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Résumé

Le présent travail a pour objectif 1’évaluation de I’effet de I’extrait brut et de 1’extrait
des flavonoides de la partie aérienne d’Ammodaucus leucotrichus sur la captation de glucose

par des coupes fines de tissu adipeux epédidymal et péri rénal isolé de rat Wistar.

Ces coupes ont été incubées dans deux milieux KRBA4%-+glucoselg/l (état
physiologique) et KRBA4%-+glucose 3¢/l (état hyper glycémique) en présence des différentes
concentrations d’(extrait brut ou des flavonoides (500pg/ml, 200pg/ml et 100pg/ml) ou
d’insuline (100pU, 50uU et 10pU) pendant 30, 60 et 90 min.

Aprés la réalisation d’un dosage enzymatique du glucose restant dans les milieux
d’incubation les résultats révélent qu’a t=60 min la dose de 500ug/ml stimule une captation
d’environ 22% pour I’extrait brut et 23% pour ’extrait des flavonoides dans le cas de milieu
d’incubation glucosé a 1g/l, dans le cas de milieu d’incubation glucosé a 3g/l cette stimulation

est de I’ordre de 21% pour I’extrait brut et 23% pour I’extrait des flavonoides.

En comparant ces résultats nous observons que I’extrait des flavonoides a un effet
similaire a ’extrait brut mais 1’effet de ces deux derniers reste inférieur a celui de 1’insuline
en effet & t=60min cette derniére stimule une captation de glucose d’environ 39% dans le

milieu d’incubation a 1g/1 et 32% dans le milieu d’incubation a 3g/1.

Il semblerait que nos extraits auraient un effet insuline like sur la captation de glucose

par le tissu adipeux dont le principal responsable de cet effet serait les flavonoides.

Mots clés : Ammodaucus leucotrichus, extrait brut, extrait des flavonoides, coupes fines de

tissu adipeux, insuline, captation de glucose.



Abstract

The objective of this study is to evaluate the effect of the crude extract and the
flavonoid extract of the aerial part of Ammodaucus leucotrichus on the glucose uptake by thin
sections of epididymal and perirenal adipose tissue isolated from Wistar rat.

These sections were incubated in two mediums KRBA4% + 1g/l glucose
(physiological state) and KRBA4% + 3g/l glucose (hyperglycaemic state) in the presence of
different concentrations of crude extract or flavonoids extract (500 pg / ml, 200 ug /ml and
100ug /ml) or insulin (100pU/ ml, 50pU/ml and 10uU/ml) for 30, 60 and 90 minutes.

After an enzymatic determination of the glucose left in the incubation media, the
results show that the dose of 500 pg / ml stimulates a capture of approximately 22% for the
crude extract and 23% for the extract of the flavonoids in the case of glucose incubation
medium at 1 g/, in the case of glucose incubation medium at 3 g/I, this stimulation is of the

order of 21% for the crude extract and 23% for the extract of the flavonoids.

Comparing these results we observe that the extract of the flavonoids has a similar
effect to the crude extract but the effect of both of them is lower than that of the insulin which
stimulates a glucose uptake of 39 % in the glucose incubation medium at 1g/ | and 32% in the

incubation medium at 3g/I.

It seems that our extracts would have an insulin like effect on the glucose uptake by

adipose tissue which the main responsible for this effect would be flavonoids.

Key words: Ammodaucus leucotrichus, crude extract, flavonoid extract, thin sections of

adipose tissue, insulin, glucose uptake.
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Introduction

Introduction :

Le diabéte est une affection métabolique caractérisée par la présence d’une hyperglycémie
chronique résultant d’une déficience de sécrétion d’insuline, d’anomalie de I’action de

I’insuline sur les tissus cibles ou I’association des deux (Simon et al., 2009).

Une personne est declarée diabétique quand la glycémie a jeun mesurée a deux reprises est
supérieure ou égale a 1,26 g/l, ou dont la glycémie est a 2 g /I deux heures apres la prise de 75

g de glucose (épreuve de I’hyperglycémie provoquée par voie orale) (Marsaudon, 2011).

Les personnes atteintes de cette maladie peuvent développer différents signes et symptémes
dont les plus communs sont : polyurie, polydipsie, amaigrissement, polyphagie, troubles de
vision, fatigue extréme et fourmillement, douleur et engourdissement des mains/pieds

(American diabeéte association, 2015).

Le diabete est devenu un probleme de santé majeur qui touche une large population qui non
dépistée et non traitée entraine des complications redoutables pour la qualité de vie des
personnes atteintes (Prudhomme et Brun., 2008). En effet le diabéte est une cause majeur de
cécité, d’insuffisance rénale, d’accidents cardiaques, d’accidents vasculaires cérébraux et

d’amputation des membres inférieurs (OMS, 2016).

A T’échelle mondiale ’OMS estime que 422 millions d’adultes vivaient avec le diabéte en

2014 comparé a 108 millions en 1980.

La prévalence du diabéte en Algérie est de 10.5% (OMS, 2016), et cette pathologie vient en
2™ position du classement des maladies chroniques, aprés I'hypertension artérielle (HTA)

(Association des médecins d'Oran pour la prévention, 2012).

Afin de traiter cette maladie plusieurs médicaments ont été développés qui agissent par des
mécanismes différents mais visent tous a équilibrer la glycémie et réduire le risque

d’apparition des complications a long terme.

Or ces médicaments presentent de nombreux effets secondaires en plus de leurs colts élevés
et leur non disponibilit¢ pour les populations qui accédent difficilement aux traitements
modernes, les malades s’orientent de plus en plus vers la médecine traditionnelle qui demeure
le recours principal pour une grande majorité des populations pour résoudre leurs problémes

de santé (Benkhnigue et al.,, 2014). Derniérement I’OMS a encouragé des études
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ethnobotaniques et des recherches pharmaceutiques pour améliorer des médicaments a base
de plantes médicinales (OMS, 2016).

L’objectif de notre travail consiste en I’évaluation de I’effet de I’extrait brut et de 1’extrait des
flavonoides d’une plante qui pousse au sud de I’Algérie (Bechar) Ammodaucus leucotrichus,

sur la captation du glucose par sur le tissu adipeux isolées de rat Wistar.

- Dans le premier chapitre nous donnerons des géneéralités sur le diabéte et sur la captation du

glucose par le tissu adipeux.

-Le second chapitre sera consacré a la présentation botanique de notre plante, les études

antérieures qui ont été faites sur cette derniére.

- le troisieme traitera la partie expérimentale avec ses deux parties phytochimique et

biologique ainsi qu’a I’interprétation et la discussion des résultats.



Chapitre | :
Géneéralité sur le diabete sucreé
et

la captation du glucose par le
tissu adipeux
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1. Définition du diabéte sucré :

Le diabéte est une maladie chronique qui désigne communément un exceés de sucre dans le
sang et dans les urines. Il provient d’un déficit de production d’insuline ou d’une inefficacité
de cette derniére, faisant obstacle a la pénétration cellulaire du glucose et a son stockage dans

I’organisme (Prudhomme et Brun., 2008).
2. Classification :

2.1. Diabéte de type 1: Diabéte Insulino-dependant DID : désigne toute hyperglycémie
déclenchée par la destruction auto immune des cellules béta des ilots de langerhans du
pancréas provoquant des lors une carence relative ou absolue en insuline (Marsaudon, 2011).

2.2. Diabéte de type 2: Diabéte Non Insulino-dependant : DNID caractériseé par une
résistance des tissus a I’action de I’insuline (Marsaudon, 2011). Il représente 90% des
diabetes rencontrés dans le monde (OMS, 2016).

2.3. Diabete gestationnel : est une forme de diabéte qui se traduit par une glycémie élevée
pendant la grossesse, il est associé a des complications a la fois pour la mére et le bébé. Le
diabéte gestationnel disparait généralement aprés la grossesse mais les femmes qui en ont été
atteintes ainsi que leurs enfants sont exposés a un risque accru de développer un diabete de

type 2 plus tard au cours de leur vie (International diabetes federation, 2015).

Il existe d’autres types de diabétes mais ils sont soit trop rares, soit trop mal définis pour que
I’on puisse faire 1’épidémiologie dites diabetes secondaires (Fontbonne et Simon., 2004).
Comme par exemple le diabéte <MODY> qui est un diabéte de type 2 survenant chez I’enfant
(Marsaudon, 2011).

3. L’insuline :

L’insuline est une hormone fabriquée naturellement par 1’organisme et indispensable au
fonctionnement des cellules périphériques, produite et secrétée par le pancréas au niveau des
cellules B des ilots de Langerhans , présente en permanence dans le sang et sécrétée 24h /24 a

petites doses.

La sécrétion d’insuline augmente aprés consommation de glucides afin de maintenir le taux de
sucre sanguin (glycémie) autour de 1g/l dans le sang. Elle est donc la seule hormone qui

diminue la glycémie (hormone dite hypoglycémiante). Elle inhibe la production hépatique de
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glucose permettant ainsi le captage du glucose par les muscles, le foie, et le tissu adipeux
(Prudhomme et Brun., 2008).

3.1 Mécanisme d’action de P’insuline :

Pour agir I’insuline se lie a des récepteurs spécifiques qui sont exprimés a la surface de la plus
part des cellules mais sont présents en plus grande quantité dans le foie, muscle squelettique
et le tissu adipeux, ce récepteur est une protéine tetramérique formée de deux sous unités a
extracellulaires et de deux sous unités  transmembranaires contenant le domaine tyrosine

kinase.

La liaison de I’insuline induit des modifications conformationnelles du récepteur, qui
permettra 1’acces au site catalytique et la phosphorylation des résidus tyrosine des sous unités
B (Burnol, 2009) nécessaire au déclenchement d’une cascade de réactions enzymatiques
dont la premiére est IRS-1 puis RAS et I’activations des kinases phospho-inositide permettant
I’ouverture des transporteurs de glucose les GLUT (glucose transporters) assurant la diffusion

facilitée de ce dernier (Marsaudon, 2011).

Parmi les différentes isoformes qui constituent la famille des GLUT, GLUT4 a la
particularité d’étre exprimée majoritairement, et presque exclusivement, dans les tissus
périphériques insulino-sensibles musculaires et adipeux (Bastard, 2004).

Notre travail sera consacré sur le tissu adipeux.

4. Le tissu adipeux:

Le tissu adipeux est un tissu conjonctif aréolaire (arrangement lache de ses fibres) surtout
constitué de fibroblastes, de macrophages, de cellules adipeuses et de mastocytes (Marieb,
1999).

Quand il est en exces, il s'accompagne de surpoids, voire d'obésité, dont la fréquence
augmente dans le monde. 1l est impliqué dans les maladies cardio-vasculaires et métaboliques,
notamment le diabete. Le tissu adipeux exerce une double fonction qui le place au cceur de
I'noméostasie énergétique chez les mammiféres. D'une part, c'est le seul tissu capable de
stocker les réserves de I'organisme sous forme de triglycérides dans des cellules hautement

spécialisees, les adipocytes. D'autre part secréte des molécules biologiquement actives,
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collectivement appelées “ adipokines ” et d’autres hormones dont les principales sont : la
leptine, 1’adiponectine (protéine la plus produite), I’angiotensinogéne, 1’interleukine-6 (IL-6)

et I’inhibiteur de I’activation du plasminogene (Ritchie, 2004).
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Il existe deux types de tissu adipeux : le tissu adipeux blanc et le tissu adipeux brun, dont les
roles métaboliques sont distincts :

4.1. Tissu adipeux blanc :

Les adipocytes de la graisse blanche sont des cellules sphériques, volumineuses d’un diamétre
de 100 micrométre ou plus (150 voire 200), Leur cytoplasme renferme une volumineuse
vacuole lipidique unique (la cellule est dite uniloculaires) entourée par une mince couche

cytoplasmique, le noyau refoulé en périphérie de la cellule contre la membrane plasmique.

Ce tissu représente 1’une des plus importantes réserves énergétiques de 1’organisme (environ

95% des triglycérides stockés dans 1’organisme).
L’activité métabolique de cette adipocyte comporte 3 étapes :

AJ-la synthése des lipides a partir de différentes substrats (triglycérides d’origine alimentaire

et glucose) ou lipogenese est stimulée par 1’insuline.

-GLUT4 : Lors d’une stimulation par ’insuline, le nombre de transporteurs de glucose
augmente de maniére importante via un processus de translocation des protéines de transport
GLUT4 contenues dans les veésicules intracellulaires vers la surface membranaire (Zierath et
al., 2003).

Apres la liaison de I’insuline a la sous unité o du récepteur, la sous unité  acquiert une
activité tyrosine kinase lui permettant de phosphoryler les protéines IRS-1 et 2 sur leurs
résidus tyrosines interagissant avec la phosphatidylinositol 3 kinase (Pl 3 kinase) qui initie la
translocation des GLUT4. En réponse a ce signale insulinique les protéines SNARE associées
aux vésicules contenant les GLUT4 permettent 1’adressage et la fusion de ces vésicules a la
membrane cible (Andelli et Girard., 2009).

B/-le stockage des lipides sous forme de triglycérides dans la vacuole centrale de ’adipocyte.

C/-leur libération sous forme d’acides gras non estérifiés ou lipolyse, est stimulée par les
catécholamines qui seront utilisés par les autres cellules de l’organisme a des finS

énergétiques.



Synthése bibliographique

ghicose

v

vésicules GLUT4

Figure 01: Molécules de signalisation impliquées dans la stimulation du transport du glucose

par I'insuline dans le tissu adipeux.

Ces derniéres années plusieurs recherches ont été focalisées sur ce tissu comme par exemple
les expériences réalisées chez les souris obeses et insulinorésistantes et ont révélé que
I’apeline augmente significativement 1’utilisation de glucose par le tissu adipeux blanc et le
muscle squelettique, il s’agit du méme rdle que I’insuline mais une voie de signalisation
totalement différente. Les chercheurs ont pu mettre en évidence que I’apeline stimule le
transport de glucose en phosphorylant la NOsynthase endothéliale (eNOS) mais aussi I’ AMP-
activated protéine kinase (AMPK) dans le muscle (Dray et al., 2008).

Une enzyme appelée la 11-B-hydroxystéroide déshydrogénase de type 1 (11HSD1) intervient
dans la transformation de la cortisone inactive en cortisol actif, elle est responsable d’un
hypercorticisme purement local, dans le tissu adipeux et/ou dans le foie. L’inhibition de cet
enzyme est impliqué dans la pathogénie de 1’obésité abdominale, du syndrome métabolique et
du diabéte de type 2 et présente une cible pharmacologique potentielle et une perspective
thérapeutique innovante, en effet les expériences réalisées chez I’animal et chez ”’homme ont
montrés une diminution de 1’insulinorésistance et une amélioration des profils glycémiques et

lipidiques. Le développement d’inhibiteurs de la 11HSD1 est toujours en cours pour obtenir
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des molécules appelées peut-étre & devenir une nouvelle classe d’antidiabétiques oraux
q

(lovino et al., 2010).
4.2 Le tissu adipeux brun :

Contrairement aux adipocytes blancs, les adipocytes bruns ont un noyau central et un
cytoplasme rempli de nombreuses petites vacuoles lipidiques (la cellule est dite

multiloculaire) et des mitochondries.

Il existe au cours de la vie feetale et chez le nourrisson puis disparait presque entiérement chez
I’adulte (Grignon, 2002).

Les enzymes de la phosphorylation sont absentes dans les mitochondries des adipocytes bruns
de ce fait au lieu d’étre couplée a la phosphorylation oxydative, 1’énergie libérée par
I’oxydation mitochondriale des acides gras a la capacité de se convertir en chaleur. La
protéine mitochondriale responsable de ce découplage est la thermogénine ou UCP1
(' UnCoupling protein 1) (Poirier et al.,2006). Les chercheurs voient dans ’activation de ce
tissu brun une piste pour réguler le métabolisme du glucose, ils ont testé le métabolisme d’un
groupe d'hommes exposés au froid : 7 avaient encore du tissu adipeux brun contre 5 qui n’en
avaient pas. Les dépenses énergétiques et le métabolisme des sucres ont alors été mesures sur
les membres du groupe en exposition & une température normale et au froid, lors de ces
expériences, on s'aper¢oit que les participants avec graisse brune briilent plus d’énergie au
froid, ce qui se traduit par une meilleure régulation du métabolisme des sucres et une
meilleure sensibilité a ’insuline. Il reste encore a trouver une molécule ou un protocole qui
augmenterait la proportion de tissu adipeux brun, ouvrant ainsi la perspective d'une nouvelle
therapie (Chondronikola et al., 2014).

5. Les complications du diabete :
Il existe deux types de complications aigues et d’autres a long terme:

5.1. Les complications aigues : Les complications meétaboliques aigués du diabete sont
présentées par : des accidents hypoglycémiques : soit en raison d’un surdosage accidentel ou
volontaire en insuline; soit d’une insuffisance d’apport glucidique ou d’un défaut de contre
régulation hormonale ; et trois complications hyperglycémiques :

-Une acidocétose diabétique : due a une carence en insuline et d’activation des hormones de

contre régulation augmentant la lipolyse Il y a alors production de grandes quantités de
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glycérol et d’acides gras libres. Ces derniers sont oxydés dans les mitochondries hépatiques
aboutissant a la formation de corps cétoniques.

- Une hyperglycémie hyperosmolaire : anciennement coma hyperosmolaire qui se définit
par une hyperglycémie trés élevée, et une déshydratation importante.

- Et une acidose lactique : due a une accumulation d’acide lactique par augmentation de sa
production ou diminution de son utilisation (Maynaud-Charpentier, 2001 ; Orban et Ichai.,
2008 ; Marsaudon, 2011 ; Monnier, 2014).

5.2. Les complications a long terme :
5.2.1. La microangiopathie diabétique: ensemble de conséquences de 1’altération

fonctionnelle et structurale de la microcirculation (au niveau des petits vaisseaux).

-La rétinopathie : Lorsque la glycémie reste élevée elle provoque des lésions capillaires
rétiniens aboutissant a 1’épaississement de la rétine au niveau du macula (I’cedéme maculaire),
ou le passage des lipides qui se déposent forme des exsudats et si la paroi des capillaires
continue a s’épaissir elle aboutit a 1’occlusion de ces derniers qui provoque une hémorragie

intravitéene (Monnier, 2014).

-La néphropathie : Les reins sont constitués d’une multitude de petits vaisseaux sanguins qui
jouent un role dans I’élimination des déchets du sang. Le diabéte provoque une détérioration
des reins caractérisée par une hyper filtration glomérulaire et une augmentation de la taille des

deux reins.

-La neuropathie: La forme clinique la plus fréquente est la polyneuropathie distale
symétrique a prédominance sensitive (PDS) Le glucose pénetre dans le neurone périphérique
et dans les cellules endothéliales d’un facteur 4 au cours de I’hyperglycémie chronique ; La
voie de la glycolyse est alors saturée. D’autres voies métaboliques habituellement peu ou pas
actives sont mises en jeu (voie des polyols, voie des hexosamines et voie de la protéine kinase
C...) responsables d’intoxicité nerveuse et vasculaire par différents mécanismes (stress
oxydatif, inflammation, hyperosmolarité) (Hartemann et al.,2015).Cette complication se
manifeste par une paresthésie, des troubles sensitifs, d’impression de pied mort, des

crampes... (Monnier, 2014).

5.2.2. La macroangiopathie diabétique : le diabéte peut altérer aussi les gros vaisseaux

sanguins, est due a la sclérose des vaisseaux (athérosclérose) secondaire & I’accumulation de
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corps gras (essentiellement LDL) au niveau de I’intima et la média (Lubertzki et al., 2000).

Ce dépdt entraine donc un rétrécissement des arteres.

Les artéres les plus touchées sont les artéres du cceur la "coronaropathie", des jambes le
risque est l'artérite des membres inférieurs, pouvant aboutir a I'amputation, et du cou avec le
risque d’accident vasculaire cérébral. Ces lésions ne sont pas specifiques de la maladie
diabétique, mais surviennent plutdt et avec une fréquence accrue chez les patients en

hyperglycémie chronique (Diabéte HEGP, 2015).

Pour éviter ou au moins retarder ces complications, de nombreux traitements sont développés

afin d’améliorer 1’équilibre glycémique.
6. Les traitements actuels du diabéte :

6.1. Traitement du diabéte de type 1 : le traitement habituel consiste a I’apport d’insuline
administrée avec des injections quotidiennes a 1’aide de seringues, de stylos ou de maniére

continue a 1’aide d’une pompe a insuline.
6.2. Traitement du diabéte de type 2 :

En plus du régime alimentaire et la pratique d’activités physiques (marche, natation...) il ya

I’administration de médicaments antidiabétiques oraux (ADO) et/ou injectables.

Des injections d’insuline seront proposées en complément lors de la carence en insuline sera

trop importante.
6.2.1. Les stimulateurs de la sécrétion de ’insuline :

-les sulfamides hypoglycéemiants : agissent principalement en stimulant la sécrétion
d’insuline par les cellules B des ilots de langerhans en se liant sur un récepteur sur la
membrane de ces cellules, ils régulent la sécrétion d’insuline en fermant les canaux
potassiques ce qui entraine une dépolarisation de la membrane et 1’entrée du calcium,
I’augmentation de concentration intracellulaire de calcium stimule la libération d’insuline

par exocytose.

-les glinides : le répaglidine (Novonorm®) et le Natéglinide sont classés dans la catégorie des

régulateurs de la glycémie postprandiale (Marsaudon, 2011). lls ont le méme mecanisme
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d’action que les sulfamides hypoglycémiants mais leurs durée d’action est breve (Hennen,
2001).

-Les incrétines :

Le GLP-1(glucagon-like peptide) et le GIP (gastric inhibitory polypeptide), sont des
hormones gastro-intestinales stimulant la sécrétion d’insuline lorsque la glycémie est élevée
(glycémie postprandiale), ces hormones sont produites par les cellules K du duodénum pour
le GIP et les cellules L de I’iléon et du colon pour le GLP1 et ont une demi vie extrémement
courte en raison d’une dégradation rapide par la DPP-4. Chez les personnes atteintes du
diabéte de type 2 le GIP n’agit plus sur la sécrétion de ’insuline (Quilliot, 2011). Cependant

des molécules synthétisées chimiquement ont été développées :

-Les inhibiteurs de la DPP4 ralentissent la dégradation du GLP1 par cette enzyme (Doucet et
al., 2011).

-Les analogues du GLP1 ont des effets pharmacologiques similaires mais ayant une période
d’action plus longue et une résistance a la dégradation par la DPP-4 (EI-Ouaghlidi et Nauck.,
2004).

6.2.2. Les inhibiteurs des a glycosidases et de la lipase pancréatique:

-L’acarbose : ce médicament bloque I’action d’une enzyme de l’intestin gréle que 1’on
appelle o glucosidase dont la fonction est d’hydrolyser les glucides alimentaires pour leur

permettre de passer dans le sang sous forme de monosaccharides (Marsaudon, 2011).

-Les inhibiteurs de la lipase pancréatique : sont efficaces chez les patients obeses,
I’amélioration de la cholestérolémie est significative et la perte de poids modérée est
suffisante pour améliorer la glycémie. Les effets secondaires sont proches de ceux genérés par
I’acarbose (Hennen, 2001).

6.2.3. Médicaments qui augmentent la sensibilité a ’insuline :

- les glitazones : ou thiazolidinediones, améliorent la captation musculaire du glucose et la

pénétration des triglycérides et des acides gras libres dans les cellules graisseuses. Leur site
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d’action sur les cellules est un récepteur appelé <PPRA gama> (peroxisome proliferator-
activated réceptor), lorsque les glitazones stimulent ces récepteurs , elles provoquent la
destruction des grosses cellules graisseuses qui produisaient trop d’acides gras libres
permettant une réduction du taux de triglycérides sanguin et une diminution indirecte de

I’insulinorésistance.

-Les biguanides : représentés par la metformine, agit essentiellement sur le foie en diminuant
la production hépatique du glucose en inhibant la néoglucogenese favorisant ainsi son

utilisation par le muscle.

-Les médicaments cités ci-dessus présentent plusieurs effets secondaires comme par exemple
I’acarbose qui provoque des intolérances gastro-intestinales avec selles liquides voire diarrhée
et des douleurs abdominales, due a I’augmentation des processus de fermentation et des effets
osmotiques au niveau du gros intestin , et la metformine qui provoque une acidose lactique
(Hennen, 2001).
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1. La phytothérapie

Les plantes sont utilisées dans toutes les cultures pour leurs vertus médicinales et de
nos jours encore l’organisation mondiale de la sant¢é OMS estime que la médecine
traditionnelle couvre les besoins en soins de santé primaires de 80% de la population
mondiale (Farnsworth et Soejarto., 1985).
La phytothérapie est une discipline destinée a prévenir et a traiter certains troubles
fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen de plantes, de parties de plantes ou
de préparations a base de plantes, elle fait partie des médecines paralléles ou des médecines
douces (Maurice, 2004).
2. Plantes antidiabétiques :
Pour pallier aux effets secondaires des médicaments, les recherches scientifiques portent sur
1123 plantes utilisées traditionnellement contre le diabéte, I’activité antidiabétique de ces
plantes peuvent dépendre de plusieurs mécanismes.

Le tableau si dessous présente quelques modes d’action des plantes antidiabétiques.

Tableau 01 : Modes d’actions de quelques plantes antidiabétiques (Azzi, 2013).

Noms scientifiques Familles Partie Modes d’action et références
Utilisée

Catharanthus roseus | Apocynacées | Feuilles | Stimule la sécrétion d'insuline a partir
des cellules B des Tlots de Langerhans du
(L.). G. Don pancréas (Nammi et al., 2003).

Citrullus colocynthis | Cucurbitacées | Graines | Stimule la sécrétion d’insuline (Nmila
L et al.,2002).

Coccinia grandis L. Cucurbitacées | Fruits Stimulation de la glycogenese hépatique
Voigt. (Shibib et al., 1993).

Mangifera indica L Anacardiacées | Fruits, Stimulation de la glycogenese hépatique
Feuilles | (Bhowmik et al., 2009).

Nerium oleander L. Apocynacées | Feuilles | Inhibition o-glucosidase (Ishikawa et
al.,2007).

Punica granatum L. Lythracées Fleurs Inhibitiona-glucosidase (Li et al., 2005).

Morus alba L. Moracées Feuilles | Augmentation le nombre de cellules

dans les Tlots de Langerhans
(Mohammadi et Naik., 2008).

Aegle marmelos Rutacées Feuilles | Stimule la captation du glucose par les
cellules (Sharma et al., 2007).

Réduire la résistance a 1’insuline
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(Sharma et al., 2011).

Fruits Effet protecteur sur les cellules B du
pancréas (Kamalakkannan et Prince.,
2005).
Ervatamia Apocynacées | Feuilles | stimule la différenciation des cellules

progenitrices pancréatiques (Kojima et

microphylla Umezawa., 2006).

Amaranthus esculents | Amarantacées | Plante Diminution des activités du cortisol
Entiere | (Gholap et Kar., 2004).

3. Principes actifs :

Le savoir de préparation et d’utilisation des extraits de plantes médicinales est transmis d’une
génération a une autre avec I’ignorance d’effet exact ou le mode d’action des composants de
ces extraits sur I’organisme humain jusqu’au dernier si¢cle avec ce qu’on appelle la révolution
« scientifique » et les progrés dans tous les domaines « médecine, pharmacie, biologie,
botanique, pharmacologie, toxicologie, pharmacognosie... » (Fournier, 1999).La recherche
trouve chez les plantes des molécules actives ou des matiéres premicres pour 1’hémisynthese
de composés actifs, I’isolement de principes actifs a contribué a 1’amélioration des
connaissances des structures, ce qui a permis de passer progressivement d’une phytothérapie
traditionnelle souvent empirique, acceptée parfois avec une certaine méfiance a une thérapie
moderne, acceptée scientifiquement.

Il existe plus de 200 métabolites secondaires qui présentent une activité antihyperglycémiante
(Marles et Farnsworth., 1995 ; Lamba et al., 2000 ; Sanjay, 2002).

Ainsi un certain nombre de groupes, tels que les alcaloides, les saponines, les flavonoides...et
d'autres obtenus a partir de diverses sources végétales, semblent avoir des effets, d'une
importance particuliére, dans le traitement du diabete (Mukherjee et al., 2006 ;
Soumyanath, 2006).

Parmi ces principes actifs nous allons nous intéresser dans ce présent travail & la fraction

brute des flavonoides.

De plus en plus, les flavonoides font I'objet de recherche scientifique. Ils ont été signalés pour
de nombreuses propriétés, y compris l'activité anti-inflammatoire, oestrogénique, inhibition
enzymatique, activité antimicrobienne, antiallergique, antitumorale et cytotoxique (Cushnie
et Lamb., 2005).

Ces composés sont aussi réputés pour leur caractére antioxydant, neutralisant les radicaux
libres limitant ainsi certains dommages oxydatifs. Ils sont donc a 1’origine d’effets
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physiologiques bénéfiques pour 1’organisme humain et méritent I’intérét croissant que la
recherche leur porte (Raskin et al., 2002). Le nombre de flavonoides, leur diversité
structurale et leur bioactivité font de ces composés un des groupes les plus importants de

substances d'origine naturelle (Harborne, 2000).
3.1.Les flavonoides :

3.1.1.Définition : Les flavonoides sont des composés polyphénoliques qui sont
omniprésents dans les plantes (Wenying et al., 2003), ce sont des pigments responsables de la
coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles assurant ainsi la protection des tissus

contre les agressions des ultraviolets (Rajnerayanama et al., 2001).

3.1.2.Structure : Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils
possédent un squelette carboné de quinze atomes de carbones constitué de deux cycles
aromatiques (A) et (B) qui sont reliés entre eux par une chaine en C3 en formant ainsi
I'nétérocycle (C) (Erdman et al., 2007).Géneralement, la structure des flavonoides est

représentée selon le systeme C6-C3-C6 (Emerenciano et al., 2007).

Figure02: Squelette de base des flavonoides (Cushnie et Lamb., 2005).
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-Les flavonoides se représentent en 15 familles de composés dans les plus importantes sont :

Flavonals
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Figure03: Principales classes des flavonoides.

4. Plante étudiée : Ammodaucus leucotrichus Cosson et Durieu supsp. leucotrichus

4.1. Taxonomie :

Embranchement : Magnoliophyta

Classe : Rosopsida
Sous-classe : Cornidae

Ordre : Araliales
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Sous ordre : Aralianae

Famille : Apiaceae

Genre : Ammodaucus

Espéce : leucotrichus (Quezel, 1963).

4.2.Appellations :

Nom Arabe : 48 guall - & guall () 5eS1)

Nom Berbére : Akaman

Nom Francais : cumin velu, cumin de sahara Nom anglais: Hairy cumin
Nom vernaculaire: Nessoufa-Moudrayga (Velasco-Negueruela et al., 2006).
4.3. Description morphologique :

Petite plante annuelle glabre a tiges dressées, rameuses, finement striées, feuilles trés divisées
a lanieres étroites, un peu charnues, ombelles a 2-4 rayons, involucre a bractées tres divisées
(Ozenda et al., 1977); fleurs blanches, toutes égales. Méricarpes allongés 6-9 x 4-5mm, a
cbtes secondaires couvertes de longs poils soyeux trés denses, crépus, jaune roux a la base,
puis blancs et longs de 8-10mm. Cette plante est trés appréciée et ramassée, ce qui tend a la

raréfier. C’est une plante a trés forte odeur d’anis (Quezel, 1963).
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Figure04: Ammodaucus Leucotrichus (www.sahara-nature.com).

4.4. Répartition géographique de la plante :

La distribution enti¢re est basée au nord de 1’Afrique (Algérie, Maroc, Tunisie, Libye, elle
s’étend jusqu'a ’Egypte et I’ Afrique tropicale) (Beltran et al., 1983). Elle est assez commune

dans tout le paturage désertique (Quezel, 1963).
-Secteur du Sahara septentrional et occidental
-Elle est rare dans le secteur du Sahara central

4.5. Utilisation thérapeutique et traditionnelle:

Les fruits d’Ammodaucus leucotrichus se croquent et parfument 1’haleine, on en parfume le
thé. En Afrique du nord, les fruits sont utilisés comme condiment et en médecine
traditionnelle, ils sont employés dans le traitement des coups du froid, fievre et troubles
digestifs particulierement pour les enfants. La plante est utilisée aussi, sous forme de
décoction de fruits, pour le traitement du diabéte (Adams et al., 1995).

4.6. Etudes antérieures sur la plante :

Une étude a été faite par (EI-Haci, 2015) sur le pouvoir antimicrobien, antioxydant ainsi que
le pouvoir hémolytique des huiles essentielles des fruits d’Ammodaucus leucotrichus. Cette
étude a montré une activité remarquable sur différentes souches bactériennes (S.typhimurium
la plus sensible a I’action des huiles), et une trés faible activité antioxydante expliquée par la
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faible concentration des molécules dotées d’activité antioxydante dans cette huile, quant aux
résultats obtenus pour le pouvoir hémolytique ont montré un pouvoir cytotoxique modéré de

I’huile pure par contre ce pouvoir est nul lorsque cette huile est diluée au 1/10.

Une autre étude a été réalisée sur la composition chimique d’une préparation utilisée dans la
pharmacopée traditionnelle dans la région de Bechar pour le traitement des maladies
gastriques. Ce reméde utilisé comme sirop est un extrait aqueux de 11 plantes dont
Ammodaucus leucotrichus. Le criblage phytochimique de cette préparation a montré la
présence de toutes les substances bioactives, I’efficacité de ce remede est obtenue grace a

I’effet synergique (Belboukhari et al., 2013).

Deux échantillons de fruits d’Ammodaucus leucotrichus subsp nanocarpus, ALN1 et ALN2
ont été étudiés. L’huile essentielle des fruits de ’espéce d’Ammodaucus leucotrichus subsp.
nanocarpus (ALN1, ALN2) se composent de (94.7-94.9%) de monoterpénes, (4.6-5.0 %) de
sesquiterpenes et (0.3-0.5 %) de différents composants. La majorité de ces constituants sont le
B-pinéne (22.2-33.6 %), angelate de bornyle (20.6-21.8 %), camphre (8.3-11.7 %), a-pinéne
(5.2-5.5 %), camphéne (3.3-3.8 %), sabinene (3.7-7.0 %), myrcéne (1.8-5.4 %), limoné

(3.5-4.86 %), v terpene (4.6-5.6 %), acétate de bornyle (4.7-5.0 %) et 5-cadinéne (2.1-1.9 %).
(Velasco-Negueruela et al., 2006).

A I’heure actuelle aucune étude scientifique & notre connaissance sur ’activité antidiabétique
n’a été publiée. L’usage empirique des différentes préparations traditionnelles a base
d’Ammodaucus leucotrichus ainsi que le nombre réduit des études phytochimiques qui ont été
faites sur cette derniere nous a encouragés a rechercher cette plante afin de tester son effet sur
la captation du glucose par des coupes de tissu adipeux prélevées a partir de rats Wistar selon
la méthode de Rodbell 1964 (peu modifiée).
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I- Partie phytochimique :

Notre étude a été réalisée au sein du laboratoire : Antibiotiques , Antifongiques,

Physicochimie , Synthese et Activité biologique (LAPSAB).
1. Matériel vegétal :

Le matériel végétal utilisé au cours de notre étude est la partie aérienne (Tige, feuilles, fleurs
et graines) d’Ammodaucus leucotrichus, récoltée en mars 2016 a Taghit wilaya de Bechar-
Algérie, apres identification botanique la plante est séchée a I’ombre a température ambiante
pendant plusieurs jours, ensuite broyée en poudre fine a I’aide d’un moulin a café et
conservée dans un endroit bien aéré a température ambiante et a 1’abri de la lumiére jusqu’au

jour de I’extraction.

2. Préparation de I’extrait brut et ’extrait des flavonoides a partir d’Ammodaucus

leucotrichus :
2.1. Préparation des extraits bruts :

e 10g de poudre vegétale est mise en maceration dans un melange de 100 ml
d’eau/méthanol a 20/80 v/v sous agitation pendant 72 heures a température ambiante.

e Filtration du meélange.

e Evaporation a sec du filtrat hydrométhanolique afin d’éliminer le méthanol pour

obtenir I’extrait brut EB.
2.2 Préparation de I’extrait des flavonoides :

L’extrait hydrométhanolique obtenu aprés 1’évaporation est partagé entre 10ml d’acétate
d’éthyle et le méme volume d’eau distillée, aprés agitation le mélange est laissé décanter, la
phase organique d’acétate d’éthyle est récupérée et la phase aqueuse est a nouveau partagée,
I’extraction est refaite plusieurs fois jusqu’a ce que le solvant devient transparent. L’acétate
d’éthyle est par la suite évaporé et 1’extrait résultant est considéré comme étant la fraction

enrichie en flavonoides (Figue 05).
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Figure05 : Montage et dispositif de 1’extraction liquide-liquide.

-La figure 06 ci-dessous montre un schéma explicatif de la préparation des extraits brut et

enrichi en flavonoides.
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Matériel végétal

l Eau-méthanol

Macération 72h

Filtration

Solution

hydromethanolique

Extrait

Hydrométhanolique

(EB)

Evaporation a sec

Extraction
liquide /liquidex 3

Acétate d’éthyle

Agitation et décantation

Phase aqueuse

Phase organique

Evaporation
a60°C

Extrait
Enrichi en
flavonoides

Figure 06 : schéma explicatif de la préparation des extraits brut et enrichi en flavonoides.
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3-Chromatographie sur couche mince :

La chromatographie sur couche mince CCM est une chromatographie d’adsorption qui est due
a la formation de liaisons entre molécules de 1’espece chimique qui migrent et la phase
stationnaire. La séparation est basée sur la différence de vitesse de déplacement des especes
chimiques qui dépend de la capacité d’adsorption de cette derniére par la phase stationnaire et
sa force d’entrainement par 1’¢luant.

3.1-Mode opératoire :

-Les extraits utilisés :

Macération : extrait brut, fraction enrichie en flavonoides.
-Les standards utilisés : la quercétine, la catéchine.
-La plaque utilisée : plaque de gel de silice.
Activation de la plaque dans 1’étuve a 120 °C pendant 10min.

Saturation de la cuve par 1’¢luant.

>

>

» Dépot d’échantillon en petits spots.

> Introduction de la plaque dans la cuve saturée.
>

Suivre le développement du chromatogramme jusqu’a I’arrivé du solvant au front
supérieur.
-Choix de la phase mobile :

Plusieurs systemes de solvants ont été testés pour voir celui qui donne une meilleure
séparation des différents composés présents dans nos extraits :

Y

Chloroforme, acétate d’éthyle, méthanol, acide acétique, eau (60/10/25/5/0.2).
Chloroforme, méthanol, acide acétique, eau (60/30/5/0.2).

Chloroforme, acétate d’éthyle, méthanol, eau (20/30/50/0.2) (65/10/25/0.2).
Chloroforme, acide formique, acide acétique, eau (100/11/11/26).
Chloroforme, méthanol, eau (65/35/0.2) (75/15/0.1).

BAW (60/15/25) (5/0.5/3) (10/8/2).

Chloroforme, méthanol, acétate d’éthyle, eau (30/40/30/0.1).

Chloroforme, méthanol (90/10) (60/25).

Chloroforme, méthanol, eau (60/25/0.2).

Chloroforme, méthanol, acétate d’éthyle (65/25/10) (50/30/20).

YV V V V V V V V V
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> 3.2-Révélation :

Apres migration des extraits par capillarité sur la plague CCM, on procede a la révélation des
chromatogrammes sous une lampe UV a 366 nm.

L’interprétation qualitative des chromatogrammes s’effectue par la détermination du rapport

frontal Rf calculé selon la formule suivante.

Distance parcourue par substance

Distance parcourue par le solvant
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I1-Partie biologique :
1-Animaux :

Notre étude a porté sur des rats femelles de laboratoire de variété Wistar (Ratus norvegicus)

agés de 2 a 3 mois et ayant un poids entre 200 et 300g.
2-Conditions d’élevage :

L’¢levage des animaux s’est déroulé au sein de I’animalerie de département de Biologie,
Faculté des sciences de la nature et de la vie et sciences de la terre et de ’univers, Université

Abou Bekr Belkaid (Tlemcen).

Ces animaux sont maintenus sous conditions favorables : Température entre 25 a 30°C,
aération suffisante, Photopériode 12H/12H et sont nourris ad libitum par un aliment
supplémenté en vitamines sous forme de granulés composé de mais, tourteaux de soja, issu de
meunerie, calcaire, phosphore, sels, acides aminés, polyvitamines, antioxydants, facteurs de

croissance et antibiotiques.

Remarque : Les animaux sont mis a jeun 16h avant sacrifice.

-L’effet de I’extrait brut et d’extrait des flavonoides sur la captation du glucose par des

coupes fines de tissu adipeux :

Nous avons testé 1’effet de I’extrait brut et 1’extrait des flavonoides sur la captation du glucose
par des coupes fines de tissu adipeux et nous avons comparé 1’effet de ces extraits a

différentes concentrations par rapport a I’effet de I’insuline et par rapport a des témoins.
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3-Préparation du milieu d’incubation KRBA :

Tableau 02: Préparation du KRB.

Concentrations Volume necessaire
Constituants Masse (g) [mM] [mi]

NaCl 7 120 698
CaCl, 0.19 1.3 19
KCI 0.375 4.8 37
KH,;PO, 0.16 1.2 16
MgSO, 0.295 1.2 30
NaHCO ; 2.01 24 200

Une fois le KRB préparé il est conservé a 4°C.

Le pH de la solution KRB est ajusté a 7.4 par 10 mM d’ Hepes(acide 4-(2-hydroxyéthyle)-1-

piparazine-éthane sulfonique) tout juste avant son utilisation.

Nous avons ajouté 1g de BSA (albumine bovine ) pour préparer la solution KRBA1% qui sert
au lavage du tissu adipeux, et 4g de BSA pour préparer la solution de KRBA4% pour
I’incubation des coupes fines de tissu adipeux, a partir de cette derniére on prépare deux
autres solutions de KRBA4% glucosées : KRBA4% glucosé a 1g et KRBA4% glucosé a 3g.

4-Préparation du sérum physiologique NaCl 9% :

On pese 9 g de NaCl et on le fait dissoudre dans 1L d’eau distillée.

Le sérum physiologique est conservé a température ambiante.

5-Isolement du tissu adipeux (Rodbell 1964 peu modifiée) :

-Sacrifice de 1’animal par dislocation cervicale.

-Ouverture de 1’abdomen en forme U a I’aide d’un scalpel aprés dissection.

-prélevement du tissu adipeux épididymal et surrénal.
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-Pesée du tissu adipeux.

-Lavage du tissu adipeux dans du sérum physiologique NaCl 9%o afin de le nettoyer des

vaisseaux et caillots sanguins.
-Lavage du tissu 2 a 3 fois dans le KRBA 1%.

-Introduction du tissu dans un tube conique et centrifugation 500tour /min pendant 5min a
37°C.

6-Viabilité et numération cellulaire :

Le comptage cellulaire nous permet d’avoir des informations a la fois qualitative sur 1’état de

nos cellules et quantitative sur le nombre des cellules vivantes.
La numération est réalisée a 1’aide d’une cellule de Thoma

0.2 g de coupes fines de tissu adipeux sont lavées dans de 1’eau physiologique puis KRBA1%,
apres écrasement la suspension cellulaire est récupérée dans 2ml de solution (EDTA+
KRBA1%), ensuite 50l de cette derniére est melangée avec 50pul de bleu de trypan a 0.2%
dans du KRB, a partir de ce mélange un volume est prélevé et déposé entre lame et lamelle au

niveau de la cellule de Thoma.

Les cellules non viables vont étre colorées en bleu et les résultats sont exprimés par le nombre

de cellules viables/ml.

La somme des cellules dénombrée dans chaque carreau
/ le nombre des carreaux x FD x25 x10* (mm®)

FD: Facteur de dilution.
7- Incubation :

Nous avons utilisé des plaques d’incubation de 24 puits, ces plaques sont mises dans un

incubateur agitateur a 37°C a 47 rpm.
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Tableau03: milieux d’incubation contenant le KRBA4% Glucose a 1g et 3g, les différentes

concentrations de I’extrait brut et d’extrait des flavonoides et les coupes fines de tissu

adipeux.
Milieux Extrait brut Extrait des flavonoides
30 minutes | 60 minutes | 90minutes | 30 minutes | 60minutes | 90minutes
500ug/ml | 500ug/ml | 500pg/mi 500ug/ml | 500upg/ml | 500ug/ml
KRBA4%
[Glucose]
1g /1 200ug/ml | 200pg/ml | 200ug/ml | 200pg/ml | 200pg/ml | 200pg/mi
+0.2g TA
100pg/ml | 100ug/ml | 100ug/ml 100pg/ml | 100upg/ml | 100pg/ml
500ug/ml | 500pg/ml | 500ug/ml | 500pg/ml | 500pg/ml | 500pg/mi
KRBA4%
[Glucose]
191 200ug/ml | 200pg/ml | 200ug/ml | 200pg/ml | 200pg/ml | 200pg/mi
+0.29g TA
100ug/ml | 100pg/ml | 100pg/ml | 100pg/ml | 100pg/ml | 100ug/mi
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Tableau04 : milieux d’incubation contenant les différentes concentrations de I’insuline.

Insuline
30 minutes 60 minutes 90 minutes

KRBA4%
[Glucose] 100pU/ml 50puU/ml 10pU/ml

1g /1
+0.29g TA
KRBA4% 100pU/ml 50pU/ml 10pU/mi
[Glucose]

39/l

+0.2g TA

Remarque : I’insuline utilisée est une solution d’insuline humaine bio synthétique injectable en

stylo 2100 U/ml (Novorapid®, Flexenpen®) et une aiguille de 8mm (Novofine).

Tableau05 : Les milieux témoins utilisés

T1 T2 T3 T4
KRBA4% KRBA4%
.. [Glucose] 1g/l + [Glucose]
Teéemoins KRBA4% KRBA4%

0.2g de coupes 3g/1+0.2g de
[Glucose] 1g/I [Glucose] 3¢/l

fines de tissu coupes fines de

adipeux tissu adipeux
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8-Prélevement des puits :

Aprés 30 minutes la réaction est stoppée en posant la plaque d’incubation sur des glaces

pendant une minute.

A T’aide d’une micropipette 500pl est prélevé de chaque puits et introduit dans des tubes a
essai on centrifuge 2000 tour/min pendant 5 min.

Cette opération est répétée aprés 60 min et 90 min.
9-Dosage enzymatique du glucose:

Principe :

Le dosage est basé sur deux réactions enzymatiques :

-la premiére (E1) : catalysée par la glucose oxydase qui oxyde le glucose en acide gluconique

et produit le peroxyde d’hydrogene (H20,).

-la deuxiéme (E2) : catalysée par la peroxydase utilise le peroxyde d’hydrogéne formé comme
substrat et le phénol ainsi qu’un chromogéne (4-aminoantipyrine) et produit de ’eau et la

forme colorée du chromogéne (Trinder (1969)

Remarque : Le chromogéne absorbe fortement a 505 nm, I’intensité de la coloration est
directement proportionnelle a la concentration en glucose.
Glucose +O,+H,O0 —  Gluconate + H,0;

GOD

2H,0,+Amino-4-antipyrine+phénol — monoamino-p-benzoquinone-4-phenazone+4H,0

POD

GOD: glucose oxydase.

POD: peroxydase.

29



Partie expérimentale

Matériels et méthode

-Méthode du dosage :

Tableau 06 : Dosage enzymatique du glucose.

Blanc Etalon Echantillon
Solution du travail 1mil Iml iml
10 pl 10ul

Le contenu des tubes est homogénéisé a 1’aide d’un vortex et ces derniers sont incubés

pendant 10min dans 1’étuve a 37°C.

Apreés incubation le contenu des tubes est versé dans des micro-cuves et la densité optique est

lue (DOD) a 505 nm contre le blanc.

Calcul :

Concentration glucose restant dans le milieu = (DOD/DOE)

DOD : Densité optique de I’étalon

DOE : Densité optique de I’échantillon
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[ Récupération du tissu adipeux apres dissection ]

Lavage du tissu
adipeux par de
L’eau
physiologique

Lavage 2 a 3 fois avec le KRBA1% +
Centrifugation 500t/min (5min)

Surnageant + KRBA4%

T

O O O O O O O O O
O O O O O O O O O

Puits témoins positifs : Puits témoins : Puits expérimentaux :
Milieux d’incubation en Milieux d’incubation en Milieux d’incubation en
Présence de différentes absence d’extrait présence de 1’extrait a
Concentrations et d’insuline différentes concentrations
d’insuline \ l

[ Incubation 30min, 60 90min 37°C sous ]

[ Récupération du contenu de chaque puits ]

[ Centrifugation a 2000 t/min( 5min) ]

[ Dosage enzymatique du glucose ]

Figure 07: Schéma représentant les étapes de la recherche de I’activité antidiabétique
par la mesure de la captation du glucose par le tissu adipeux.
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I1-Partie statistique :

Quelques paramétres statistiques ont été calcules tels que :

1-La moyenne :

2. L'erreur standard de la moyenne (SEM) :

3-Test de student :
Nous avons réalisé une comparaison de moyennes grace au test de student a un degre de
liberté v qui dépend de la taille de I’échantillon.

v=dll=n+n,~2
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Si le t calculé ou expérimentale est plus élevé que tv de la table de Student, la
différence entre les moyennes des deux échantillons est significative (Schwartz D, 1992 ;
Amotte M, 1971).

La valeur de «t» nous donne le degré de signification «p» lu sur la table de Student. La
différence entre deux moyennes est:

Peu significative : P < 0.05 (*);
Significative : P <0.01 (**) ;

Tres significative : P <0.001 (***) ;
Hautement Significative : P <0.0001 (****).
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1. Analyses chromatographiques (CCM) :

Parmi les différents systemes utilisés pour la séparation de I’extrait brut et I’extrait des
flavonoides certains ont permis la séparation de quelques composés d’autre n’ont permis
aucune  séparation. C’est le cas des systemes BAW  (60/15/25) et
CHCI 3/HCOOH/CH3COOH/H,0 (100/11/11/26) qui n’ont séparé aucun composé pour tous
les extraits.

Le systeme CHCI 3/MeOH/EtOAc /H,O (65/25/10/0.2) a révélé de nombreux composés pour
I’extrait des flavonoides avec différents Rfs dont une tache au Rf=0.81 correspondant a la
quercétine tandis que pour I’extrait brut ce systéme n’a révélé qu’un seul composé qui est
resté sur la ligne du dépot.

Le systeme CHCI3/MeOH/EtOAc /CH3COOH/ H,O (60/25/10/5/0.2) a son tour a séparé
plusieurs composés pour 1’extrait des flavonoides dont une tache au Rf= 0.79 correspondant a
la catéchine et pour I’extrait brut ce systéme a révélé uniquement deux composés le premier
est resté sur la ligne du dép6t et le deuxiéme avec un Rf de 0.78 correspondant a la catéchine.

Le systeme CHCIl3/MeOH avec les proportions (90/10) a révélé 5 composés pour 1’extrait des
flavonoides et 6 composés pour I’extrait brut dont une tache au Rf=0.69 correspondant a la
querceétine.

Le méme systéme avec les proportions (60/25) a permis la séparation de 7 composés pour
I’extrait des flavonoides dont une tache au Rf=0.71 correspondant a la catéchine et 5
composés pour 1’extrait brut avec une tache au Rf=0.91 correspondant a la quercétine.

Le systtme CHCI3/MeOH/H,O  (75/15/0.1) a révélé 8 composés pour I’extrait des
flavonoides et 8 composés également pour I’extrait brut avec une tache au Rf= 0.56
correspondant & la quercétine.

Le systeme CHCIl3/MeOH/EtOAc/H,O (30/40/30/0.1) a permis la séparation de 9 composés
pour D’extrait des flavonoides dont une au Rf= 0.91 correspondant a la quercétine et 6
composés pour 1’extrait brut dont une au Rf=0.79 correspondant a la catéchine.

Ces deux derniers systémes sont les mieux adaptés a la séparation de nos extraits.

Le tableau ci-dessous montre les principaux résultats de 1’analyse chromatographique de
I’extrait brut et ’extrait des flavonoides préparés a partir d’Ammodaucus leucotrichus.
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Tableau07 : Analyses chromatographiques (CCM) de I’extrait brut et I’extrait des
flavonoides d’Ammodaucus leucotrichus.

Systemes Rf extraits
(V/v)
EB Ef Quer Cat

@)
N
L 0 0.29
I
o
@) 0.79 0.59
2
5 60/25/10/5/0.2 0.79 0 0.8
g
o 0.84
u
T
@)
D
=
o
@)
I
O

0 0.37
% 0.81
S 0.81 0
g 0.83
0 65/25/10/0.2
I 0.85
@)
D
> 0.88
I
@)
I
O
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0 0

0.2 0.2
0.35 0.31

'®) 75/15/0.1 0.56 0.57 0.56 0

T

5 0.82 0.7

O

[<B}

S 0.83 0.78

2

©)

g 0.86 0.82

@)
0.89 0.85
0.45 0.37
0.49 0.46
0.79 0.53

0.91 0.79

0.8 0.71

O

T 30/40/30/0.1 0.82 0.8

S

& 0.85 0.81

m

I 0.82

o

(<3}

= 0.85

a2

%_') 0.9

O
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0.41 0.37
0.49 0.46
0.79 0.53
0.91 0.71
60/25 0.80 0.71
I 0.9 0.81
O
[<B}
= 0.83
)
£ 0.85
O
0 0.08
0.08 0.7
90/10 0.12 0.72 0.69 0
T 0.69 0.85
O
D
= 0.72 0.88
)
2 0.9
@)

Rf : Rapport frontal.
CHCL; : Chloroforme.
MeOH : Meéthanol.

EtOAC : Acétate d’éthyle.
CH3COOH : Acide acétique.
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Cat : Catéchine.

Qu : Quercétine.
EB : Extrait brut.
Ef : Extrait des flavonoides.
HCOOH : Acide formique.
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I1-Analyse biologique :
1. Viabilité et numération cellulaires :

Aprés observation et numération des adipocytes par la cellule de Thoma a I’aide d’un
microscope, nous estimons que 1g de tissu adipeux contient environ 10 millions de cellules
vivantes.

2. Captation basale du glucose par les coupes fines de tissu adipeux :

Tableau 08 : Concentrations du glucose restant dans les milieux d’incubation glucosés a 1g/l

et 3g/l en présence et en absence des coupes fines de tissu adipeux.

Glucose restant dans le milieu aprés incubation
Témoins g/l
30 min 60 min 90 min

T1

0.96 0.95 0.93
T2 2.93 2.89 2.87
T3 0.92 0.90 0.95
T4 2.83 2.8 2.84

La figure 08 et 09 ci-dessous représente la consommation basale du glucose dans le milieu
d’incubation (KRBA4%+glucoselg/l) et (KRBA4%+glucose3g/l) en absence et en présence
des coupes fines de tissu adipeux pendant différents intervalles de temps (30, 60 et 90 min)

38



Partie expérimentale Résultats

Tl
mT3

Glucose g/I

30 60 90
Temps (minutes)

Figure 08 : Concentrations du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 1g/l du
glucose en absence et en présence des coupes fines de tissu adipeux pendant 30, 60 et90 min.

*

*

*

mT2
1,5
T4

Glucose g/l

0,5 -

30 90

(Tempssr%inutes)

Figure 09 : Concentrations du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 3¢/l du
glucose en absence et en présence des coupes fines de tissu adipeux pendant 30,60 et90 min.

Dans le cas de milieu d’incubation (KRBA4%+ Glu 1g/l) ces résultats montrent une
diminution significative a t=30 min, tres significative & t=60min et peu significative a
t=90min par rapport au témoin ce qui montre que nos cellules sont fonctionnelles sur le plan
métabolique avec une captation basale maximale a 60 min de I’ordre de 0.1g/l.
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Dans le cas de milieu d’incubation (KRBA4%+ Glu 3g/1) la diminution du glucose restant est
significative a t=30 min et t=90min et tres significative a t=60min avec une captation de
I’ordre de 0.2g/l.

3. Effet de I’insuline sur la captation du glucose par les coupes fines du tissu adipeux :

Tableau 09: Concentrations de glucose restant dans le milieu d’incubation KRBA4%+
glucosé a 1g/1 en présence des différentes concentrations d’insuline et des coupes fines de
tissu adipeux pendant 30, 60 et 90min.

Insuline Glucose restant dans le milieu aprés incubation
pu/mi g/l
30 min 60 min 90 min
10
0.79 0.7 0.8
0.65
50 0.74 (capté 35%) 0.75
0.61
100 0.68 (capte 39%) 0.7

Glucose g/l

T3 Insuline10pU/ml Insuline50pU/ml Insuline100uU/ml

Figure 10 : Concentrations du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 1g/1 du
glucose en présence de différentes concentrations d’insuline pendant 30 minutes.
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-Hautement significative P<0.0001(****) par rapport au témoin.

-T3 : milieu témoin contenant KRBA4% glucosé a 1g/l + les coupes fines de tissu adipeux.
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T3 Insuline10uU/ml Insuline50uU/ml Insuline100uU/ml

Figure 11 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 1g/l du glucose
en présence de différentes concentrations d’insuline pendant 60 minutes.

-Hautement significative P<0.0001(****) par rapport au témoin.

-T3 : milieu témoin contenant KRBA4% glucosé a 1g/l + les coupes fines de tissu adipeux.
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Figurel?2 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 1g/l du glucose

en présence de différentes concentrations d’insuline pendant 90minutes.

-Hautement significative P<0.0001(****) par rapport au témoin.

-T3 : milieu témoin contenant KRBA4% glucosé a 1g/l + les coupes fines de tissu adipeux.

Tableau 10: Concentrations de glucose restant dans le milieu d’incubation KRBA4%
glucosé a 3g/1 en présence de différentes concentrations d’insuline et des coupes fines de tissu
adipeux pendant 30, 60 et 90min.

Glucose restant dans le milieu apres incubation

Insuline g/l
pU/ml
30 60 90
10
2.32 2.24 2.46
2.1
50 2.23 (capté 30%) 2.28
2.04
100 2.16 (capté 32%) 2.19
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Figure 13 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 3¢/l du glucose
en présence de différentes concentrations d’insuline pendant 30minutes.

-Hautement significative P<0.0001(****) par rapport au témoin.

-T4 : milieu témoin contenant KRBA4% glucosé a 3¢/l + les coupes fines de tissu adipeux.
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Figure 14 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 3¢/l du glucose
en présence de différentes concentrations d’insuline pendant 60minutes.
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-Hautement significative P<0.0001(****) par rapport au témoin.

-T4 : milieu témoin contenant KRBA4% glucosé a 3g/l + les coupes fines de tissu adipeux.

* ¥ ¥ ¥

*
*
*
*

2,5 -

1,5 -

Glucose g/l

0,5 -

T4 Insuline10pU/ml Insuline50pU/ml Insuline100pU/ml

Figure 15: Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 3¢/l du glucose
en présence de différentes concentrations d’insuline pendant 90minutes.

-Hautement significative P<0.0001(****) par rapport au témoin.

-T4 : milieu témoin contenant KRBA4% glucosé a 3g/l + les coupes fines de tissu adipeux.

Ces résultats montrent une diminution du glucose restant dans le milieu d’incubation qui est
proportionnelle a la concentration d’insuline de 10 a 100 pU/ml. Ce qui confirme le role

d’insuline dans la captation du glucose par les adipocytes.

Cette diminution est hautement significative par rapport au témoin avec une consommation de
glucose importante a t=60min de I’ordre de 0,3 g/I(39%) et 2.049/1(32%) a la concentration de
100upU/ml d’insuline dans les milieux d’incubation KRBA4%+1g/l et KRBA4%+3g/I

respectivement.
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Par contre a t=90min la quantité du glucose dans le milieu d’incubation augmente par rapport

a t=60min et t=30 min.

4. Effet de ’extrait brut sur la captation du glucose par les coupes fines du tissu
adipeux :

Tableau 11: Concentrations de glucose restant dans le milieu d’incubation KRBA4%+
glucose 1g/l pendant 30, 60 et 90min en présence de différentes concentrations d’extrait brut
et des coupes fines de tissu adipeux.

Glucose restant dans le milieu apres incubation
Extrait brut g/l
pg/mi
30 min 60 min 90 min
100
0.89 0.91
0.83
200 0.85 0.8 0.89
(Capté20%)
500 0.82 0.78 0.86
(Capté22%)
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Figure 16 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation KRBA4%+1g/1 en
présence de différentes concentrations d’extrait brut pendant 30min.

-Peu significative P<0.05 (*) par rapport au témoin.
-Significative P<0.01 (**) par rapport au témoin.

T3 : milieu témoin contenant le KRBA4%glucosé a 1g/l et les coupes fines de tissu adipeux.
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Figure 17 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 1g/1 du glucose
en présence de différentes concentrations d’extraits brute pendant 60 minutes.
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-Peu significative P<0.05 (*) par rapport au témoin.
-Significative P<0.01 (**) par rapport au témoin.
-tres significative P<0.001 (***) par rapport au témoin.

T3 : milieu témoin contenant le KRBA4%glucosé a 19/l et les coupes fines de tissu adipeux.
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Figure 18 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 1g/l du glucose
en présence de différentes concentrations d’extrait brut pendant 90 minutes.

-Peu significative P<0.05 (*) par rapport au témoin.
-significative P<0.01 (**) par rapport au témoin.
T3 : milieu témoin contenant le KRBA4%glucosé a 1g/l et les coupes fines de tissu adipeux.

Tableau 12: Concentrations de glucose restant dans le milieu d’incubation KRBA4%+
glucose 3g/l pendant 30, 60 et 90min en présence de différentes concentrations d’extrait brut
et des coupes fines de tissu adipeux.

Glucose restant dans le milieu aprés incubation
Extrait brut g/l
ug/mi
30 60 90
100 2.79 2.58 2.79
200 2.67 2.49 2.7
(Capté 17%)
500 2.61 2.37 2.64
(Capté 21%)
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Figure 19 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 3g/l du glucose
en présence de différentes concentrations d’extrait brut pendant 30 minutes.

-Peu significative P<0.05 (*) par rapport au témoin.

T4 : milieu témoin contenant le KRBA4%glucosé a 3¢/l et les coupes fines de tissu adipeux.
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Figure 20 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 3g/l du glucose
en présence de différentes concentrations d’extrait brut pendant 60 minutes.

48



Partie expérimentale Résultats

-Peu significative P<0.05 (*) par rapport au témoin.
-significative P<0.01 (**) par rapport au témoin.
-Tres significative P<0.001 (***) par rapport au témoin.

T4 : milieu témoin contenant le KRBA4%(glucosé a 3g/l et les coupes fines de tissu adipeux.

3 q
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Glucose g/I

0,5 -

T4 Extrait brut100ug/ml  Extrait brut200ug/ml  Extrait brut500ug/ml

Figure 21 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 3g/l du glucose
en présence de différentes concentrations d’extrait brut pendant 90 minutes.

Peu significative P<0.05 (*) par rapport a T4.

T4 : milieu témoin contenant le KRBA4%glucosé a 3¢/l et les coupes fines de tissu adipeux.
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5. Effet de I’extrait des flavonoides sur la captation du glucose par les coupes fines du
tissu adipeux.

Tableau 13: Concentrations de glucose restant dans le milieu d’incubation KRBA4%+
glucose 1g/l pendant 30, 60 et 90min en présence de différentes concentrations d’extrait des
flavonoides et des coupes fines de tissu adipeux.

Extrait des Glucose restant dans le milieu aprés incubation
flavonoides g/l
pg/mi
30 60 90
100 0.89 0.82 0.9
200 0.84 0.8 0.88
(20%)
500 0.81 0.77 0.84
(23%)
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Figure 22 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 1g/1 du glucose
en présence de différentes concentrations d’extrait des flavonoides pendant 30 minutes.

-Peu significative P<0.05 (*) par rapport a T3.
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-Significative P<0.01 (**) par rapporta T3.

T3: milieu témoin contenant le KRBA4%glucosé a 19/l et les coupes fines de tissu adipeux.
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Figure 23 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 1g/1 du glucose
en présence de différentes concentrations d’extraits de flavonoides pendant 60 minutes

-Peu significative P<0.05 (*) par rapporta T3
-Significative P<0.01 (**)par rapporta T3
-Trés significative P<0.001 (***)

T3: milieu témoin contenant le KRBA4%glucosé a 1g/1 et les coupes fines de tissu adipeux.
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Figure 24 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 1g/1 du glucose
en présence de différentes concentrations d’extraits des flavonoides pendant 90 minutes.

-Peu significative P<0.05 (*)

T3: milieu témoin contenant le KRBA4%glucosé a 1g/l et les coupes fines de tissu adipeux.

Tableau 14: Concentrations de glucose restant dans dans le milieu d’incubation KRBA4%+
glucose 3g/l pendant 30, 60 et 90min en présence de différentes concentrations d’extrait des
flavonoides et des coupes fines de tissu adipeux.

Glucose restant dans le milieu aprés incubation

Extrait flavonoique g/l
pug/mi
30 60 90
100
2.73 2.55 2.76
200 2.64 2.43 2.7
(19%)
500 2.55 2.31 2.61
(23%)
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Figure 25 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 3g/l du glucose
en présence de différentes concentrations d’extrait des flavonoides pendant 30 minutes.

-Peu significative P<0.05 (*)

T4: milieu témoin contenant le KRBA4%glucosé a 3g/l et les coupes fines de tissu adipeux.
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Figure 26: Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 3g/1 du glucose
en présence de différentes concentrations d’extrait des flavonoides pendant 60 minutes.
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-Peu significative P<0.05 (*)
-Significative P<0.01 (**)
-Trés significative P<0.001 (***)

T4: milieu témoin contenant le KRBA4%glucosé a 3¢/l et les coupes fines de tissu adipeux.

Glucose g/l
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100pg/ml 200ug/ml 500uU/ml

Figure 27 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 3g/l du glucose
en présence de différentes concentrations d’extraits des flavonoides pendant 90 minutes.

-Peu significative P<0.05 (*)
-Significative P<0.01 (**)

T4: milieu témoin contenant le KRBA4%glucosé a 3¢/l et les coupes fines de tissu adipeux.

Ces résultats montrent qu’en présence de différentes concentrations d’extrait brut ou d’extrait
des flavonoides d’Ammodocus leucotrichus dans les deux milieux d’incubation
(KRBA4%+glucoselg/l et KRBA4%-+glucose3g/l) une diminution de taux de glucose restant

qui est proportionnelle a la concentration de nos extraits.

La captation de glucose est maximale a la concentration de 500ug/ml pour chaque intervalle
de temps et pour les deux milieux d’incubation utilisés (KRBA4% glucosé a 1g/l et KRBA4%
glucosé a 3g/l).
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A cette concentration la diminution du taux de glucose restant dans le milieu est tres
significative a t= 60min par rapport au témoin avec une captation du glucose par les coupes
fines de tissu adipeux de 1’ordre de 22% pour 1’extrait brut et 23% (0.23g/l) pour I’extrait des
flavonoides dans le cas de milieu d’incubation (KRBA4%+tglucoselg/l).

De méme pour de milieu d’incubation (KRBA4%+glucose3g/l) la diminution du taux de
glucose est trés significative a t=60min par rapport au témoin avec une captation de glucose
par les coupes fines de tissu adipeux de 1’ordre de 21% (0.21g/l) et 23%(2.31g/l) pour

I’extrait brut et pour 1’extrait de flavonoides respectivement.

6. Comparaison entre D’effet de I’extrait brut, ’extrait des flavonoides, et ’effet de
Pinsuline :
Les figures 28 et 29 représentent la comparaison entre 1’effet de 1’extrait brut, I’extrait des

flavonoides, et ’insuline dans les deux milieux d’incubations a 1 g/l et 3g/l de glucose
pendant 30, 60, et 90 minutes.

mT3

W EB 500pg/ml
™ Ins100pU/ml
W Ef 500pU/ml

30 60 90

Figure 28 : Comparaison entre ’effet de 1’extrait brut, I’extrait des flavonoides, et 1’effet de
I’insuline dans le milieu d’incubation glucosé a 1 g/l a 30, 60, et 90 minutes.

-Peu significative P<0.05 (*) par rapport au témoin (#) par rapport a 1’extrait brut (@) par
rapport a I’extrait des flavonoides.

-Significative P<0.01 (**) par rapport au témoin (##) par rapport a I’extrait brut (ag) par
rapport a I’extrait des flavonoides.
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-Tres significative P<0.001 (***) par rapport au témoin (###) par rapport a 1’extrait brut (aog)
par rapport a I’extrait des flavonoides.

T3: milieu témoin contenant le KRBA4%glucosé a 19/l et les coupes fines de tissu adipeux.

BT4

B Eb500pg/ml
M Ins100pU/ml
m Ef500pg/ml

30 60 90

Figure 29 : Comparaison entre 1’effet de 1’extrait brut, I’extrait des flavonoides, et 1’effet de
I’insuline dans le milieu d’incubation glucosé a 3g/1 a 30, 60, et 90 minutes.

-Peu significative P<0.05 (*) par rapport au témoin (#) par rapport a 1’extrait brut () par
rapport a I’extrait des flavonoides.

-Significative P<0.01 (**) par rapport au témoin (##) par rapport a I’extrait brut (ag) par
rapport a I’extrait des flavonoides.

-Tres significative P<0.001 (***) par rapport au témoin (###) par rapport a I’extrait brut (aog)
par rapport a I’extrait des flavonoides.

T4: milieu témoin contenant le KRBA4%glucosé a 3g/l et les coupes fines de tissu adipeux.

La comparaison de ces résultats montre que chacun de nos extraits bruts ou flavonoides

provoque la pénétration du glucose du milieu extracellulaire vers le milieu intracellulaire.

nous observons aussi que I’extrait des flavonoides a un effet similaire a 1’extrait brut, or
I’effet de ces deux derniers reste inférieur comparativement a I’insuline car la dose de

100pU/ml d’insuline diminue la concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation
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de maniere hautement significative par rapport au témoin pour chaque intervalle de temps
assurant I’entrée de 39% de glucose dans le cas de milieu d’incubation KRBA4%+1g/1 et 32%
dans le cas de milieu d’incubation KRBA4%+ 3g/I.

Par rapport a nos extrait a t=30 minutes I’insuline diminue peu significativement le taux de
glucose restant dans les deux milieux d’incubation, par contre a t=60minutes cette diminution
est significative par rapport a I’extrait brut et trés significative par rapport a I’extrait des
flavonoides dans le cas de milieu d’incubation glucosé a 1g/1, et peu significative par rapport
au deux extraits dans le cas de milieu d’incubation glucosé a 3g/I.

A t=90min la diminution est trés significative par rapport a 1’extrait brut et significative par
rapport a I’extrait des flavonoides dans le cas du milieu KRBA+ glucose 1g/l et tres

significative par rapport au deux extraits dans le cas de milieu d’incubation glucosé a 3g/1.
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Discussion :

Ammodaucus leucotrichus est une plante du Sud-Ouest de 1’ Algérie largement utilisée par les
gens de cette région pour le traitement de plusieurs maladies dont le diabéte, Bien que la
médecine traditionnelle ait fait état de quelques usages thérapeutiques, il n’y a aucune
évidence scientifique claire de cette plante encore moins des conditions d’extraction de ses
substances bioactives qui ont un effet sur la captation du glucose .l est nécessaire donc de
préparer des extraits de cette plante et de tester leurs effet sur la captation de glucose.

Dans cette étude nous avons preparé des extraits hydrométhanolique et acétate d’éthyle de la
partie aérienne d’Ammodaucus leucotrichus qui ont été testé in vitro sur la captation du

glucose au niveau des adipocytes isolées des rats Wistar femelles.

Les résultats obtenus par CCM ont révélés que 2 systemes a base de CHCIl3/MeOH/H,0
(75/15/0.1) (viviv) et CHCIl3/MeOH/EtOAC/H,O (30/40/30/0.1) ont permis une bonne
séparation dont quelques taches correspondent a la quercétine et la catéchine. Nous observons
que parmi les flavonoides présents dans nos extraits nous identifions la quercétine et la

catéchine.

Dans une étude phytochimique par CCM de [D’extrait d’acétate d’éthyle d’Ononis
angustissima les mémes systemes CHCIl;/MeOH/H,0(75/15/0.1) et (65/25/10/0.2)
CHCI3/MeOH/EtOACc/H,0 ont été utilise, les résultats de I’analyse chromatographique ont
révélés 8 taches pour le systtmeCHCIl3/MeOH/H,O et 11 taches pour le systéme
CHCI3/MeOH/EtOACc/H,0 avec des taches qui corresponds a la catéchine et la quercétine
(Adjdir, 2013).

Pour le test de la captation du glucose, parmi les différentes concentrations utilisées dans
notre étude, les résultats montrent qu’une dose de 500pug/ml d’extrait brut permet la captation
d’environ 22 % et 21% pour les milieux de glucose a 1g/l et 3g/l respectivement a 60 min

La méme dose d’extrait de flavonoides permet la captation d’environ de 23% et 22% pour les

milieux KRBA4% glucosés a 1g/l et 3g/l respectivement.

La meilleure captation a été obtenue durant 60min tant pour nos extraits que pour 1’insuline.
A t=90min on a remarqué qu’il y avait une diminution de taux de glucose capte pour les
deux extraits brut et flavonoique et méme pour I’insuline ce cas a été confirmé par une étude

faite par Gerald et al,1989 sur la résistance a l'absorption de glucose stimulée par I'insuline
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dans les adipocytes isolés a partir de rats spontanément hypertendus et normo tendus ils ont
remarqués une diminution au cours du temps de la captation de glucose par les adipocytes
isolées des deux rats et qui était trés importante pour les rats hypertendus cet effet a été
expliqué par une perte de sensibilité du systeme de transport de glucose adipocytaire a

I’insuline.

En utilisant le méme protocole expérimental et dans les mémes conditions I’effet de 1’extrait
d’alcaloides totaux d’épicarpe de Citrullus colocynthis a été testé in vitro sur des coupes fines
de tissu adipeux prélevées des rats Wistar et incubées dans des milieux d’incubation
KRBA4%+0.54¢g/l et KRBA4%+2g/I.

Les reésultats montrent qu’en présence de différentes concentrations de cet extrait (50pg/ml,
75ug/ml et 100pug/ml) une diminution du taux de glucose restant dans les deux milieux qui est

maximale a 75ug/ml avec une captation de 1’ordre de 20.3 et 15 a t=30min (Toul, 2009).

Une étude sur I’effet de I’insuline sur la cinétique de consommation du glucose au niveau des
coupes fines du tissu adipeux isolées des rats Wistar normaux incubées dans un milieu
d’incubation KRBA4%+1g/l. En présence de différentes concentrations (1, 10, 50, 100,
200 300pU/ml) d'insuline durant 90minutes a 37° C les résultats de cette étude révele une
diminution du taux de glucose significative a 100 pU/ml et tres significative soit de 0.09 g/L
(16.66%) en présence de 200 et 300pU/mI d'insuline pendant 60 minutes d'incubation & 37°C
(Ardjani, 2011)

Des études in vivo ont été realisées sur le modéle de souris DIO (diet induced obesity).
L'extrait éthanolique du Rhododendron groenlandicum a été incorporé a la nourriture grasse
(35% d’apport calorique lipidique) a trois doses différentes (125, 250 et 500 mg / kg) sur une
période de 8 semaines. Des tissus cibles de I’insuline (foie, muscle squelettique et tissus
adipeux) ont été récoltés afin de faire des analyses de type western blot, ces résultats montrent
que Rhododendron groenlandicum stimule la voie de I’insuline via la phosphorylation de
I’ Akt et a augmenté le contenu protéique en Glut 4 dans les muscles des souris traitées et une
baisse du facteur de transcription, SREBP-1, impliqué dans la lipogénése de novo, ainsi

qu’une diminution de I’inflammation hépatique.
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L’étude in vivo a montré que le traitement avec Rhododendron groenlandicum chez les souris
DIO réduit le gain de poids de 6%, diminue I'hyperglycémie de 13%.

Afin d’identifier les composés actifs responsables de cette activité antidiabétique I'extrait brut
(éthanolique) a été Séparé par Chromatographie sur gel de silice, neuf fractions chimiquement
distinctes ont été obtenues et l'activité adipogenése a été trouvée dans le RGE-Fr 5.

L’ HPLC a ensuite été utilisée pour isoler Les constituants de la fraction, la quercétine, la
catéchine et I'épicatéchine se sont avérées étre présentes et leur identité a été confirmée par la
spectroscopie UV et de masse.

Les résultats démontrent ainsi que la quercétine, la catéchine et I'épicatéchine représentent les
composés actifs responsables de I'adipogénése (Ouchfoun, 2011).

Dans une autre étude des extraits au méthanol et a I’acétate d’éthyle ont été préparé a partir de
feuilles de Gnetum africanum et de Gnetum buchholzianum, les résultats de screening
phytochimique montrent que les deux especes de Gnetum ont en commun les flavonoides les
tanins et les glycosides. Ensuite I’effet de ces extraits a été testé sur la réduction de
I’hyperglycémie provoquée sur des rats

Les résultats réveélent que les extraits au méthanol et a D’acétate d’éthyle réduisent
significativement le taux de glucose sanguin des rats normaux et des rats soumis a une
hyperglycémie permanente par traitement a la streptozotocine. En effet au bout de 7 jours, la
glycémie des rats traités par ’extrait au méthanol est passée de 2,38+0,70 g/L a 0,46+0,429/L
et celui de ’extrait a I’acétate d’éthyle, de 2,33+0,47 a 0,39+0,70g/L. Dans le méme temps,
les valeurs obtenues avec I’hypoglycémiant de référence (le glibenclamide) sont passées de
1,90+0,23 a 0,70+0,19g/L. Cette action serait liée a leur composition chimique caractérisée
par la présence des flavonoides, des saponines et des glucosides. L’effet de ces extraits
rappelle celui de certains insulinosecréteurs (Mathieu et al., 2014).

En utilisant les mémes doses et dans les mémes conditions une étude a été tester sur 1’effet des
extraits bruts et des flavonoides de Traganum nudatum sur la captation de glucose par des
coupes fines de tissu adipeux isolées de rat Wistar. Les résultats que la dose de 500ug/ml des
extraits bruts et de flavonoides, a donné la meilleure captation du glucose, de ’ordre de
0.23ug/ml (23%) dans le milieu d'incubation (1g/l), et de 0.62ug/ml (20.6%) dans le milieu

d'incubation (3g/l) pour I’extrait brut , et pour I’extrait de flavonoides la captation est de
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I’ordre de 0.24pg/ml (24%) dans le milieu d'incubation (1g/1), et de 0.7pug/ml (23.3%) dans le
milieu d'incubation (3g/l), pendant 60 minutes.

Ces résultats sont tres proches de celles de notre étude, nous pouvons dire alors que 1’effet de
cette plante est similaire a 1’effet d’Ammodaucus leucotrichus sur la captation de glucose par

les coupes fines de tissu adipeux (Bouras, 2017).
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Conclusion

A la lumiére de ces résultats nous pouvons dire que I’extrait brut et I’extrait des flavonoides
d’Ammodaucus leucotrichus a une dose de 500ug/ml stimulent de maniere tres significative la
captation du glucose par les coupes fines de tissu adipeux isolées des rats Wistar, et par

conséquent, révelent un effet insuline like sur la captation du glucose.

Or ces résultats restent toujours des résultats préliminaires, car des expériences
complémentaires doivent étre menées afin de pouvoir modifier 1’avenir du traitement du

diabete, tels que :

e ldentification, caractérisation et séparation des différentes fractions des flavonoides
par les méthodes d’analyses chimiques : chromatographie sur colonne, HPLC, CPG,
RMN,...

e Purification de chaque fraction a part, afin de déterminer la ou les fractions
responsables de cet effet.

e Réalisation des études in vivo sur des rats normaux et diabétiques.

e Dosage d’autres paramétres plasmatiques : Triglycéridémie, HDL- cholestérol,
I’insulinémie, I’hémoglobine glycosylé....

e Etude sur la toxicité de cette plante.

e Elucidation du mécanisme moléculaire de nos extraits au niveau des cellules

adipocytaires.
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