal ; P<0,05, différence
significative ; @ par rapport & Galanthamine, (ANOVA suivi du test de Tukey), TN ; Thymus numidicus, RO ;
Rosmarinus officinalis, n-B ; n-butanol, A-E ; acétate d’éthyle, E-Dié ; éthyle diéthylique.

2. Etude in vivo

2.1. Activité anti-hyperglycémique de R.O-EA et T.N-EA chez des animaux normaux
chargeés en glucose

Table 06 : Activité anti-hyperglycémique de RO-EA et TN-EA chez des animaux normaux
chargés de glucose.

Traitment Concentration de glucose dans le sang (mg/dl)

?r;c;;E; 0.0) 0 min 30 min 60 min 120 min 180 min
N.Controle 84,35+1,367  130,3+1,528°  109,5+1,515°  84,30+1,399°  82,15+1,412°
N+(Gliben 5) 82,26+1,425  86,32+1,482%  7354+1,721*  61,37+1,469*  57,28+1,401°
N+TN-AE 150  84,23+1,408 116,4+0,988%® 104,740,710  92,37+1,446®  89,53+0,786%
N+TN-AE 300  86,26+0,573 95,36+1,476%®® 86,23+1,380%*  73,39+0,784®  71,63+0,502%
N+RO-AE 150  85,50+0,625 102,7#1,459%®  9531+0,732%  82,52+1,570*  70,53%0,809%
N+RO-AE 300  82,67+1,585 91,28+0,882%  79,37+1,635®  66,37+0,793%  59,35+0,456%°

Les valeurs ont été exprimées en moyennes + SEM (n =6), niveau significatif minimal ; P<0,05, différence
significative ; # par rapport a N. Témoin, ° par rapport a N+Gliben, (ANOVA suivi du test de Tukey), N ; normal,
Gliben ; glibenclamide, TN ; Thymus numidicus, RO ; Rosmarinus officinalis, AE ; fraction d'acétate d'éthyle.
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Les rats ont recu ces extrait a différentes doses, apres 30 min d'administration de
glucose on a observé une augmentation de la glycémie dans différents groupes, le groupe
témoin a atteint le niveau de glycémie a jeun en 2 heures, par contre dans les groupes traités
avec le glibenclamide et I'extrait de RO-EA et TN-EA a une dose de 300 mg/kg de poids
corporel ont été atteints de maniere significative a la fin de la 1ere heure par rapport a la dose
de 150 mg/kg de poids corporel (aprés 2 heures), en comparant les pouvoirs anti-
hyperglycémiques de ces extraits avec le glibenclamide, I'extrait de RO-EA a la dose de 300
mg/kg p.c. s'est révélée étre significativement P<0,05 trés proche du glibenclamide (Tableau
06).

2.2. Activité hypoglycémiante de RO-EA et TEA chez des animaux normaux a jeun
L'évaluation de l'activité hypoglycémiante a clairement montré que l'extrait de la
fraction RO-EA présenté une activité hypoglycémiante tres significative par rapport au groupe
témoin, est significativement fort p < 0,05 & la dose 300 mg/kg p.c. par rapport & la dose 150
mg /kg de poids corporel, cette activité est dose-dépendante, a été observée apres les lere 30
min, par contre avec l'extrait de la fraction TN-EA aucune activité hypoglycémiante n'a été
enregistrée avec les deux-doses, pas de différence significative p > 0,05 par rapport au groupe

témoin (tableau 07).

Table 07 : Activité hypoglycémiante de RO-EA et TN-EA chez des animaux normaux a jeun.

Traitment Concentration de glucose dans le sang (mg/dl)

Fg)r((:))ups (mg/kg 0 min 30 min 60 min 120 min 180 min
N.Controle 84,41+1,991  82,97+1,162°  83,45+0,849°  81,19+1,551°  83,47+1,913°
N-+(Gliben 5) 81,45+0,822  47,22+0,708%  34,27+1512®  31,35+0,792*  32,41+1,435°
N+TN-AE 150 82,34+1,441  81,31+1,454>  83,31+0,567°  80,22+0,711°  81,38+3,401°
N+TN-AE 300 81,371,476  83,53+0,7489°  83,38+0,726°  80,38+1,467°  80,36+0,601°
N+RO-AE 150 82,430,697  74,33+1,419%  67,35+0,765®° 63,03+1,123%  59,35+1,501%
N+R.O-AE 300 83,40+1,170  67,33+1,347% 59,50+1,448%° 5151+1,256®  4527+2,236%

Les valeurs ont été exprimées en moyennes + SEM (n =6), niveau significatif minimal ; P<0,05, différence
significative ; 2 par rapport a N. Témoin, ° par rapport & N+Gliben, (ANOVA suivi du test de Tukey), N ; normal,
Gliben ; glibenclamide, TN ; Thymus numidicus, RO ; Rosmarinus officinalis, AE ; fraction d'acétate d'éthyle.
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2.3. Effet dose-dépendant des extraits RO-AE et TN-AE sur la glycémie et le taux
d'insuline chez le rat diabétique
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Figure 15 : Effet dose-dépendant de I'extrait RO-AE et TN-AE sur le taux plasmatique de

glucose et d'insuline chez les rats diabétiques. Les valeurs ont été exprimées en tant que moyennes *+
SEM (n = 6), niveau significatif minimal ; P<0,05, différence significative ;  en ce qui concerne N. Control, ® en
ce qui concerne controle Diabétique, ¢ en ce qui concerne D+gliben, (ANOVA suivi avec le test de Tukey), N ;
normale, Gliben ; glibenclamide, TN ; Thymus numidicus, R.O ; Rosmarinus officinalis, AE ; fraction d'acétate
d'éthyle.

L’analyse des résultats a montré une augmentation significative du niveau de glucose
sérique et une diminution significative du niveau d'insuline plasmatique chez les rats témoins
diabétiques. Aprés 21 jours de traitement avec I'extrait de fraction RO-AE et TN-AE, les rats
ont montré une bonne amélioration, il a empéché l'augmentation du glucose plasmatique et
inversé le taux d'insuline sérique par rapport au contrdle du rat diabétique, de plus, il a été
observé que la dose de 300 mg/kg de poids corporel de la fraction RO-EA était plus prometteuse
par rapport a l'autre dose et a l'autre fraction (TN-AE), elle prévenait significativement
l'augmentation du glucose et la diminution de I'insuline, il a été observé que I'effet de cette dose
la plus proche du glibenclamide, cette dose a été fixée comme dose efficace pour la suite de
notre étude. En ce qui concerne I'administration d'extrait de fraction RO-EA et TN-EA a des
rats normaux, aucun changement significatif n'a été observé dans les taux d'insuline et de

glucose sérique par rapport aux rats témoins normaux.
2.4. Effets de I'extrait de la fraction R.O-EA sur le changement du poids corporel, et la
consommation d'eau et de nourriture

L'évaluation des résultats a montré une diminution significative du poids corporel chez
les rats témoins diabétiques, et une augmentation significative de la consommation d'eau et de

nourriture, par rapport aux rats normaux, tous ces changements ont été significativement
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restaurés lors du traitement avec I'extrait de la fraction RO-AE et le glibenclamide, concernant
les rats témoins normaux et les rats normaux traités avec la fraction RO-AE aucun changement

significatif n'a été observé entre eux (Fig. 16. 17. 18).
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Figure 16 : Effet de RO-EA sur la prise alimentaire chez les rats témoins et expérimentaux. Les
valeurs ont été exprimées en moyennes £+ SEM (n = 6), niveau significatif minimal ; P<0,05, différence
significative ; 2 par rapport a N. Control, ® par rapport a contréle Diabétique, ¢ par rapport & D+gliben, (ANOVA
suivi du test de Tukey), N ; normale, D ; diabétique, Gliben ; glibenclamide, RO ; Rosmarinus officinalis, AE ;

fraction d'acétate d'éthyle.
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Figure 17 : Effet de RO-AE sur la consommation d'eau chez les rats témoins et expérimentaux.
Les valeurs ont été exprimées en moyennes + SEM (n = 6), niveau significatif minimal ; P<0,05, différence
significative ; 2 par rapport a N. Control, ° par rapport a contrdle Diabétique, ¢ par rapport & D+gliben, (ANOVA
suivi du test de Tukey), N ; normale, D ; diabétique, Gliben ; glibenclamide, RO ; Rosmarinus officinalis, AE ;

fraction d'acétate d'éthyle.
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Figure 18 : Effet de RO-AE sur le poids corporel chez les rats témoins et expérimentaux. Les
valeurs ont été exprimées en moyennes £ SEM (n = 6), niveau significatif minimal ; P<0,05, différence
significative ; 2 par rapport a N. Control, ® par rapport a contréle Diabétique, ¢ par rapport & D+gliben, (ANOVA
suivi du test de Tukey), N ; normale, D ; diabétique, Gliben ; glibenclamide, RO ; Rosmarinus officinalis, AE ;

fraction d'acétate d'éthyle.

2.5. Effet de la fraction RO-EA sur le taux d'Hb et d'HbA1c

Le tableau 08 résume les taux sanguins d'Hb et d'HbAlc chez les rats témoins et
expérimentaux, il ressort de ce tableau que les rats diabétiques ont subi une diminution
significative du taux d'Hb et une augmentation significative du taux d'HbAlc par rapport aux
rats témoins normaux, apres traitement avec la fraction extrait RO-AE et le glibenclamide il a
été observé une bonne amélioration chez les rats diabétiques, le taux sanguin d'Hb et d'HbAlc
a été restauré, aucune différence significative n'a été observée chez les rats normaux traités avec
la fraction RO-AE a la dose de 300 mg/kg de poids corporel par rapport aux rats témoins

normaux.

Table 08 : Effet de la fraction RO-AE sur le taux d'Hb et d'HbAlc.

Groupes Hb (g/dl) HbAlc (% Hb)
Normale contrdle 14,43+1,61° 5,554 +1,43"
N+RO-EA 300 mg/kg p.c 15,59+0,69 " 5,480 +1,35°
contréle Diabétique 6,418+1,512¢ 12,36 +£1,462°¢
D+RO-EA 300 mg/kg p.c 12,50+0,79° 7,544 212"
D+Gliben 5 mg/kg p.c 12,88+0,66° 6,246 +1,57°

Les valeurs ont été exprimées en moyennes + SEM (n = 6), niveau significatif minimal ; P < 0,05, différence
significative ;  par rapport a N. Control, ® par rapport a controle Diabétique, ¢ par rapport a D+gliben, (ANOVA
suivi du test de Tukey), N ; normale, D ; diabétique, Gliben ; glibenclamide, RO ; Rosmarinus Officinalis, AE ;

fraction d'acétate d'éthyle.
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2.6. Effet de I'extrait de fraction RO-EA sur les activités des enzymes de métabolisme
glucidiques

Tableau 09 : Effet de I'extrait de fraction RO-EA sur les activités de I'nexokinase, de la glucose-
6 phosphate déshydrogénase, de la glucose-6-phosphatase, du fructose-1, 6-bisphosphatase,

dans le foie des animaux témoins et expérimentaux.

: Glucose-6 Glucose-6- Fructose-1,

Grouns He(); onl?L?gase phosphate phosphatase  6-bisphosphatase
P rotein) Dehydrogenase  (unit/min/mg (unit/h/mg

P (x10“*mL U/mg) protein) protein)

Normale contrdle 163,3%6,05 3,870+0,18 0,2054+0,012 5,095+0,69
N+RO-EA 300 mg/kg p.c 159,7+5,09 3,950+0,14 0,2210+0,016 5,149+0,78
Controle Diabétique 111,1+3,81° 1,300+0,45° 0,5432+0,019° 11,27+0,81°
D+RO-EA 300 mg/kg p.c 149,545,41° 3,04040,24¢ 0,3274+0,024° 7,778+0,71°
D+Gliben 5 mg/kg p.c 153,2+2,23¢ 3,360+0,14¢ 0,3072+0,017¢ 7,048+0,95¢

Les valeurs ont été exprimées en moyennes + SEM (n = 6), niveau significatif minimal ; P < 0,05, différence
significative ; 2 par rapport a N. Control vs N+RO-EA, ° par rapport & N. control vs contrdle Diabétique, ¢ par
rapport a controle Diabétique vs D+RO-EA, ¢ par rapport a controle Diabétique vs D+Gliben, (ANOVA suivi du
test de Tukey), N ; normale, D ; diabétique, Gliben ; glibenclamide, RO ; Rosmarinus Officinalis, AE ; fraction
d'acétate d'éthyle.

I'analyse des résultats du (tableau 09) qui montre I'effet de I'extrait de la fraction RO-
AE sur l'activité des enzymes du métabolisme glucidique dans le foie des rats témoins et
expérimentaux, il a été constaté chez les rats diabétiques une diminution significative de
I'nexokinase et du glucose -6-phosphate déshydrogénase et une augmentation significative de
I'activité glucose-6-phosphatase et fructose-1,6-bisphosphatase par rapport aux rats normaux,
il a été noté que cette activité revenait presque a la normale lors de I'application d'un traitement
avec l'extrait de fraction RO-AE et la méme chose a également été observée avec le médicament
glibenclamide. Aucune différence significative n'a été remarquée chez les rats normaux traités

avec RO-AE par rapport aux rats normaux.
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2.7. Effet de I'extrait de fraction RO-AE sur la teneur en glycogene, la glycogéne
synthase, la glycogene phosphorylase et le poids du foie

Tableau 10 : Effet de I'extrait de fraction RO-EA sur la teneur en glycogene, la glycogene
synthase, la glycogéne phosphorylase et le poids du foie.

Glycogen Glycogen
synthase phosphorylase Glycogeéne Poids
Groups (1 moles of UDP (1 moles Pi Hépatique (mg/g  Heépatique
formed/ liberated/h/mg tissue) )
h/mg protein) protein)
Normale contrdle 694,6+ 26,36 535,6+ 20,94 65,37+ 2,46 14,45+ 2,61
N+RO-EA 300 700,5+ 27,17 543,0+ 12,28 66.45¢347 1359+ 1,68
mg/kg p.c
Controle 352,4+ 21,25" 791,7+ 12,05" 33,75+ 1,66" 6,504+ 1,69"
Diabétique
D+RO-EAS00 415 0+ 19.38° 6017+ 16,08° 58,66+3,49° 11,48+ 2,56°
mg/kg p.c
D+Gliben 5 622,2+ 23,57¢ 595,6+ 11,11¢ 60,50+ 2,689 12,74+ 2,57¢
mg/kg p.c

Les valeurs ont été exprimées en moyennes + SEM (n = 6), niveau significatif minimal ; P < 0,05, différence
significative ; 2 par rapport a N. Control vs N+RO-EA, ° par rapport & N. control vs contrdle Diabétique, ¢ par
rapport & contréle Diabétique vs D+RO-EA, ¢ par rapport a contrble Diabétique vs D+Gliben, (ANOVA suivi du
test de Tukey), N ; normale, D ; diabétique, Gliben ; glibenclamide, RO ; Rosmarinus Officinalis, AE ; fraction
d'acétate d'éthyle.

Le tableau 10 résume les variations du poids du foie, de la teneur en glycogéne et de
I'activité enzymatique de la glycogéne synthase et de la glycogéne phosphorylase chez les rats
témoins et expérimentaux. Une diminution significative du poids du foie, du taux de glycogéne
et de l'activité de la glycogéne synthase a été observée chez les rats diabétiques, par contre
I'activité de la glycogene phosphorylase a été augmentée de maniere significative par rapport
aux rats normaux, de sorte que ces parameétres modifiés ont été restaurés presque a la normale
lors du traitement avec I'extrait de fraction RO-AE et la méme chose a été observée avec le
médicament glibenclamide, aucune différence significative n'a été observée chez les rats

normaux par rapport aux rats normaux traités.
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2.8. Etude histomorphométrique du foie

Figure 19 : Coupe histologique du foie de différents groupes aprés 21 jours de traitement

(40x). (A) ; contréle normal, (B) ; rat normale + RO-AE 300 mg/kg p. c) ; contrdle diabétique, (D) ; rats
diabétiques + RO-AE 300 mg/kg b. w, (D) ; rats diabétiques + glibenclamide 5 mg/kg p. c.

La figure 46 représente des coupes histologiques de la coloration H & E du tissu
hépatique, apres 21 jours de traitement chez des rats témoins et expérimentaux, les rats normaux
représentent une architecture normale de I'népatocyte, du noyau, des sinusoides et des veines
centrales (A), les rats diabétiques ont montré une altération de la répartition des hépatocytes
sous forme radiale, la disparition du noyau, le développement de zones nécrotiques autour de
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la veine Centro-lobulaire avec infiltration de cellules inflammatoires, dégénerescence des
sinusoides, , on observe que ces modifications sont significativement atténuées chez les rats

diabétiques traités avec RO-EA ou glibenclamide.
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DISCUSSION

Aujourd’hui et avec tous ces progres en phytothérapie il y a toujours un manque
concernant les etudes sur la bioactivité particuliere d’une plante précise et d’aprés ce concept
on s'est investigués sur le plan phytochimique et bioactif des plantes RO et TN sur différentes
fractions Certaines de ces fractions restent toujours mal investiguées surtout la fraction de

plante T.N qui enregistre un manque d'informations dans les littératures.

Dans la présente étude on a quantifie la teneur totale des polypheénols et les flavonoides
qui sont omniprésents dans les plantes avec différentes structures, le RO et TN tellement
réputées sont riches en polyphénol et flavonoide ces derniers ont été quantifiés dans différents
extraits ils ont été tres élevés pour la fraction le RO-EA comparus aux résultats obtenus par
(Wang et al., 2018) pour TPC (88,74 + 1,46 ug GAE / mg) et TFC (12,79 + 1,49 pug QE / mg),
ce qui concerne T.N nos résultats ont été moins riches en TPC comparant ce qui a été obtenu
avec T.pubescens (295,57 + 1,91 ug GAE / mg) par (Nickavar et Esbati, 2012) par contre ce
qui a été constaté au TFC nos résultats ont été plus grands comparant ce qui a été trouve (50,39
+ 0,75 ug GAE / mg) par (Nickavar et Esbati, 2012 ; Megateli et Krea, 2018) avec I’espéce
de T.pubescens, ce n’est pas nécessaire de comparer nos données avec les résultats de
littératures car ces variations dus a la polarité de solvant d’extraction, les especes étudiées
(Oubihi et al., 2020), a la maturité, aux conditions écologiques et climatiques et aux
répartitions géographiques (Capecka et al., 2005).

Le potentiel antioxydant de nos fractions a été mesuré selon différentes méthodes
basées sur 2 principes qui ont fait neutralisé le radical libre soit par réduction directe via des
transferts d’atome d’¢€lectron ou par transfért d’atome d’hydrogene, partant de ce constat on
trouve que la méthode DPPH et ABTS combine a la fois ces 2 principes (Prior et al., 2005)
I’extrait acétate d’éthyle qu’on avait obtenu de la plante RO démontre une activité antioxydante
plus grande avec la méthode DPPH comparu a ce qui a été trouvé dans I’extrait hydro-
méthanolique ICso (68,4 + 0,21 pg / mg) par (Kim. H et Kim. K, 2003) et ICsp (25,26 + 1,56
ug / mg) par (Moreno et al., 2006), en outre 1’extrait acétate d’éthyle de TN porte une grande
activité antioxydant comparu a ce qui a €té trouvé 1Cso (91,9 + 0,45 ug / mg) et ICs0 (31,47 +
0,29 ng/ mg) avec I’espéce T.vulgaris et T.pubscens respectivement (Kim. H et Kim. K, 2003),
(Nickavar et Esbati, 2012 ; Deo et al., 2016).

Méme tendance avec la méthode ABTS nos résultats étaient plus elevés pour le RO et
TN par rapport a ce qui a été constaté a 1’extrait méthanolique de R.O et T.vulgaris 1Cso (14,4
+ 1,14 pg / mg) et ICso (14,3 £+ 1,04 pg / mg) respectivement par (Kim. H et Kim. K, 2003),

toutes les littératures indiquent que les polyphénols et les flavonoides contribuant fortement a
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Les plantes ont une capacité antioxydante et un pouvoir rodox tres important, (Dudonne et al.,
2009 ; Dehshiri et al., 2013).

Partant du principe élémentaire que la médecine moderne est en constante progression,
une recherche de remedes a base de plantes est au quotidien selon leurs proprités curatives et
médicinales afin de guerrir de nombreuses maladies tels que le diabéte de type 2 et ses
complication secondaires comme les produits finaux de glycation avancée (AGE) qui sont liés
au stress oxydant géenéré par le diabete (Vishmi et al., 2018), le patient attient DT2 souffre
toujours d’une hyperglycémie postprandiale et la réduction de cette derniére est une
préoccupation stratégique du traitement (Picot et Mahmoodally, 2017) P’inhibition d’o-
amylase est 1'une des cibles de cette stratégie, 1’inhibition prolongée de cette enzyme va
contréler la glycémie postprandiale (Ramu et al., 2014), nos résultats ont démontré que I’ extrait
acétate d’éthyle de RO et TN porte un pouvoir intéressant a I’inhibition d’a-amylase ce qui est
en accord avec ce que a trouvé (Franco et al., 2018) et (Hassani et al., 2016) sur 1’extrait
hydro-méthanolique de RO et T.vulgaris, 1’hyperglycémie chronique joue un réle dans
I’apparition des complications diabétiques en induisant des AGE ces derniers sont
concomitantes avec diverses maladies (Steiner et al., 2018) des plantes médicinales ont prouvé
leur pouvoir a inhiber la formation des AGE donc prévienent 1’apparition de complications
diabétiquse, nos résultatsont démontré que le RO et TN porte un potentiel anti-glycation trés
grand comparu a ce qui a été trouvé aux RO et T.vulagaris ICso (48,5 + 0,35 et 85 + 13,9 pug/
ml) par (Kim. H et Kim. K, 2003).

Environ 60 a 80 pour cent des cas de démence chez les personnes agées liée a la
maladie Alzheimer (M.A) (Wortman, 2012) I’une des causes de la pathologie bien acceptée
est I’hypothése amyloide qui consiste a I’accumulation et 1’agrégation de 1’amyloide-béta cette
agrégation va entrainer la mort des neurones (Cummings et Back, 1998) et la gravité des effets
cliniques sont lié directement a la perte des neurones cholinergiques, les médicaments qui sont
disponibles aujourd’hui sont des inhibiteurs de 1’acétylcholinestérase ne sont pas des
guérissants mais ils soulagent des symptémes cliniques liés a cette maladie (Raschetti et al.,
2007), cependant il y a une stratégie: faire remplacer ces médicaments par des substances
naturelles a partir de plantes médicinales qui ont prouvé leur pouvoir a inhiber
acetylcholinestérase (Pagoni et al., 2020), notre fraction acétate d’éthyle de RO et TN a
démontré un grand pouvoir anti-acétylcholinestérase ce qui est en accord avec le travail de
(Habtemariam, 2016) et (Kindl et al., 2015), ces constatations supportent la théorie que les
polyphénols avaient beaucoup de cibles comprenant I’activité de Ache et stress oxydant ce qui

est en accord avec (Vladimir-Knezevi¢ et al., 2014).
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le diabéte sucré est aujourd’hui une maladie métabolique grave menacant la plupart
des gens dans le monde donc nous avons utilisé un modéle expérimental de diabéte induit par
I'Alloxan (Ajiboye et al., 2020), ce modele est bien connu pour étudier différents agents
hypoglycémiants (Sekar et al. , 2020), qui ont un rdle crucial dans la prévention des
complications liées au diabete par le bon controle de la glycémie (Preshaw et Bissett, 2019),
sur la base de cet énonceé nous avons utilisé des rats normaux chargés en glucose pour obtenir
un modeéle hyperglycémique qui va nous permettre de révéler I'activité anti-hyperglycémiante
de certains extraits végétaux (Ogar et al., 2018), ainsi pour déterminer la capacité d'un extrait
a prévenir I'nyperglycémie nous utilisons un modéle hyperglycémique chargé en glucose
(Krishnan et al., 2021), a partir de ce modele les 2 fractions de I'extrait RO-EA et TN-EA ont
révélé une activité anti-hyperglycémique plus significative a la dose de 300 mg/kg c. p de la
fraction RO-EA, on sait qu'une glycémie élevée va stimuler la sécrétion d'insuline qui va
favoriser l'entrée du glucose dans les tissus périphériques ils sont contrélés par plusieurs
mécanismes (Campbell et Newgard, 2021), ainsi d'apres notre étude (témoin glucose), il
semble que I'insuline nécessite 2 heures pour atteindre le niveau de glycémie a jeun, par contre
dans la fraction RO-EA et le glibenclamide seulement 1 heure, ce qui donne une idée de la forte
implication de I'activité du RO-EA et du glibenclamide dans I'utilisation du glucose (Mendes
et al., 2021), lors d'un état de tolérance au glucose le glibenclamide joue un réle crucial dans la
stimulation des cellules B du pancréas pour la libération élevée d'insuline (StoZer et al., 2021),
il semble donc que l'activité anti-hyperglycemiante de la fraction flavonoide RO -I'EA implique
un effet analogue a l'insuline (Etsassala et al., 2021), probablement soit par I'amélioration de
la consommation périphérique de glucose, soit par 1'amélioration de la sensibilité des cellules B
au glucose, qui va favoriser la libération d'insuline (Pereira et al., 2019), et aussi soit par

inhibition des enzymes de la gluconéogenese (Hasanpour et al., 2020).

Plusieurs extraits végétaux ayant une activité anti-hyperglycémiante ont été decrits
dans plusieurs littératures (Jacob et Narendhirakannan, 2019), encore la fraction RO-EA
présentait une activité hypoglycémiante, cette activité probablement due a I'implication de la
fraction RO-EA dans I'augmentation de la libération d'insuline, cet effet semble similaire au
mécanisme d'action des médicaments sulfonylurées (Chinsembu, 2019 ; Blahova et al., 2021),
d'autre part, I'extrait de la fraction TN-EA n'a présenté aucune activité hypoglycémiante chez
les rats normaux ou les rats diabétiques traités et bien qu'il ait déja été démontré une activité
anti-hyperglycemique dans le modéle chargé en glucose (Honari et al., 2018), il est proposé
gue ce mécanisme soit similaire a I'action du médicament biguanide (Kifle et al., 2022) qui ne

favorise pas la libération d'insuline, il participe a I'amélioration de I'absorption du glucose par
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les tissus périphériques, réduisenst la gluconéogenese hepatique (Herrera-Balandrano et al.,
2021), de plus il a une activité anti-hyperglycémique et non hypoglycémique (Haile et al.,
2021).

L'alloxan induit un diabéte sucré par nécrose sélective des cellules B des ilots
pancréatiques, donc la quantité d'insuline diminue provoque un déséquilibre dans le contrdle de
la glycémie (Papuc et al., 2021), la persistance de taux de glucose élevé va déclencher une
réaction de glycation entre les protéines plasmatiques et le glucose (Toma et al., 2020), I'Hb
une de ces protéines, un taux éleve de sa forme glyquée HbAlc est un indice fiable dans le

contréle de la glycémie et le diagnostic du diabete.

La quantité élevée d'HbAlc est proportionnelle au taux de glucose a jeun chez les
patients diabétiques (Lundholm et al., 2020), I'administration de la fraction RO-EA et de
glibenclamide pendant 21 jours a significativement inversé les taux d'insuline et de glucose et
restauré les taux d'Hb et HbAlc a presque la normale chez les rats diabétiques traités (Gerges
etal., 2021), nous pouvons conclure que la restauration du taux d'insuline est produite par I'effet
de la fraction RO-EA qui conduit a une amélioration du contréle glycémique (Rodrigues et al.,
2019), probablement par inhibition de la gluconéogenése ou amélioration de la consommation

périphérique de glucose (He et al., 2019 ; Momtaz et al., 2019).

Plusieurs études ont cité les effets secondaires du diabéte induit par I'Alloxan chez le
rat, parmi ces effets figurent la polyphagie, la polydipsie, I'émaciation et la perte musculaire
(Elangovan et al., 2019), cette derniére étant due & une carence en insuline qui entraine une
augmentation du catabolisme des protéines, l'augmentation de la protéolyse vise a compenser
le r6le des glucides dans la production d'énergie (Arcaro et al., 2021), I'administration de la
fraction RO-EA et du glibenclamide améliore la récupération du poids corporel, consommation
d'eau et de nourriture, la restauration du poids corporel chez les rats diabétiques traités est
probablement due a un contréle glycémique accru qui, a son tour, entrainera une diminution de

la protéolyse (Rodrigues et al., 2019 ; Salles et al., 2021 ; Saravanakumar et al., 2020) .

Le diabéte sucré a un impact direct ou indirect sur le contrdle glycémique,
généralement par la diminution de la libération d'insuline, les enzymes dépendantes de I'insuline
telles que I'hexokinase, la glucose-6-phosphate déshydrogénase et la glycogene synthase seront
inhibées (Kalaivani et Sankaranarayanan, 2021 ; Mabate et al., 2021), lequel favorisera
I'activité des enzymes de la gluconéogenese et de la glycogénolyse (glucose-6-phosphatase,
fructose-1,6 bisphosphate, glycogéne phosphorylase) (Sundaram et al., 2019), et par

conséquent, le glycogene hépatique sera diminué, et la protéolyse augmentera, ce qui entrainera
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une diminution du poids du foie (Balakrishnan et al., 2019). Dans notre étude, nous avons
enregistré toutes ces altérations chez le rat diabétique induits par I'Alloxan, I'administration de
la fraction RO-EA et du glibenclamide a inversé toutes ces altérations, le poids du foie a été
récupére suite a l'augmentation de l'activité enzymatique de I'hexokinase, et du glucose -6-
déshydrogénase et glycogene synthase (Zangeneh et al., 2018 ; Vinayagam et al., 2018 ;
Krishnan et al., 2020), qui sont des enzymes insulino-dépendantes jouant un réle dans le
contréle et le métabolisme du glucose, par conséquent l'activité enzymatique de la glucose-6-
phosphatase, de la fructose-1,6-bisphosphatase et de la glycogéne phosphorylase a été diminuée
par rapport aux rats diabétiques non traités (Amadi et al. , 2021), ce qui entraine a son tour une
augmentation du taux de glycogeéne hépatique, cette amélioration du contrdle glycémique
probablement due a I'action de la fraction RO-EA et du glibenclamide sur la régénération des
cellules B pancréatiques qui augmente le taux d'insuline (Sasikala et al., 2019 ; Jugran et al.,
2021), plusieurs études ont decrit que la fraction RO-EA riche en molécule d'acide carnosique
et carnosol (Lefebvre et al., 2021), ces molécules directement impliquées dans I'activation de
I'’AMPK (AMP-activated protein kinase) cette protéine inhibe la gluconéogenése et favorise la
glycogenése , glycolyse et absorption de glucose (Hasei et al., 2021 ; Roghani-Shahraki et
al., 2021).

L'étude histologique chez le rat diabétique induite par I'Alloxan a montré différentes
altérations au niveau du tissu hépatique (Ansari et al., 2019) disparition des noyaux, zones de
nécrose autour de la veine centrale, infiltration des cellules inflammatoires (Raseta et al.,
2020), ces altérations hépatiques impliquent le stress oxydatif dans leur développement, ce qui
conduit a la progression des complications du diabete sucré. Nos résultats ont montré que le
traitement des rats diabétiques avec la fraction RO-EA et le glibenclamide atténuent ces
altérations sur le tissu hépatique presque a la normale, cette amélioration montrée par la fraction
RO-EA pourrait étre due a l'action de l'acide carnosique et du carnosol sur hépatoprotection
(Al-Sharafi et al., 2020 ; Singh et al., 2022).
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CONCLUSION

Cette etude a rapporté pour la premiere fois le potentiel de différentes activités des
fractions d’extraits de la plante RO et TN, elle a démontré que la fraction d’acétate d’éthyle est
la plus potentielle, cette fraction a prouvé son efficacité au pouvoir antioxydant et aussi sa
capacité a inhiber la glycation des protéines et les enzymes liées a I’hyperglycémie ces 2
pouvoirs peuvent etre utilises chez les patients attient de diabéte type 2 pour minimisé les
complications secondaires génerés par cette maladie, soutenant 1’éprouve de I’implication de
stress oxydant au trouble neurodégénératif et que I’inhibition de 1’Ache est seulement
I’approche thérapeutique efficace jusqu’a présent, notre fraction acétate d’éthyle a démontré a
la fois un grand pouvoir antioxydant et anti-Ache donc on peut utiliser cette fraction comme

agent prometteur pour les troubles neurodégénératifs comme la maladie Alzheimer.

Ainsi l'administration de l'extrait de la fraction RO-AE (300 mg/kg p.c.) a des rats
diabétiques induits par I'Alloxan a un effet appréciable, elle a un effet anti-hyperglycémique et
meme hypoglycémique & la fois avec, il module significativement les taux plasmatiques de
glucose et d'insuline, Poids corporel, consommation alimentaire, Hb et Les niveaux d'HbAlc
et les niveaux de glycogéne hépatique, ainsi cette fraction a restauré de maniere significative
I'activité altérée des enzymes clés de métabolisme des glucides presque a la normale elle
intervient a la modulisation de différent voie de métabolisme tellque la voie de la glucolyse,
pentose phosphate, gluconéogenése, glycogeneése, glycolyse, cette fraction de I'extrait RO -AE
est considérée comme une vertu thérapeutique et peut étre développée comme traitement pour
la complication du diabéte mellitus. D'autres études sont nécessaires pour révéler le mécanisme

d'action exact de la fraction RO-AE sur les principales enzymes du métabolisme des glucides.
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ANNEXES

1. Courbe d'étalonage pour dosage des polyphénoles totale (TPC)
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Figure A Courbe d'étalonage pour dosage des polyphénole.

2. Courbe d'étalonage pour dosage des flavonoides (TFC)
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Figure B Courbe d'étalonage pour dosage des flavonoides.
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ANNEXES

3. Courbe d’étalonnage des protéines tissulaires utilisant le sérum albumine bovin (BSA)
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Figure C Courbe d’étalonnage des protéines tissulaires.
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