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Résumeé

Des travaux scientifiques ont montré que plusieurs plantes ont la propriété de prévenir
et de diminuer la progression du diabete de type 2. Notre étude porte sur la recherche de
I’effet antidiabétique d’Ammodaucus leucotrichus qui est largement utilisée au sud Algérien

et au Maroc pour traiter de maniere traditionnelle le diabéte sucré.

L’extrait brut et I’extrait des flavonoides des parties aériennes d’Ammodaucus
leucotrichus sont testés in vitro a différentes concentrations (100, 200 et 500 pg/ml) et
pendant des intervalles de temps croissants (30, 60 et 90minutes), afin de déterminer leurs
effets sur la captation de glucose par les coupes fines de tissu musculaire isolées des rats

Wistar dans deux milieux d’incubation normo et hyper glycémique (1 g/l et 3 g/l).

Les tests réalisés montrent que nos extraits augmentent la captation de glucose par les
coupes fines de tissu musculaire dans les deux milieux d’incubation, cela révéle un pouvoir

hypoglycémiant comparable a celui de I’insuline.

Mots clés : diabete de type 2, Ammodaucus leucotrichus, extrait brut, extrait de flavonoides,

coupes fines de tissu musculaire.



Abstract

Scientific reserch has shown that several plants have the property of preventing and
decreasing the progression of type 2 diabetes. Our study concerns the search for the
antidiabetic effect of Ammodaucus leucotrichus which is widely used in Southern Algeria

and Morocco to treat diabetes in a traditional way

The crude extract and the flavonoid extract of the aerial parts of Ammodaucus
leucotrichus are tested in vitro at different concentrations ( 100, 200 and 500 pg/ml) and for
increasing intervals of time (30, 60 and 90 minutes). In order to determine their effects on
glucose uptake by thin slices of muscular tissue isolated from Wistar rats in normal and

hyperglycemic incubation meduims.

The tests carried out show that our extracts increase the glucose uptake by the thin
slices of muscular tissue in two incubation medium. This result reveals a hypoglycemic effect

comparable to that of insulin

Keywords : Type 2 diabetes, Ammodaucus leucotrichus, crude extract, flavonoid extract, thin

slices of muscular tissue.



Introduction générale

Introduction Générale

Le diabete est un désordre métabolique qui modifie la capacité de I’organisme a utiliser
convenablement le glucose qui est un carburant majoritaire de nombreuses cellules. Cette maladie
se caractérise par une hyperglycémie chronique, diminution de sécrétion d’insuline par le
pancréas, une production amoindrie de glycogéne au niveau du foie, une diminution de
I’absorption au niveau des muscles et un défaut de stockage des acides gras au niveau des tissus
adipeux, augmentent le risque de développer le diabete spécialement de type 2 (Bastard et al.,
2001).

Aucun traitement actuel ne permet de gueérir définitivement le diabete, le but des
antidiabétiques est d’équilibrer la glycémie mais aussi de diminuer I’incidence des complications
de diabéte. Or, des recherches progressent sur plusieurs fronts et les options des traitements ne
cessent d’évoluer, dont la chirurgie comme la transplantation du pancréas et I’apparition des
nouvelles classes thérapeutiques...

Depuis I’antiquité, I’homme utilise les plantes pour lutter contre diverses pathologies, de nos
jour une large couche de la population mondiale notamment celle des pays en voie de
développement, utilise les plantes médicinales du fait de son incapacité a bénéficier des vertus de
la médecine moderne (Farnsworth et Soejarto, 1985). La médecine traditionnelle est largement
répandue en Algérie comme tous les pays en voie de développement, d’ou la flore algérienne est
riche des milliers d’especes botaniques qui permettent de soigner diverses pathologies a moindres

frais et surtout & moins d’effets secondaires.

La phytothérapie est une alliée précieuse pour lutter contre tous les petits maux du quotidien,
mais les découvertes scientifiques récentes montrent également que les plantes peuvent apporter
une réponse a des maladies beaucoup plus graves, I’un des domaines ou ces avancées ont été les
plus importantes concerne la régulation de la glycémie. Devant I’augmentation considérable du
nombre de diabétiques dans les pays, de nombreuses recherches ont été entreprises pour évaluer
I’action pharmacologique des plantes et donc leurs intéréts contre le diabéte. Actuellement, I’OMS
encourage I’intensification de la recherche des traitements traditionnels a base des plantes
médicinales (OMS, 1995).
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I. Homéostasie glucidique

Le glucose est la source d’énergie principale des cellules. 1l est métabolisé dans la plupart
des cellules du corps pour former de I’énergie nécessaire a leurs fonctionnements, les molécules
de glucose sont distribuées aux cellules via la circulation sanguine. Il est donc essentiel que la
glycémie soit maintenue a des niveaux relativement constants se situent entre 0.8 et 1.1 g/l. Le
maintien de I’homéostasie glucidique est possible par des systemes hormonaux et par des
organes insulinosensibles (foie, le muscle squelettique et le tissu adipeux) ainsi que par le

pancréas qui est un organe insulinosécréteur.
1.1. Le pancreas

Le pancréas n’est pas un utilisateur principal de glucose mais il est néanmoins un organe
indispensable dans la régulation de la glycémie puisqu’il sécrete diverses hormones régulatrices
produites par les Tlots de Langerhans (Brissova et al., 2002) comme le glucagon (hormone
hyperglycémiante) et I’insuline (hormone hypoglycémiante), Ces hormones permettent aux

organes périphériques de stocker le glucose ou inversement.
1.2. Le foie

Lors d’un apport alimentaire, le foie utilise la moitié d’insuline produite par le pancréas,
pour stimuler I’utilisation de glucose par les hépatocytes et le stocker sous forme de glycogéne,
c’est la glycogenogenese. En effet, en dehors des prises alimentaires lorsque les stocks de
glycogéne sont épuisés, il constitue la source prédominante de glucose dans I’organisme en
produisant du glucose par glycogénolyse, puis par néoglucogenése, ce qui lui permet

d’approvisionner les autres organes en glucose (Palti et al., 1996)
1.3. Le tissu adipeux

Le tissu adipeux est aussi capable de prélever du glucose sanguin aprés un repas, et de le
transformer directement en lipides sous forme de graisses et triglycérides au niveau des
adipocytes. Dans les situations ou la néoglucogenése hépatique est nécessaire (épuisement des
réserves de glycogene), le tissu adipeux libere des acides gras libres et du glycérol dans la
circulation sanguine qui seront utilisés par le foie en tant que substrat pour produire le glucose
(Feng et al., 2013)
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1.4. Le muscle squelettique

En plus de ses fonctions dans la locomotion, la posture et la constructibilité, Le muscle
squelettique participe également dans la régulation de I’homéostasie glucidique du fait qu’il est
responsable de 85% de I’absorption de glucose postprandiale et qu’il représente 40 a 60 % de la
masse totale du corps humain. Cet organe, peut directement utiliser le glucose capté pour
produire de I’énergie, mais également générer des réserves énergétiques sous forme de
glycogéne (glycogenese), bien que la capacité de stockage par les myocytes soit largement

inférieure a celle des hépatocytes (Lauritzen et Schertzer, 2010)
1.4.1. Organisation structurale du muscle squelettique

D’un point de vue structural, le muscle squelettique est formé d’un grand nombre de
cellules allongées, appelées les fibres musculaires. La fibre musculaire a un diametre variant de
10 a 100 um et une longueur pouvant depasser 10 centimetres, chaque fibre est gainée par du
tissu conjonctif fin, I’endomycium. Les fibres sont regroupées en faisceaux entourés d’un tissu
conjonctif relativement lache, le périmycium. Enfin, la réunion de ces faisceaux par un tissu plus

dense, I’épimycium, constitue le muscle

Les cellules musculaires sont multinuclées, possedent un sarcoplasme occupé par plusieurs
myofibrilles, chaque myofibrille est constituée des myofilaments appelés filaments fins ou épais.
Ces derniers sont disposés le long de la myofibrille dont chaque unité s’appelle le sarcomere qui
représente I’unité fonctionnelle du muscle strié squelettique. Ce tissu se présente sous forme de

muscles qui recouvrent le squelette osseux et s’attachent grace a des tendons (Maurau, 1961)

L’irrigation des muscles est assurée par un réseau d’artérioles, de capillaires et des veinules.
Ce réseau permet I’apport de nutriments et d’oxygene, I’épuration des métabolites et assure aussi

I’action des hormones sur les cellules musculaires (Gundersen, 2011)
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Figure 01 : Structure d’un muscle squelettique (Schiaffino et Reggiani, 2011)
1.4.2. Fonctions métaboliques des muscles squelettiques

Le moteur musculaire utilise trois carburants essentiels qui sont les acides gras, les

protéines et essentiellement le glucose.
= Meétabolisme des acides gras :

Les acides gras présentent une source d’énergie musculaire par excellence, une fois entrés dans
le muscle, ils peuvent étre stocker sous forme de triglycérides dans des gouttelettes lipidiques
ensuite ils vont étre oxydés pour fournir de I’énergie (la béta oxydation) ou transformés en

lipides plus complexes comme les sphingolipides (Wennekes et al., 2009)
= Meétabolisme des protéines :

Le muscle offre la plus grande réserve des protéines, d’ou les acides aminés sont regroupés sous
forme de protéines. Ces structures sont des usines chimiques de la cellule, ils participent
également lors d’effort prolongé lorsque les stocks en glycogéne sont fortement épuisés, ainsi

dans la contraction musculaire (Rennie et al., 2004)
= Meétabolisme des glucides :

Le sucre consommé par le muscle squelettique est le glucose qui sera stocké sous forme de
glycogene par I’action de glycogéne synthase, enzyme activée par I’insuline suivant la voie de
glycogénogénése. Pendant la période post absorptive, I’insuline est a son niveau bas, cela
entraine une forte réduction de I’entrée de glucose dans le muscle squelettique, le métabolisme

de glucose dans ces conditions est fortement amoindri. Dans ce cas alors, le glycogene sera
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dégradé par une glycogéne phosphorylase, par I’intervention de glucagon. A la différence du

foie, les muscles squelettiques ne sont pas capables de libérer le glucose dans la circulation, leurs

réserves eux- méme sont utilisés comme source d’énergie spécialement dans la locomotion
(Spargo et al., 1979, Yang, 2014)

1.4.3. L’intervention du muscle dans I’homéostasie glucidique

Lors d’un repas, les muscles sont les principaux organes qui permettent de maintenir la
glycémie a I’équilibre, la plus grande partie du glucose circulant est pris en charge par les
muscles pour y étre métabolisée, pour donner immeédiatement de I’énergie ou pour étre stockée

sous forme de glycogéne.

Le muscle squelettique constitue le site majeur d’utilisation de glucose en période
postprandiale mais également durant la contraction musculaire (Defronzo et al, 1981). L’entrée
de glucose a I’intérieur des myocytes est assurée par un systéme de transport facilité, les GLUTs
(Glucose Transporter). Ces GLUTSs exceptionnellement GLUT 1 et 4, permettent aux molécules
de glucose hydrosolubles de traverser la bicouche lipidique de la membrane plasmique. Les
GLUT 4 constituent les principales transporteusr au niveau du muscle squelettique (Zorzano et
al., 2005). A niveau bas d’insuline la majorité des transporteurs GLUT 4 est séquestrée dans des
vésicules intracellulaires, lorsque le niveau d’insuline augmente ces vésicules migrent et seront
fusionnées a la membrane plasmique, d’ou elles deviennent responsables du transport de glucose

par gradient de concentration. Ce phénomene est appelé la translocation (Ishiki et Klip, 2005).

La vitesse de transport de glucose augmente par la stimulation d’insuline, par contraction

musculaire et lors d’une activité physique (Ishiki et Klip, 2005)
1.4.3.2. Insulinorésistance musculaire

Le muscle, qui intervient pour la plus grande partie dans le captage et I’utilisation du
glucose, se trouve au centre de la pathogénie en étant le site principal de I’insulinorésistance
périphérique (De Lange et al., 2008 ; Patti et Corvera., 2010). Lorsque la résistance a I’insuline
s’installe, le métabolisme du glucose sera fortement perturbé, Or, une diminution de
phosphorylation de ce carburant est observée, des défauts de signalisation ménent a une
réduction marquée du transport du glucose dans ce tissu, cela s’explique par une diminution de la
translocation des GLUTSs (Shepherd et Kahn ,1999).
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I1.Le diabéte

Lorsque I’organisme ne parvient pas a utiliser convenablement le glucose qui est un carburant
indispensable a son fonctionnement, il sera mal absorbé par les cellules et s’accumule alors dans
le sang et est d’ensuite déverse dans I’urine, cette concentration anormalement élevée de glucose
dans le sang se nomme I’hyper glycémie (Drouin et al., 1993), Or, une hyper glycémie chronique
définit le diabéte sucré. Cette maladie est un trouble métabolique, causée par un manque ou un

défaut d’utilisation d’une hormone appelée insuline.

Ces derniéres années, le diabéte est devenu un probléme de santé public a I’échelle mondiale,
selon la derniére étude de I’organisation mondiale du diabéte (OMS), ces 20 dernieres années, le
nombre de personnes diagnostiquées diabétiques est passé de 108 millions en 1998 a 422
millions en 2014 (OMS, 2016). En Algérie les estimations varient entre 2.5 et 3 millions de

personnes souffrant de cette maladie (FID, 2013).

1. Classification
1.1. Diabeéte de typel

Le diabéte insulinodépendant qui regroupe 10 a 15% des diabétiques, est une forme de diabéte
sucré qui apparait le plus souvent chez I’enfant ou chez les jeunes adultes en raison de la

production insuffisante voire nulle de I’insuline (Buysschaert et Hermans, 1998)

1.2. Diabéte de type 2

Le diabéte non insulinodépendant est caractérisé par une hyperglycémie chronique, cette
maladie survient généralement chez les adultes et regroupe 80 a 85% des diabétiques suite d’un
facteur génétique, d’une carence relative de I’insuline, d’une insulinorésistance de certains
organes insulinosensibles, d’une alimentation désequilibrée ou d’obésité (Golditz et al., 1995 ;
Fumeron, 2005 ; Young, 2010)

1.3. Diabéte gestationnel

Le diabete gestationnel ou gravidique se définit comme tout diabéte en intolérance de
glucose qui se manifeste durant la grossesse, il n’est que temporaire et disparait apres
I’accouchement. (OMS ,2016).
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2. Complications
Les personnes diabétiques peuvent présenter des désordres métaboliques graves qui constituent une
urgence thérapeutique :
2.1. Complications aigues :
Telles que I’acidocétose diabétique et I’acidose lactique
2.2. Complications chroniques :
Sont soit micro-angiopathiques et touchent les vaisseaux trés fins, telles que la rétinopathie, la
neuropathie et la néphropathie diabétique, soit macro-angiopathique et touchent les vaisseaux de gros
calibre, comme les vaisseaux du cceur et du cerveau, les maladies cardiovasculaires et I’hypertension

artérielle sont les complications majeures (Svensson et al ., 2001)

3. Traitements
Il est important de bien comprendre la physiopathologie du diabete afin de développer les

traitements

= Dans le cas du diabete de type 1: Le traitement consiste en I’injection d’une ou plusieurs
doses d’insuline quotidiennement ou I’implantation du pancréas ou des Tlots de Langerhans par
chirurgie (Wang et al., 2012) .

= Dans le cas du diabéte de type 2 : le but du traitement est de combattre la progression de la
maladie et d’empécher le développement des complications chroniques, il existe plusieurs
possibilités de traitements :

3 .1. Traitement non médicamenteux

Le traitement de référence du diabéte de type 2 est I’optimisation des habitudes de vie telles

que la perte du poids, I’activité physique réguliere et I’alimentation équilibrée (ANAES, 2000)
3.2. Traitement medicamenteux

Il existe quatre catégories thérapeutiques reposant sur des mécanismes d’action différents :
3.2.1. Inhibiteurs d’a glucosidase

Ralentissent I’absorption intestinale des glucides et aboutissent ainsi a une baisse de glycémie
postprandiale, tels que I’ascarbose (Charbonnel et Cariou, 1997)
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3.2.2. Insulinosécréteurs

Agissent en augmentant I’insulinosécrétion par les cellules B du pancréas tels que les
sulfamides et les glinides (Blicklé, 2004)

3.2.3. Insulino sensibilisateurs

Tels que la metformine et les glitazones, font diminuer I’insulinorésistance qui est
I’incapacité des tissus cibles hépatiques et périphériques musculaires ou adipocytaires a répondre

correctement a des concentrations circulantes d’insuline normales (Kirpichnikov et al., 2002).
3.2.4. Inhibiteurs du Co-transporteur rénal :

Une nouvelle classe de molécule thérapeutique apparait, c’est la classe des gliflozines qui sont
des inhibiteurs des SGLT2, Co-transporteurs de sodium et de glucose situés dans les tubules
rénaux. Ces molécules diminuent la glycémie en bloquant la réabsorption du glucose par le rein,

ainsi son élimination dans les urines (Aude et Lisa, 2013)
3.3. L’insulinothérapie

L’insulinothérapie est prescrite, souvent apres I’échec des médicaments oraux, une prise
d’insuline est vitale en cas d’une hyper glycémie importante (Bosquet et Harteman-Heurtier,
2004).

3.4. La phytothérapie

Plusieurs plantes peuvent jouer un role important dans les traitements antidiabétiques, ces
plantes sont caractérisées par des effets positifs avec moins d’effets secondaire graves (Marles et
Farnsworth ,1996).
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I11. Phytothérapie

1. Généralités sur la phytothérapie

Pendant de nombreux siecles, les plantes médicinales ont constitué le principal outil
thérapeutique a la disposition de I’homme, leurs propriétés ont été mises en évidence par
I’observation des effets qu’elles généraient sur I’organisme. Avec le progrés de la science les
chercheurs ont été en mesure d’en isoler des principes actifs qui sont issus des métabolites
secondaires (Djeridane, 2008), ces substances chimiques naturelles sont considérées comme

responsables de I’action thérapeutique.

Une plante est dite médicinale lorsqu’au moins une de ses parties (feuille, tige, racine...)
posséde des propriétés médicamenteuses. L’usage empirique des différentes préparations

traditionnelles est important pour une sélection efficace des plantes (Gurib- Fakim, 2006).

L’utilisation des plantes dans le traitement du diabéte est largement répandue a travers le
monde, ainsi en Algérie qui est un pays connu par une importante biodiversité et qui dispose une

flore particulierement riche et variée.
2. Mécanismes d’actions des plantes antidiabétiques

Certains composes anti hyperglycémiants des plantes agissent comme I’insuline ou les autres
médicaments anti hyperglycémiants en empéchant I’absorption du glucose au niveau intestinal,
en augmentant la synthese et la libération d’insuline ou en accélérant I’absorption de glucose par
les cellules.... (Jarald et al., 2008 ; Kashikar et Kotkar, 2011 ; Singh et al., 2012). La variété de

ces mécanismes implique une baisse du glucose sanguin.

Tableau 01 : Mécanismes d’actions de quelques plantes réputées antidiabétiques en Algérie

Plantes Extraits, doses et parties Mécanismes d’actions

Trigonella foenum | Extrait ~méthanol  des | -Augmentation du glycogéne hépatique.
graecum graines a 0,5g/kg | -Stimulation du transport de glucose dans

les adipocytes.

(Hannan et al., 2007)

Rosmarinus Extrait éthanol des feuilles | Inhibition d’o glucosidase (Koga et al.,
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officinalis a 20mg/kg 2006)
Citrullus Extrait agueux des graines | Action Insulinotropique (Benariba et al.,
colocynthis a bmg/kg 2009 ;Benariba et al., 2013)

Artemisia herba- | Extrait eau-éthanol des

Prévention de I’insulinorésistance (Hamza

a 0.3mg/ml

alba Asso. feuilles et al.,2010 ;Awad et al., 2011)
a 390mg/kg
Nigella sativa Extrait agueux des graines | -Inhibition de la  néoglucogenese.

-Amélioration de la structure cellulaire et

subcellulaire des cellules B-pancréatiques.

(Abdelmeguid et al., 2010)

3. Principes actifs

Il existe plus de 200 métabolites secondaires,
(Marles et Farnsworth, 1995 ; Lamba et al., 2000 ;

qui présentent une activité antidiabétique

Sanjay, 2002), ce sont principalement des

alcaloides, flavonoides, saponosides, glycosides, ions organiques, polysaccharides et des acides

aminés....

Tableau 02:

antidiabétiques

Action thérapeutique des métabolites secondaires de quelques plantes

Plantes Familles Parties utilisées Actions thérapeutiques
Flavonoides
Pterocarpus Fabacée Feuilles Régénération des cellules B (Shechan et
marsupium Zemaitis, 1983)
Alcaloides
Trigonella Fabacée Fruits Stimulation des cellules a I’action de

foenum-graecum

I’insuline (Ajabnnor et Tilimsani, 1988)
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Saponosides

Panax ginseng Araliacée Racines Stimulation des ilots de Langerhans et de
glycogéne hépatique (Waki et al., 1982)
lons organiques
Atriplex halimus [ Amaranthacée Feuilles Potentialisation de I’effet de I’insuline

sur Iutilisation du glucose par les
cellules adipeuses (Olivier et Zahnd,

1979).

Composés sulfurés

Allium cepa Amaryllidacées bulbes Méme action que I’insuline ( Olivier et
Zahnb, 1979)
Polysaccharides
Ceratonia Fabacée Graines Diminution de I’absorption intestinale du
siliqua glucose (Raghuran et al., 1994)

4. Toxicité des plantes

Les plantes peuvent contenir des composés chimiques puissants, responsables des effets

indésirables et de toxicité hépatiques, digestive, neurologique, cardiaque... (Flesch, 2005), cette

toxicité dépend de la dose, des facteurs environnementaux, de I’exposition simultané a d’autres

produits chimiques et a d’autres facteurs liés a I’individu. (Tron et al., 2002).

5. La plante étudiee

Notre sélection se porte sur une plante médicinale Ammodaucus leucotrichus. Cette plante est

native du Sud Algérien, elle a de multiples utilisations dans la médecine traditionnelle

algérienne.
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5.1. Description botanique de la famille des apiacées

Les plantes de la famille des apiacées ou des ombelliféres ont une grande importance surtout
dans la flore Algérienne ou elle est présentée par 55 genres. Les apiacées sont généralement des
plantes herbacées, dicotylédones, ont des tiges creuses, feuilles alternes divisées, pétioles élargis
a leurs bases, ombelles simples ou composees, fleurs de type 5, sépales absents ou réduits et

fruits constitués par un diakéne couronné (Quézel et Santa, 1963).

5.2. Description botanique d’Ammodaucus leucotrichus
D’aprées Quézel et Santa (1963); Guignard et Dupont (2007), la classification

d’ Ammodaucus leucotrichus est la suivante :

Classification botanique

Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Eudicots

Sous classe Astéridées
Ordre Apiales
Famille Apiacées
Genre Ammodaucus
Espéce leucotrichus

Noms vernaculaires

Arabe El kemoun soufi
Francais Cumin velu, cumin du Sahara
Ammodaucus leucotrichus est un arbuste annuel a tige rameuse, ses fleurs blanches sont
disposées selon une ombelle composée, elle a des feuilles pennatiséquées, fruits tres odorant et

ses cotés latéraux sont ailées (Ozenda et al., 1977)
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Figure 02 : Ammodaucus leucotrichus (El-Haci, 2015)

5.3. Localisation géographique

Cette plante comprend deux sous espéces : Ammodaucus leucotrichus Cosson & Durieu
subsp. leucotrichus pousse en Afrique du Nord principalement au Sahara Algérienne, Niger,
Mauritanie, Libye et s’étend jusqu’a I’Afrique tropicale et I’Egypt. (Bramwell et Branwell,
2001), tandis que Ammodaucus leucotrichus Cosson & Durieu subsp. Nanocarpus E. Beltran

pousse dans I’archipel micronésien (Joulain et. Konig, 1998).

5.4. Etudes chimiques antérieures sur la plante

Ammaodaucus leucotrichus est largement utilisée en phytothérapie traditionnelle (Fleurentin et
al., 2002), cette plante a plusieurs vertus antispasmodiques, antiseptiques et carminatives, elle est
utilisée également pour traiter la constipation, la toux et le cancer des poumons, ainsi une prise
d’une infusion quotidienne prévient le diabéte (Ouled el hadj et al., 2003).
Tres peu d’études phytochimiques ont été réalisées sur I’espéce Ammodaucus leucotrichus :
L’étude de Muckensturm et al.,1997 sur la fraction éthérée des fruits de cette espéce a révélé la
présence de différents composés tels que, I’lammolactone, le limonéne, le perillaldéhyde.... ; La
caractérisation chimique des huiles essentielles était faite par Velasco-Negueruela et al., 2006
qui a mis en évidence la présence de 22 composés terpéniques. En 2008, Beghalia et ses
collaborateurs ont détecté un effet protecteur contre la lithiase urinaire a partir de I’extrait
aqueux des fruits. Une inhibition élevée a été rapportée ; Une étude sur les huiles essentielles de
cette espéce, a révélé une forte activité antimicrobienne sur Escherichia coli (Gherraf et al.,
2013).
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Notre partie expérimentale est basée sur I’étude phytochimiques ainsi que la recherche
d’éventuels effets antidiabétiques de I’extrait brut et I’extrait de flavonoides des parties
aériennes d’Ammodaucus leucotrichus sur des coupes fines de tissu musculaire isolées des

rats Wistar en fonction du temps et a différentes concentrations.
I. Analyse phytochimique
1. Matériel végétal

La plante de notre étude ( Ammodaucus leucotrichus ) ; famille des apiacées ; a été
récoltée en Mars 2016 a Taghit Wilaya de Bechar-Algérie, Sud-Ouest Algérien.

Au laboratoire, les parties aériennes (feuilles, tiges et graines) ont été récupérées et
mises a sécher a I’abri de la lumiére et a température ambiante pendant plusieurs jours,
ensuite elles ont été broyées en poudre fine a I’aide d’un moulin a café, les poudres végétales
ainsi récupérées ont été stockées soigneusement a I’abri de la lumiére et a température

ambiante.

2. L’extraction

2.1. Préparation de I’extrait brut
2.1.1. Extraction solide-liquide :

L’extraction par macération est réalisée sur de 10g de poudre végétale en présence de
100 ml de la solution aqueuse de méthanol a 80/20 (v/v) a température ambiante pendant 72
heures et sous agitation. Apreés filtration, les filtrats récupérés et évaporés a I’aide d’un
évaporateur rotatif sous pression réduite et a une température de 60°C (Harborne et al., 1998).

Les résidus secs obtenus sont conservés a + 4°C.

2.2. Préparation d’ extrait de flavonoides
2.2.1. Extraction liquide-liquide :

Les résidus obtenus par évaporation des filtrats hydrométhanoliques, sont partagés
entre 10 ml d’acétate d’éthyle et 10 ml d’eau distillée dans une ampoule a décanter. Apres
agitation et décantation des deux phases, la phase organique d’acétate d’éthyle est récupérée.
Ensuite, la phase d’acétate d’éthyle est évaporée a sec a I’aide d’un évaporateur rotatif et les

résidus secs obtenus sont conservés a + 4°C.
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[ 10 g de matériel végetal ]

Macération hydrométhanolique 100ml a
température ambiante pendant 72h

[ Filtration ]

Impuretés ~
\ 4
[ Extrait brut hydrométhanolique (EB) ]

Evaporation a 60 °C
Extraction 2 fois par 10 ml d’acétate d’éthyle
Agitation et décantation

\4

[ Phase acétate d’éthyle (EAC) ] [ Phase aqueuse ]

Figure 03 : méthode de préparation de I’extrait brut et de I’extrait de flavonoides.
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3. Séparation des extraits par chromatographie sur couche mince

Dans la présente étude, les échantillons sont analysés en utilisant des plagques
commerciales prétes a étre utiliser, de gel de silice (Merck) 5 x 10cm, ces plaques présentent
la phase stationnaire.

La mise en ceuvre d’une CCM neécessite les étapes suivantes :
= Activation de la plaque dans I’étuve a 100 °C pendant 30min ;
= Choix de la phase mobile dont plusieurs systéemes ont été essayés :
+ Systéme 1 : (CHCIl3 /CH3OH/ CH3COOCH2CH3/CH 3 COOH/ H,0) Chloroforme/
Méthanol/ Acétate d’éthyle/ Acide acétique/ H,O (60/25/10/5/0.2)
+ Systéme 2: CHCIl;z /CH30H/ CH3;COOCH2CH3/H20) Chloroforme/methanol/
Acétate d’éthyle/ H,O (65/25/10/0.2).
+ Systéme 3 : (CHCI3/CH3;0H/ H,O) Chloroforme/ Méthanol/ H,O (75/15/0.1)
+ Systéme 4 : (CHCI3/CH30H/ CH3COOCH2CH3/ H,0) Chloroforme/ Méthanol/
Acétate d’éthyle/ H,O (30/40/30/0.1)
+ Systéme 5 : (CHCI3/ CH30OH ) Chloroforme / Méthanol (60/25)
+ Systéme 6: (CHCIl3/ CH3;OH ) Chloroforme / Méthanol (90/10)
= Saturation de la cuve par les solvants d’élution ;
= Préparation de 10 mg de I’échantillon brut et de flavonoides dans 100 pl de DMSO ;
= Dépdts d’échantillon et des standards (quercétine et catéchine) en petits spots (3 a 4 fois)
sous forme des points ;
= Introduction de la plaque dans la cuve saturée ;
= Suivre le développement du chromatogramme jusqu’ a I’arrivé du solvant au front

supérieur ;

Révélation : lampe UV (longueurs d’ondes A = 254 nm et 365 nm) ;

Délimitation des taches colorées a I’aide d’un crayon ;

Calcul pour chaque constituant le rapport frontal Rf :

Distance parcourue par le constituant
Rf =

Distance parcourue par le solvant
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I1. Evaluation de I’activité antidiabétique

L’extrait brut et I’extrait de flavonoides des parties aériennes d’Ammodaucus leucotrichus
sont testés pour leurs effets sur la captation du glucose au niveau des coupes fines de tissu

musculaire isolées a partir des rats femelles.
1. Lesanimaux d’expérimentation :

Notre étude a porté sur des rats blancs (Rattus norvegicus), de souche Wistar, de sexe

femelle &gées de 4 a 6 mois et ayant un poids moyen de 177g,

Les animaux sont maintenus dans des conditions favorables d’élevage (Au niveau de
I’animalerie du département de biologie, faculté des sciences, université Abou Bekr Belkaid
Tlemcen) ; température (25 a 30°C) et un taux d’humidité entre 60 et 70% avec une
photopériode de 12 heures le jour et 12 heures la nuit. Ils recoivent I’eau et I’aliment

quotidiennement.

Les animaux sont nourris avec un aliment complet, supplémenté en complexe minéralo-
vitaminique, composé genéralement de mais, tourteaux de soja, issus de meunerie et des

glucides, protéines et lipides.

2. L’effet de I’extrait brut et I’extrait de flavonoides sur la captation du glucose par les

coupes fines de tissu musculaire :

Afin de déterminer I’effet de I’extrait brut et I’extrait de flavonoides, a différentes
concentrations, comparés a I’effet de I’insuline sur la captation du glucose par des coupes
fines de tissu musculaire isolées a partir des rats Wistar femelles, nous avons suivi les étapes

suivantes :
2.1. Préparation du milieu d’incubation KRBA :

L’intégrité métabolique des coupes fines de tissu musculaire lors de I’incubation est
assurée par le KRBA 4 7 (Krebs-Ringer Bicarbonaté Albuminé) qui est constitué¢ des

solutions meres salines, permettant de reproduire la composition du milieu extracellulaire.
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Ce milieu est préparé a partir du KRB (Krebs-Ringer Bicarbonaté) a pH 7,4 et de

I’albumine Bovine.

Tableau 03 : Préparation du KRB

Volume nécessaire

(ml)

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

piparazine-éthane sulfonique) tout juste avant leur utilisation.
Aprés I’ajustement du pH, on prépare a partir du KRB le KRBA 1% et le KRBA 4%.

Le KRBA 4% est utilisé pour préparer deux milieux d'incubation glucosés a deux différentes
concentrations, une solution de KRBA 4% glucosée a 1g/l (milieu normo glycémique) et une

solution KRBA 4% glucosée a 3 g/l (milieu hyper glycémique).
Remarque :
Le KRBA 1% est utilisé juste pour le lavage des coupes fines de tissu musculaire.
Le KRB est conserve a 4°C.
2.2. Isolement des coupes fines de tissu musculaire isolées a partir des rats :
Sacrifice et dissection

Les rats de notre expérimentation sont maintenus a jeun pendant 16 a 18 heures. Ils sont

sacrifiés par dislocation cervicale et disséquées afin de récupérer le tissu musculaire.

Récupération du tissu musculaire et lavage
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Le tissu musculaire est rapidement prélevé, déposé dans une boite de pétri contenant du sérum
physiologique (NaCl 0.9%) afin de nettoyer les vaisseaux sanguins et les caillots de sang, a
I’aide des lames le tissu musculaire est découpé en petits morceaux le plus finement possible

(d’environ 1mm d’épaisseur).
Lavage des coupes fines de tissu musculaire

Les coupes musculaires fines sont lavées 2 a 3 fois avec le KRBA 1%, récupérées dans des
tubes coniques, puis centrifugées a une vitesse de 500 tours / min pendant 5 minutes, a la fin
de I’opération de lavage et de centrifugation, le culot a été récupére, pesé et introduit dans
une microplaque de culture cellulaire a 24 puits, contenant le KRBA 4% glucosé soit par 1 g/l

ou 3 g/l.
2.3. Viabilité et numérotation cellulaire

Le but de cette opération est de dénombrer les cellules vivantes dans une quantité de 1 g de

tissu musculaire.

Cette opération est réalisée par comptage au microscope optique, a I’aide d’une cellule de
Thoma, avec une suspension diluée et colorée par le bleu de trypan 0,2%. Ce dernier colore

les cellules non viables qui se laissent envahir par ce colorant.
2.4. Incubation des coupes fines de tissu musculaire

Les coupes fines de tissu musculaire sont mises a incuber dans des microplaques de culture
cellulaire en Polyéthylene dans la solution de KRBA 4% avec différentes concentrations de
I’extrait brut et I’extrait de flavonoides a différentes doses (100, 200 et 500ug/ml), et a deux
concentrations de glucose 1g/l et 3g/l. L’ incubation est réalisée dans un incubateur agitateur a
37°C sous agitation de 47 tours/min et pendant des intervalles de temps croissants (30, 60 et
90min). Dans ce test, nous avons utilisé l'insuline humaine commercialisée (100U/ml) a

différentes concentrations (10, 50 et 100 pU/ml) comme témoin positif.
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Tableau 04 : les milieux témoins utilisés

01 02 03 04
Témoins 1,5ml de KRBA 1,5ml de KRBA 1,5ml de KRBA 1,5ml de KRBA
4% a 1g/l 4% a 39/l 4%algll+ Ct 4% a3g/l +Ct

Ct : coupes fines de tissu musculaire.

Tableau 05 : Concentrations de I’extrait brut ajoutées au milieu d’incubation contenant des

coupes fines de tissu musculaire.

Extrait brut

1,5ml 30 min 60 min 90 min
KRBA

Al 500ug/ | 200ug/ | 100pg/ | 500ug/ | 200ug/ | 100ug/ | 500ug/ | 200pg/ | 100ug/

(1g/1 ml ml ml ml ml ml ml ml ml
Glucos

€)

+0,2¢
Ct

1,5ml 30 min 60 min 90 min
KRBA

& 500ug/ | 200ug/ | 100pg/ | 500ug/ | 200ug/ | 100ug/ | 500ug/ | 200pg/ | 100ug/
(3g/1

Glucos

ml ml ml ml ml ml ml ml ml

02 ¢
Ct
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Tableau 06 : Concentrations de flavonoides ajoutées au milieu d’incubation contenant des

coupes fines de tissu musculaire.

Extrait de flavonoides

1,5ml 30 min 60 min 90 min
KRBA4/.

19/l

(Glgu cose) 500pg | 200pg | 100pg | S00pg | 200pg | 100pg | 500pg | 200pg | 100pg
+02gct| M /ml /ml /ml /ml /ml /ml /ml /ml
1,5ml 30 min 60 min 90 min
KRBA4/.

(3g/l
Glucose) 500pg | 200pg | 100pg | S00pg | 200pg | 100pg | S500pg | 200pg | 100pg
+02gct| ml /ml /ml /ml /ml /ml /ml /ml /ml

Tableau 07 : Concentrations d’insuline ajoutées au milieu d’incubation contenant des coupes

fines de tissu musculaire.

Insuline

1,5ml 30 min 60 min 90 min
KRBA4Z (1

9/l Glucose) | 100 | 50 10 | 100 50 10 | 100 | 50 10

+0,29Ct pu/ml | pU/ml | pU/ml | pU/ml | pU/ml | pU/ml | pU/ml | pU/ml | pU/ml

1,5ml 30 min 60 min 90 min
KRBA47 ( 3

g/l Glucose) | 199 | 50 10 | 100 | 50 10 | 100 | 50 10
+0,29Ct
pU/ml | pU/ml | pU/ml | pU/ml | pU /ml | pU/ml | pU/ml | pU/ml | pU/ml
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Ct : coupes fines de tissu musculaire
2.5. Prélevement a partir des puits

Apres 30 minutes, nous avons arrété l'incubation en mettant notre microplaque sur de la glace
pilée pendant une minute pour stopper la réaction. Ensuite nous avons préleve 500 pl de
chaque puits dans des tubes a hémolyse pour effectuer une centrifugation pendant 5 minutes a

500 tour/min. Nous avons récupére par la suite 10 pl du surnageant dans des tubes a essais.
La méme procédure est répétée apres 60 et 90minutes d'incubation.
2.6. Dosage enzymatique de glucose

Le dosage de glucose restant dans les milieux d’incubation précédemment prélevés se

fait a I’aide d’un kit de dosage enzymatique suivant la méethode de Trinder, 1969

Le glucose est déterminé par la méthode colorimétrique enzymatique, dont le glucose
en présence de glucose-oxydase (GOD), est oxydé en acide gluconique et peroxyde
d’hydrogene.

Ce dernier, en présence de peroxydase (POD) et phénol, oxyde un chromogéne
incolore (4-aminoantipyrine) en couleur rouge a structure quinone-imine. L’intensité de la

coloration est proportionnelle & la concentration de glucose.

GOD
Glucose + O2+ H20 > Gluconate + H202
POD o ]
2 H,0, + Amino - 4 antipyrine + phénol | Mono imino -p- benzoguinone-4-

phenozone + 4 H,0O

Méthode de dosage :
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Blanc

Solution de 1.5 mi
travail
Réactif
Serum

Matériels et méthodes

Etalon Dosage
1.5 ml 1.5 ml
10 pl

10 pl

Les surnageant récupérés sont mélangés avec la solution de travail puis incubés pendant 20

minutes a température ambiante. L’absorbance est ensuite mesurée au spectrophotométre a

505 nm contre la solution de I’étalon utilisée comme blanc.

Calcul :

Taux de glucose = (DOD/DOE) x 1 g/l.

Ou, DOD : Densité optique de dosage, DOE : Densité optique de I’étalon.

Les teneurs en glucose sont exprimées en g/l et les variations de la glycémie sont exprimées

en pourcentage.
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[ Récupération du muscle aprés dissection ]

!

[ Lavage du muscle par I’eau physiologique ]

=

[ Découper le muscle en coupes fines de 1 mm d’épaisseur ]

=

[ Lavage 2 a 3 fois avec le KRBA 1 % ]

=

[ Centrifugation & 500 tours/minutes ]

=

Milieux d’incubation de I’extrait brut

a différentes concentrations ) Milieux d’incubation des

témoins : en absence des

Milieux d’incubation de I’extrait de extraits et de I"insuline

flavonoides a différentes concentrations

Milieux d’incubation de I’insuline a
différentes concentrations

000000
000000
(000000

(eYelelele)e)

!

[ Incubation a 37 °C sous agitation pendant 30, 60 et 90 minutes ]

|

[ Prélevement de 500 pl de chaque puits et centrifugation pendant 5 minutes ]

!

[ Dosage enzymatique du glucose restant dans le milieu d’incubation ]

Figure 04 : Schéma récapitulatif du mode opératoire de I’incubation des coupes de tissu

musculaire
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I11. analyse statistique

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes accompagnées de leurs indices de

dispersion qui est I’erreur standard de la moyenne.

1. La moyenne :

2.. L’erreur standard de la moyenne (Sm) :

La signification statistique des différences observées entre les valeurs moyennes obtenues
pour chaque expérience est évaluee par le test de Student «te ». Pour comparer deux
échantillons indépendants, on applique le test d Student a un degré de liberté qui dépend de la

taille de I’échantillon. V=ddlnl+n2-2
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Si le t calculé ou expérimentale est plus élevé que t, de la table de Student, la différence
entre les moyennes des deux echantillons 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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I. Analyse phytochimique
1. Extraction et séparation des composés bruts et des flavonoides

L’extrait brut et I’extrait de flavonoides des parties aériennes d’Ammodaucus

leucotrichus sont récupérés apres évaporation sous forme de pates de couleur marron.

Tableau 08 : Analyses phytochimiques de I’extrait brut et I’extrait de flavonoides des parties

aériennes d’Ammodaucus leucotrichus .

Systeme v/v Rf extraits Rf standards
EB EAC Quer Cat
0 0,29
1.CHCI 3 /CH30H/ 0,78 0,59
CH3COOCH2CH3/CH3COOH/H20
0,79 0,8
60/25/10/5/0.2
0,84
0 0,37
2.CHCI 3/CH30H/
CH3COOCH2CH3/H20 0,81 0,81
65/25/10/0.2 0,83
0,85
0,88
0 0
0,2 0,2
3.CHCI3/CH30H/H20 0,35 0,31
75/15/0.1 0,56 0,45 0,56
0,82 0,7
0,83 0,78
0,86 0,82
0,89 0,85
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0.3 0.3
0.4 0.38
0.6 0.43
4.CHCI3/CH30H/
CH3COOCH2CH3/H20 0.65 0.58
30/40/30/0.1 0.67 0.65 0.63
0.69 0.66
0.67
0.69
0.73 0.74
0.41 0.37
0.49 0.46
5.CHCI3/CH30H 0.79 0.53
60/25 0.80 0.71
0.78
0.90 0.81
0.83
0.85
0.91
0 0.7 0.22
6.CHCI3/ CH30H 0.7 056
90/10 1 058
0.55 068
0.58
0.71
0.72
Quer :Quercétine CH30H - Méthanol.
EB : Extrait brut. CH3COOCH2CH3 : Acétate d’éthyle.
EAC : Extrait acétate d’éthyle. CHCl3: Chloroforme.
Cat : Catéchine. CH3COOH : Acide acétique.
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Le systeme 03 a révélé une bonne séparation obtenant 8 spots pour les extraits bruts et
les extraits des flavonoides.Or, le systeme 04 a permis une bonne séparation des extraits de
flavonoides permettant I'obtention de 9 spots dont deux taches ont des Rfs qui correspondent a
ceux de la catéchine et la quercétine.

I1. Activité antidiabétique

1. Viabilité et numération cellulaire
La numération cellulaire nous a confirmé la viabilité des cellules musculaires mises en

incubation (plus de cing million de cellules viables dans 1 g/ml de tissu musculaire).

2. Captation de glucose par les coupes fines de tissu musculaire isolées

L'effet antidiabétique de nos extraits a été évalué par la technique de la captation de
glucose par les coupes fines de tissu musculaire en absence ou en présence de I’insuline, qui
est utilisé comme témoin positif, de I’extrait brut et I’extrait de flavonoides a différentes
concentrations (100, 200 et 500 pug/ml) et pendant des intervalles de temps croissants (30, 60
et 90min).

2.1. Consommation basale de glucose

0,14
0,12 - =

0,1 -

® KRBA 4% 1g/|
W KRBA 4% 1 g/l + Ct

[glucose capté g/l]

30MIN 60MIN 90MIN
temps (min)

Figure 05 : Concentration de glucose capté dans un milieu d’incubation a 1 g/l de glucose en
absence et en présence des coupes fines de tissu musculaire, pendant des intervalles de temps

croissants.
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0,35 4
0,3 -

-

0,25 -

e
N
1

@ KRBA 4% 3g/I|

0,15 7 M KRBA 4% 3 g/l + Ct

[glucose capté g/l]

o
JEEY
1

0,05 -

30MIN 60MIN . 90MIN
Temps (min)

Figue 06 : Concentration de glucose capté dans un milieu d’incubation a 3g/l de glucose en
absence et en présence des coupes fines de tissu musculaire, Pendant des intervalles de temps

croissant.
Ct : Coupes fines de tissu musculaire.

Les figures 05 et 06 représentent le taux de la concentration de glucose capté dans deux
milieux d’incubation (KRBA 4% avec 1 g/l : état physiologique normal ou 3 g/l du glucose :
état d’hyperglycémie), en absence et en présence des coupes fines de tissu musculaire
incubées a 30, 60 et 90 minutes. Ces essais nous ont permis de Vérifier I’état métabolique de

nos cellules isolées et leurs bons fonctionnements.

Les résultats obtenus montrent une augmentation de la captation de glucose en présence
des coupes de tissu musculaire par rapport aux témoins (milieux d’incubation a 1g/l ou 3g/l de
glucose en absence des coupes fines de tissu musculaire), cela montre que les coupes fines de
tissu musculaire ont une consommation basale de glucose relativement importante, qui peut se
faire en absence d’insuline de I’ordre de 0,02 g/l de glucose dans le milieu d’incubation a 1g/I

et de I’ordre de 0,06 g/l dans le milieu d’incubation a 3g/l de glucose.

2.2. Effet de I’insuline sur la captation de glucose par les coupes de tissu musculaire :

Tableau 09 : Captation de glucose par les coupes fines de tissu musculaire en présence de
différentes concentrations d’insuline en fonction du temps dans un milieu d’incubation
KRBA 4% a 1g/l de glucose.
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[glucose capté par les Ct g/l] Taux du glucose captés par Ct ( %)
[Ins
puU/mi]
10 30 min 60min 90min 30min 60min 90min
0,30 0,33 0,41 30,69 31,01 41
50 30 min 60min 90min 30 min 60min 90min
0,32 0,41 0,43 32 41 43
100 | 30 min 60min 90min 30 min 60min 90min
0,35 0,42 0,45 35 42 45
0,5
0,45
0,4
0,35
e 0,3
N ’
g # 30MIN
g 0% H 60MIN
o
5 02 & 90MIN
2

0,15

0,1

0,05

KRBA 4% 1 g/l + Ct

10 pu/ml d'insuline 50 pu/ml d'insuline 100 pu/ml d'insuline
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Figure 07: Concentration de glucose capté par les coupes fines de tissu musculaire a 1g/l du

glucose en présence des différentes concentrations d’insuline pendant 30, 60 et 90 minutes.

En présence d’insuline, il a été remarqué que la consommation de glucose augmente
proportionnellement avec la concentration de I’insuline, ce qui confirme que I’insuline active

la pénétration de glucose par les coupes fines de tissu musculaire.

La présence d’insuline a 100 pU/ml a cause une augmentation de la captation de glucose,
de maniére trés significative a hautement significative pendant 30 a 90 minutes
respectivement par rapport au milieu d’incubation contenant des coupes fines de tissu
musculaire incubées avec 1 g/l du glucose en absence d’insuline, soit un taux de captation
allant de 35% a d’environ 41% (Tableau 09).

Tableau 10 : Captation de glucose par les coupes fines de tissu musculaire en présence de
différentes concentrations d’insuline en fonction du temps dans un milieu d’incubation KRBA
4% a 39/l de glucose.

[Ins [glucose capteé par les Ct g/1] Taux du glucose captés par Ct ( %)
pU/mi]
10 30 min 60min 90min 30 min 60min 90min
1,006 1,068 1,378 33,59 35,6 45,9
50 30 min 60min 90min 30 min 60min 90min
1,112 1,158 1,326 37,07 38,6 442
100 | 30 min 60min 90min 30 min 60min 90min
1,16 1,176 1,204 38,71 39,2 40,2
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KRBA 4% 3 g/l + Ct 10 pu/ml d'insuline 50 pu/ml d'insuline 100 pu/ml d'insuline

Figure 08 : Concentration de glucose capté par les coupes fines de tissu musculaire a 3 g/l du

glucose en présence des différentes concentrations d’insuline pendant 30, 60 et 90 minutes.

Dans le milieu contenant des coupes fines de tissu musculaire incubées dans le KRBA
4% glucosé a 3g/l, on remarque que la dose 100 pU/ml augmente la captation de maniére
hautement significative, soit un taux de captation d’environ 38,71% et 39,2% pendant 30 et
60 minutes respectivement, par rapport aux témoins (milieu d’incubation contenant les coupes
de tissu musculaire glucosé a 3 g/l en absence d’insuline).

Par ailleurs, pendant 90 minutes on remarque que la dose 10 pU/ml augmente la
captation du glucose de maniére significative, soit un taux de 45,9% par rapport aux témoins
(milieu d’incubation contenant des coupes de tissu musculaire glucosé a 3 g/l en absence
d’insuline). (Tableau 10).

2.3. Effet de I’extrait brut sur la captation de glucose par les coupes fines de tissu
musculaire :

Tableau 11 : Captation de glucose par les coupes de tissu musculaire en présence de
différentes concentrations de I’extrait brut en fonction du temps dans un milieu d’incubation
KRBA 4% (1 g/l Gluc).
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[EB [glucose capté par les Ct g/l] Taux du glucose captés par Ct ( %)
mg/ml]
100 30 min 60min 90min 30 min 60min 90min
0,177 0,235 0,318 17,7 23,5 31,8
200 30 min 60min 90min 30 min 60min 90min
0,185 0,266 0,472 18,5 26,6 47,2
500 30 min 60min 90min 30 min 60min 90min
0,196 0,3 0,2356 19,6 30 23,56
0,5 - *
0,45 -
0,4 -
0,35 -
% 0,3
E
8 025 @ 30MIN
g H60MIN
:30 0,2 & 90MIN
0,15
0,1
0,05
0
KRBA 4% 1 g/l + Ct 100 pg/ml extrait 200 pg/ml extrait 500 pg/ml extrait
brut brut

Figure 09 : Concentration de glucose capté par les coupes fines de tissu musculaire a 1g/l du

glucose en présence de différentes concentrations de I’extrait brut pendant 30, 60 et 90

minutes.
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Le tableau 11 représente les résultats obtenus en présence des différentes
concentrations de I’extrait brut a des intervalles de temps croissants dans un milieu
d’incubation KRBA 4% a 1 g/l. Les résultats montrent que la dose 500 pug/ml de I’extrait
brut a causé une augmentation de la captation de maniere significative, soit un taux de
captation 19,6% et 30% pendant 30 et 60 minutes respectivement par rapport aux témoins
(milieux d’incubations contenant des coupes de tissu musculaire glucosé a 1 g/l en absence de

I’extrait).

Par ailleurs pendant 90 minutes la dose 200 pg/ml provoque une augmentation
significative de la captation de glucose par un taux de captation 47,2% par rapport aux
témoins (milieux d’incubations contenant des coupes de tissu musculaire glucosé a 1 g/l en

absence de I’extrait).

Tableau 12 : Captation de glucose par les coupes fines de tissu musculaire en présence de
différentes concentrations de I’extrait brut en fonction du temps dans un milieu d’incubation
KRBA 4% (3 g/l Gluc).

[EB [glucose capteé par les Ct g/1] Taux du glucose captés par Ct ( %)
mg/ml]
100 30 min 60min 90min 30 min 60min 90min
0,81 0,97 1,14 27,2 32,3 38,1
200 30 min 60min 90min 30 min 60min 90min
0,90 1,03 1,21 30 34,6 40,5
500 30 min 60min 90min 30 min 60min 90min
1,39 1,46 1,03 38,2 48,8 34,6
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KRBA 4% 3 g/l + Ct 100 pg/ml extrait brut 200 pg/ml extrait brut 500 pug/ml extrait brut

Figure 10 : Concentration du glucose capté par les coupes fines de tissu musculaire a 3 g/l du

glucose en présence de différentes concentrations de I’extrait brut pendant 30, 60 et 90
minutes.

Le tableau 12 représente les résultats obtenus en présence des différentes
concentrations de I’extrait brut pendant des intervalles de temps croissants dans le milieu
d’incubation KRBA 4% a 3 g/l .

La dose la plus élevée de I’extrait brut 500 pg/ml stimule la captation de glucose par
les coupes de tissu musculaire de maniere significative a hautement significative pendant 30
et 60 minutes respectivement, soit d’un taux de captation 38,2% et 48,8% par rapport aux

témoins (coupes de tissu musculaire incubées dans le KRBA 4% avec 3 g/l sans I’extrait).

Pendant 90 minutes, on remarque que la dose 200 pg/ml augmente la captation de
maniére hautement significative, soit un taux de captation 40,5% par rapport au milieu
d’incubation a 3 g/l sans extrait.
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2.4. Effet de I’extrait de flavonoides sur la captation de glucose par les coupes fines de
tissu musculaire :

Tableau 13 : Captation du glucose par les coupes fines de tissu musculaire en présence de
différentes concentrations de I’extrait de flavonoides en fonction du temps dans un milieu
d’incubation KRBA 4% (1 g/l Gluc).

[EAC [glucose capte par les Ct g/1] Taux du glucose captés par Ct ( %0)
mg/mi]
100 | 30 min 60min 90min 30 min 60min 90min
0,19 0,23 0,28 19 23 28
200 | 30 min 60min 90min 30 min 60min 90min
0,22 0,28 0,38 22 28 38
500 | 30 min 60min 90min 30 min 60min 90min
0,27 0,31 0,36 27 31 36
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Figure 11: Concentration du glucose capté par les coupes fines de tissu musculaire a 1g/l du
glucose en présence de différentes concentrations de I’extrait de flavonoides pendant 30, 60 et
90 minutes.

EAc : Extrait de flavonoides

Le tableau 13 représente les résultats obtenus en présence des différentes

concentrations de I’extrait de flavonoides au cours du temps, dans un milieu d’incubation a 1
g/l.

On remarque que les trois doses de I’extrait de flavonoides stimulent la captation de
glucose par les coupes fines de tissu musculaire proportionnellement avec le temps, Or la dose
500 pg/ml augmente la captation de maniére hautement significative a significative pendant
30 et 60 minutes respectivement, soit un taux de captation 27% et 31%.

Apres 90 minutes d’incubation, nous avons observé que I’augmentation de la captation de
glucose se fait de maniére trés significative par la dose de 200 pg/ml avec un taux de
captation de 38%b par rapport au milieu d’incubation des coupes fines de tissu musculaire a 1
g/l de glucose.
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Tableau 14 : Captation de glucose par les coupes de tissu musculaire en présence de
différentes concentrations de I’extrait des flavonoides en fonction du temps dans un milieu
d’incubation KRBA 4% (3 g/l Gluc).

[EAC [glucose capté par les Ct g/1] Taux du glucose captés par Ct ( %)
mg/ml]
100 | 30 min 60min 90min 30 min 60min 90min
0,99 1,08 1,13 33 36,3 37,98
200 | 30 min 60min 90min 30 min 60min 90min
1,16 1,19 1,22 38,8 39,7 40,96
500 | 30 min 60min 90min 30 min 60min 90min
1,31 1,23 0,65 44 40,97 21,85
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E 30MIN

H 60MIN
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Figure 12: Concentration de glucose capté par les coupes de tissu musculaire a 3g/l du
glucose en présence de différentes concentrations de I’extrait de flavonoides pendant 30, 60 et
90 min.

EAc : Extrait de flavonoides.

Le tableau 14 représente les résultats obtenus en présence des différentes
concentrations d’extrait de flavonoides pendant des intervalles de temps croissants dans un
milieu d’incubation KRBA 4% a une concentration de 3 g/l. Les résultats montrent que la
dose 500 pg/ml de I’extrait augmente la captation de glucose par les coupes de tissu
musculaire de maniére hautement significative a trés significative, soit un taux de captation
44% et 40,97% pendant 30 et 60 minutes respectivement par rapport aux témoins qui
contiennent les coupes de tissu musculaire incubées dans du KRBA 4% glucosé & 3 g/l en

absence de I’extrait.

Pendant 90 minutes, on remarque que la dose 200 pg/ml stimule la pénétration de
glucose de maniére trés significative, soit un taux de captation 40,96% par rapport au témoin
qui contient les coupes de tissu musculaire incubées dans du KRBA 4% glucosé a 3 g/l en

absence de I’extrait.
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2.5. Comparaison entre I’effet des extraits et I’effet de I’insuline sur la captation de

glucose
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Figure 13: Comparaison entre [’effet des extraits et I’effet de I’insuline sur la captation de
glucose dans un milieu d’incubation a 1 g/l pendant 30 minutes.
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Figure 14 : Comparaison entre |’effet des extraits et I’effet de I’insuline sur la captation de
glucose dans un milieu d’incubation a 1 g/l pendant 60 minutes.
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Figure 15 : Comparaison entre |’effet des extraits et I’effet de I’insuline sur la captation de

glucose dans un milieu d’incubation a 1 g/l pendant 90 minutes.

Les figures 13, 14 et 15 représentent la comparaison entre le taux de la captation de
glucose par les différentes doses de nos extraits brut et de flavonoides et le taux de la
captation par les différentes doses de I’insuline dans des milieux d’incubation & 1 g/l pendant

des intervalles de temps croissants.

Les résultats obtenus nous permettent de noter que I’extrait brut et I’extrait de flavonoides
activent la captation de glucose par les coupes fines de tissu musculaire dans un milieu normo

glycémique (1g/1).

Comparativement a I’insuline, nos extraits ont presque le méme taux de captation que
I’insuline qui est de I’ordre de 47.2% pour I’extrait brut et 38%o pour I’extrait des flavonoides

par rapport a 45% pour I’insuline
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Figure 16 : Comparaison entre |’effet des extraits et I’effet de I’insuline sur la captation de
glucose dans un milieu d’incubation a 3 g/l pendant 30 minutes.

44



Résultats et interprétation

[glucose capté g/l]

M KRBA 4% 3 g/l + Ct

§ 100 pg/ml extrait
brut

M 100 pg/ml Eac

H 200 pg/ml extrait
brut

H 200 pg/ml Eac

B 500 pg/ml extrait
brut

® 500 pg/ml Eac

10 pu/ml d'insuline

8 50 pu/ml d'insuline

100 pu/ml d'insuline

Figure 17 : Comparaison entre |’effet des extraits et I’effet de I’insuline sur la captation de

glucose dans un milieu d’incubation a 3 g/l pendant 60 minutes.
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Figure 18: Comparaison entre [|’effet des extraits et I’effet de I’insuline dans un milieu
d’incubation a 3 g/l pendant 90 minutes.

Les figures 16, 17 et 18 représentent la comparaison entre le taux de la captation de
glucose par les différentes doses de I’extrait brut et I’extrait de flavonoides et le taux de la
captation par les différentes doses de I’insuline dans des milieux d’incubation a 3 g/l pendant
des intervalles de temps differents.

Les résultats obtenus nous permettent de noter que le taux de captation de glucose est de
I’ordre de 48,8% et 40,9% pour I’extrait brut et I’extrait de flavonoides respectivement par
rapport a 45,9% pour I’insuline. Nous pouvons conclure que nos extraits et particulierement
I’extrait brut, ont un effet stimulateur de la captation de glucose par rapport & I’insuline.
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Discussion :

L’espéce Ammodaucus leucotrichus famille des apiacées est connue par son effet
antidiabétique dans la médecine traditionnelle. Plusieurs enquétes ethnobotaniques ont permis
de recenser son utilisation pour le traitement du diabete et ses complications (Mohamed et al.,
2013 ; Bouallala et al., 2014 ; Orch et al., 2014 ; Alia et al., 2016). Cependant, aucune étude
de cette activité n’a été réalisée. Notre travail a pour objectif la recherche et I’évaluation in
vitro de I’effet antidiabétique de cette plante sur des coupes fines de tissu musculaire isolées a

partir des rats de variété Wistar.

Les résultats obtenus dans nos expérimentations sur les extraits de flavonoides des
parties aériennes d’Ammodaucus leucotrichus, nous permettent de noter la présence de 09
spots dont la catéchine et la quercétine révélés par la chromatographie sur couche mince. Ces
résultats sont en accord avec ceux de Ting-Ting en 2010, d’ou I’analyse par HPLC des parties
aériennes des especes Bupleurum (famille des apiacées) révélent la présence de 12 composés

des flavonoides dont la catéchine et la quercétine.

Les résultats des analyses biologiques in vitro démontrent la capacité de I’insuline, de
I’extrait brut et I’extrait de flavonoides d’exercer une augmentation de la captation de glucose
par les coupes fines de tissu musculaire isolées a partir des rats Wistar, dans deux milieux
d’incubation, le premier étant un milieu normo glycémique (1 g/l) et le deuxiéme étant un

milieu hyper glycémique qui reflete I’état diabétique (3 g/l).

En absence de I’insuline, les coupes de tissu musculaire ont une consommation basale
qui se situe entre 0,02 et 0,06 g/l dans les deux milieux d’incubation (1g/l et 3 g/l)
respectivement. Cette diminution du glucose dans les milieux d’incubation est probablement
liee aux transporteurs non insulinodépendants qui sont les GLUTs 1, car en absence de
I’insuline, seuls ces transporteurs assurent I’entrée de glucose dans les cellules musculaires.
(Capeau, 2003).

Une diminution trés importante du taux de glucose dans les milieux d’incubation lors
de I’addition de I’insuline est observée. Cet effet est lié & I’activation et la translocation des
transporteurs insulinosensibles GLUTs 4 (Klip et al., 1996). Ces transporteurs se trouvent
abondamment et en grande partie séquestrés dans des vésicules intracellulaires, ils seront

transportés vers la surface cellulaire en réponse a I’action de I’insuline (Klip et al., 1996).
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L’addition des différentes concentrations de I’extrait brut et I’extrait de flavonoides
aux milieux d’incubation normo et hyper glycémiques provoque une stimulation de la
captation de glucose par les coupes fines de tissu musculaire. Aprés 30 et 60 minutes
d’incubation, nous avons remarqué que la concentration la plus élevée de 500 pg/ml des
extraits a effet maximal sur la captation de glucose. Aprés 90 minutes d’incubation, cette
concentration provoque une diminution de la captation de glucose, cela peut étre di a la

saturation probable des récepteurs de I’insuline.

Ces résultats obtenus dans nos expérimentations sur I’extrait brut et I’extrait de
flavonoides d’Ammodaucus leucotrichus, nous permettent de noter un effet hypoglycémiant
qui est probablement de type insuline-like sur les transporteurs de glucose des cellules

musculaires.

Le tissu musculaire intervient d’une maniere importante dans le métabolisme
glucidique, entre autre, dans la régulation de la glycémie. De ce fait, les cellules musculaires
représentent un modeéle cellulaire de choix pour tester I’effet antidiabétique des différents

extraits.

L’incubation des myocytes avec I’extrait aqueux préparé par décoction de Coriandrum
savitum a 0,25 et 10 mg / ml a induit une stimulation ultérieure de la sécrétion de I’insuline

par les cellules B du pancréas (Alison et Peter, 1998).

L’extrait des fruits mdrs de Punica granatum a 50 pg/ml a stimulé significativement le
transport de glucose et a augmente I’expression des transporteurs GLUT 4 (123 % + 8,8) dans
les cellules musculaires a des niveaux comparables a ceux de I’insuline (123% * 4,9). 1l a été
remarqué que cet effet diminue avec I’augmentation de la concentration de I’extrait a 200
pg/ml (111% = 6,6) (Ben abdnnebi M., 2012).

Les résultats de I’effet de I’extrait des alcaloides des graines de Citrullus colocynthis
sur la captation du glucose, ont permis de noter un effet probablement de type insuline-like
sur les transporteurs de glucose de tissu musculaire, une dose de 75 pg/ml de cet extrait a
augmenté la captation de glucose a un niveau comparable a celui de I’insuline a 500 pU/ml
(Laissouf A., 2009)

Les alcaloides extraits de I’épicarpe de Citrullus colocynthis ont probablement un effet anti

hyperglycémiant qui est a I’origine de I"augmentation de la captation de glucose par les
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myocytes, avec un taux de captation de 4% dans le milieu d’incubation a 0,54 g/l de glucose
et de 9,32% dans le milieu d’incubation a 2 g/l de glucose (Billem 1., 2009).

La famille des apiacées est trés abondante et comprend plus de 3000 especes avec 55
genres représentés en Algérie (Seddik M., 2010), plusieurs travaux ont permis de recenser

I’effet antidiabétique des plantes qui appartiennent a cette famille, nous pouvons citer :

En 2010, Abu —Zaintoun a remarqué que I’extrait aqueux préparé par décoction de Ferula
assafetida induit une réduction significative du taux de glucose sérique des rats rendus
diabétiques par I’alloxane. Une dose de 0,2 g/ kg a provoque une diminution du taux du
glucose (6,75 mmol/l £ 0,25) chez les rats traités par cet extrait. Par ailleurs, le taux du
glucose sérique chez les rats non traités est de 10,28 mmol/l £ 0,20. D’apres ces résultats, il a
été suggéré que le traitement par I’extrait de Ferula assafetida exerce un effet protecteur des

cellules B pancréatiques.

L’administration de I’huile essentielle a 30 mg/kg de foeniculum vulgare aux rats rendus
diabétiques a corrigé I’hyperglycémie de 162 mg/dl a 81,97 mg/dl et I’activité de la
glutathion peroxydase sérique de 59,72 U/ Hémoglobine a 99,60 U/ Hémoglobine (Neveen et
al., 2011).

Kamran et al., en 2012 ont montré I’effet anti hyperglycémiant de I’extrait aqueux des fruits
de Coriandrum savitum sur des rats rendus diabétiques par la streptozotocine, a des doses de
250 et 500 mg /kg. Ces doses ont provoqué une diminution significative du taux de la

glycémie et du cholestérol total, ainsi qu’une augmentation significative du HDL.

En 2016, Al-Snafi a montré que I’administration orale de I’extrait brut des graines de
Cuminum cyminum a une dose de 25 pg/ml chez des rats diabétiques entraine une réduction
significative de la glycémie. Cet effet est d0 a la stimulation de la sécrétion de I’insuline par

les cellules B du pancréas avec un taux de 3,34 a 3,85%.
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Conclusion générale

L activité antidiabétique de I’extrait brut et I’extrait de flavonoides d’Ammodaucus
leucotrichus a été évaluée in vitro par la mesure du taux de glucose capté par les coupes fines

de tissu musculaire isolées a partir des rats Wistar.

Nous avons constaté que I’extrait brut et I’extrait de flavonoides testés, induisent une
stimulation importante de la captation de glucose par les coupes fines de tissu musculaire dans
deux milieux d’incubation normo et hyper glycemiques. Les doses de 500 pg/ml et 200 pg/ml
de nos extraits notamment dans le milieu hyper glycémique, stimulent la captation de glucose,
ce qui nous permet d’avancer I’hypothése que nos extraits auraient un effet hypoglycémiant

probablement de type insuline-like sur les transporteurs de glucose des cellules musculaires.

Ce travail nous a permis l'obtention des résultats intéressants, mais préliminaires. Des

investigations complémentaires seraient nécessaires, tels que :

= Confirmer les résultats obtenus sur un nombre plus important d’échantillon

= Tester d’autres doses des extrais bruts et de flavonoides afin de déterminer la dose la
plus efficace.

= Rechercher les éventuels effets toxiques de nos extraits.

= |dentifier, caractériser et separer les différentes fractions des extraits bruts et des
flavonoides par les méthodes d’analyses chimiques : Chromatographie sur colonne,
HPLC, CPG, RMN...

= Tester les composés purifiés afin de déterminer la ou les fractions efficaces sur la
maladie diabétique.

= Etudier in vitro ’action de nos extrais sur les cellules p pancréatiques isolées et sur
des tissus periphériques insulinosensibles (foie et tissu adipeux)

= Evaluer I’effet antidiabétique de nos extrais in vivo et rechercher leurs mécanismes
d’action au niveau tissulaire et moléculaire.

= Dosage d’autres parametres plasmatiques impliqués dans le syndrome diabétique tels

que : triglycérides, HDL, LDL, cholestérol, I’insulinémie, hémoglobine glyquée....
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Résume
Des travaux scientifiques ont montré que plusieurs plantes ont la propriété de prévenir et de
diminuer la progression du diabéte de type 2. Notre étude porte sur la recherche de I’effet antidiabétique
d’Ammodaucus leucotrichus qui est largement utilisée au sud Algérien et au Maroc pour traiter de
maniere traditionnelle le diabéte sucré.

L extrait brut et I’extrait des flavonoides des parties aériennes d’Ammodaucus leucotrichus sont
testés in vitro a différentes concentrations (100, 200 et 500 pg/ml) et pendant des intervalles de temps
croissants (30, 60 et 90minutes), afin de déterminer leurs effets sur la captation de glucose par les
coupes fines de tissu musculaire isolées des rats Wistar dans deux milieux d’incubation normo et hyper
glycémique (1 g/l et 3 g/l).

Les tests réalisés montrent que nos extraits augmentent la captation de glucose par les coupes
fines de tissu musculaire dans les deux milieux d’incubation, cela révéle un pouvoir hypoglycémiant
comparable a celui de I’insuline.

Mots clés : diabete de type 2, Ammodaucus leucotrichus, extrait brut, extrait de flavonoides, coupes
fines de tissu musculaire.

Abstract

Scientific reserch has shown that several plants have the property of preventing and decreasing
the progression of type 2 diabetes. Our study concerns the search for the antidiabetic effect of
Ammodaucus leucotrichus which is widely used in Southern Algeria and Morocco to treat diabetes in a
traditional way

The crude extract and the flavonoid extract of the aerial parts of Ammodaucus leucotrichus are
tested in vitro at different concentrations ( 100, 200 and 500 pg/ml) and for increasing intervals of time
(30, 60 and 90 minutes). In order to determine their effects on glucose uptake by thin slices of muscular
tissue isolated from Wistar rats in normal and hyperglycemic incubation meduims.

The tests carried out show that our extracts increase the glucose uptake by the thin slices of
muscular tissue in two incubation medium. This result reveals a hypoglycemic effect comparable to that
of insulin

Keywords : Type 2 diabetes, Ammodaucus leucotrichus, crude extract, flavonoid extract, thin slices of
muscular tiss
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