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Résumé

La médecine traditionnelle a toujours servi comme une base a la recherche de
nouveaux agents pharmacologiques actifs via le screening expérimental phytochimique et
biologique des extraits de plantes medicinales. Parmi ces plantes, nous nous intéressons a
Traganum nudatum, famille de chénopodiacées qui est utilisée traditionnellement pour traiter
le diabéte sucré, L’objectif de ce travail est consacré a I’é¢tude phytochimique des extraits
brutsetde  de la plante ainsi que 1’évaluation de leurs activités antidiabétiques in vitro sur

des coupes fines de tissu hépatique des rats Wistar femelle.

In vitro, les coupes fines de tissu hépatique, ont été incubées dans deux milieux de
KRBA 4% le premier étant normo glycémique (1g/1) et le deuxiéme étant hyper glycémique
(3g/1) qui refléte 1’état diabétique, en présence d’insuline ou des extraits bruts et flavonoides a
différentes concentrations pendant 30, 60 et 90 min, afin de tester leurs effets sur la captation

de glucose par les coupes fines hépatiques isolées.

Les résultats obtenus montrent que nos coupes ont une consommation basale de
I’ordre de 0,11 g/l dans le milieu d’incubation a 1g/l, et de I’ordre de 0,28 g/l dans le milieu
d’incubation a 3g/l a la fin de I’incubation .De méme, il a été remarqué que nos extraits a
500pg/ml et 1”’insuline a 100pU/ml activent la pénétration de glucose dans les coupes fines
de tissu hépatique de maniere plus efficace par rapport aux autres concentrations dans les

deux milieux d’incubation et a différents intervalles de temps.

Comparativement a [D’insuline, on suggere que nos extraits ont un effet

hypoglycémiant insuline like sur la captation de glucose par le tissu hépatique.

Mots clés : diabéte sucré, Traganum nudatum, coupes fines de tissu hépatique, captation de

glucose.



Abstract

Traditional medecine has always served as a basis for the search for new actives
therapeutics agents via phytochemical screening and biological extracts of medecine plants.
Among them are Traganum nudatum which is a plant of the family of chenopodiaceae
traditionally used to treat diabetes mellitus, which is a serious chronic disease whose the
prevalence is increasing throughout the world. The objectif of yhis work is devoted to the
phytochemical study of the crude extract and flavonoids extract pf this plant as well as the
evaluation of their antidiabetic activities during the thin sections pf hepatic this isolated from

the rats Wistar feme.

In vitro, fines slices of hepatic tissue were incubated in two media of KRBA 4%, the
first being normoglycemic and the second being hyperglycemia which reflects the diabetic
state in the presence of insulin and extracts at different concentrations for 30, 60 and 90

minutes in order to test their effects on glucose uptake by slices of hepatic tissue isolated.

The results obtained show that our slices have a basal consumption of the order of
0.11 g/l in the incubation medium at 1 g/l and of the order of 0.28 ¢/l in the incubation
medium at 3 g/l. at the end of incubation it was observed that our extracts at 500 pg/ml and
insulin at 100 pU/ml activated glucose penetration in slices of hepatic tissue more efficiently
compared to other concentrations in the two media and at different time intervals.

Compared to insulin, we suggest that our extracts have a hypoglycaemic effect

probably of type insuline like on the captation of glucose by hepatic tissue

Key words: mellitus diabetes, Traganum nudatum, slices of hepatic tissue, uptake of glucose.
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Introduction générale

Introduction générale

La prévalence de nombreuses pathologies associées au déreglement de I’homéostasie
énergétique telle que le diabete est en constante augmentation. Les deux causes majeures de
cette augmentation sont une diminution de I’activité physique et une alimentation tres riche en
lipides et en glucides. Mais des facteurs génétiques et environnementaux sont suspectés de

jouer un role dans 1’apparition et le développement de ces pathologies (Sargis, 2010).

Le diabete représente un groupe hétérogéne de maladies métaboliques et constitue un
veritable probleme de santé publique dans le monde. Il touche environ 422 millions de
personnes, soit environ 4% de la population mondiale et on s'attend a une augmentation de
5,4% d’ici 2025 (Al-Achi, 2005). Le diabeéte est responsable de 9% de la mortalité totale,
tuant chaque année 4 millions de malades ce qui prend les proportions d’une véritable
épidémie (Ravi et al., 2005). En Algérie, le diabéte reste cependant une réalité préoccupante
puisqu’il s’agit de la deuxiéme maladie chronique aprés I’hypertension (Dali-Sahi et al.,
2012).

La pathologie est caractérisée par une hyperglycémie permanente résultant d’un
déficit de sécrétion de I’insuline ou a l'incapacité de l'organisme a utiliser efficacement
l'insuline qu'il sécréte, d’ou la classification du diabéte en deux types spécifiques : le diabete
de type | (diabete insulinodépendant ou juveénile) qui survient quand le pancréas ne produit
pas suffisamment d’insuline et exige une administration quotidienne de cette derniére
(Benkhnigue et al., 2014). Le diabéte de type Il (diabete non insulinodépendant ou diabete de
la maturité) est caractérisé par une altération de I’insulinosécrétion et des anomalies de
I’action de I’insuline sur ses tissus cibles (insulinosensibilité). L hyperglycémie est associée le
plus souvent a des complications plus ou moins graves touchant le cceur, les vaisseaux, les

yeux, les reins et les nerfs (Caquet, 2012)

Les traitements de cette affection consistent, a contrdler le niveau glycémique des
patients par des mesures diétetiques, des antidiabétiques oraux ou par 1’insulinothérapie pour
les diabétiques de type 2, et par I’insulinothérapie dans le cas des diabétiques de type 1
(Charbonnel et cariou, 1997).

Malgreé I’utilisation des hypoglycémiants comme drogues antidiabétiques, le diabéte et
ses complications constituent une grande problématique dans la prise en charge thérapeutique

des diabétiques et la réussite du traitement serait d’un intérét grandiose, malgré I’avancée de



Introduction générale

nouvelles molécules thérapeutiques. L’administration réguliére des médicaments modernes, y
compris l'insuline et les hypoglycémiants oraux (les biguanides, les sulfonylurées), engendre
des effets indésirables (Nissen et Wolski, 2007). Récemment, les diabétologues sont arrivés a
I’évidence qu’un complément thérapeutique constitué par les extraits de plantes est nécessaire
pour optimiser le traitement du diabete (Bagchi et al., 1997 ; Kim et al., 2002 ; Jin et al.,
2008).

L’objectif de la présente étude est la recherche in vitro des effets des extraits bruts et
des extraits de flavonoides de Traganum nudatum du Sud Algérien, sur la captation de

glucose au niveau des coupes de tissu hépatique de rats Wistar.
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I. Homéostasie glucidique :

Les glucides sont les constituants principaux de nos régimes alimentaires quotidiens sous forme de
sucres, de fibres et d’amidon. llIs fonctionnent comme des systémes de stockage de 1’énergie
chimique : ils seront en effet catabolisés en eau et en dioxyde de carbone avec libérations de chaleur

ou de toute autre forme d’énergie (Vothardt et Schore, 2004).

Chez ’homme, la glycémie doit étre régulée trés finement de telle sorte qu’elle soit
maintenue aux alentours de 5,5 mmol. I* (1 g.I"") afin de garantir un apport énergétique
constant aux différents tissus. Les organes insulino-sensibles (le foie, le tissu adipeux et le
muscle squelettique) et 1’organe insulino-sécréteur (le pancréas) vont principalement

intervenir dans I’homéostasie glucidique (Taveau, 2014).

I3 - Inayde)

SUTRRYR - Snaydana)

Figurel : Régulation de la glycémie (Taveau, 2014).

1. Le foie :
1.1. Organisation structurelle :

Chez I’homme, le foie se situe dans la cavit¢ abdominale, sous le pdle
diaphragmatique droit. C'est le viscere le plus volumineux. Trés vascularisé, il recoit environ
1500 ml/min de sang et contient en permanence 450 ml (Bradley, Ingelfinger et al., 1945). Il
est composé de plusieurs lobes, subdivisés en segments hépatiques délimités par des cloisons
fibreuses qui le divisent en unités fonctionnelles plus petites, appelées espaces porte ou

lobules. Les lobules comprennent les cellules hépatiques épithéliales nommeées hépatocytes,
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les cellules endothéliales (cellules sinusoidales), les macrophages residents (cellules de

Kupffer) et les cellules stellaires (cellules de Ito) (Malarkey, Johnson et al., 2005).

Lobe droit Ligamentfalciformeg

3 Lobe gauche
Vésicule biliaire
Artére hépatique

Canal cholédoque

Veine cave Veine porte

Figure 2 : Structure globale du foie (Aboura, 2012)

1.2. Fonction métabolique hépatique :

Le foie est un organe aux fonctions variées indispensables au bon fonctionnement de
I'organisme. Placé entre le tube digestif et le reste de I’organisme, toutes les molécules
absorbées subissent un effet de premier passage hépatique que ce soit les nutriments ou les
xénobiotiques. Il représente, de ce fait, un carrefour entre deux fonctions importantes de

I’organisme : le métabolisme énergétique et la détoxification (Zmrzljak et Rozman, 2012).

1.2.1. Le métabolisme glucidique :

Le foie est le régulateur clé des taux de glucose sanguin, c’est le seul organe a la fois
producteur et stockeur de glucose selon I'état nutritionnel de I'organisme (Nordlie, Foster et
al., 1999).

Au cours d’un jeline et de I’exercice physique, la production hépatique de glucose
provient du catabolisme du glycogéne (la glycogenolyse) et de la synthese de glucose a partir
de métabolites tels que les acides aminés (la néoglucogenese).

Au cours d’un repas, le glucose est stocké sous forme de glycogene (glycogénogenése) pour

étre libéré sous forme de glucose lors du jeline ou de I’exercice physique. Le glucose peut
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aussi étre stocké sous forme de triglycerides (lipogenese de novo) (Saltiel, 2001 ; Weickert,
2006).

1.2.2. Métabolisme lipidique :

Le foie a une importance capitale dans le métabolisme des lipides de maniére intégrée
avec les organes et les tissus du corps. Il synthétise un certain nombre de lipides, comme les

lipoprotéines et le cholestérol (Molinier, 2007).
1.2.3. Métabolisme protéique :

Les hépatocytes interviennent a plusieurs niveaux du métabolisme des protéines tel
que les protéines plasmatiques : fibrinogéne et la prothrombine, et le métabolisme des acides
aminés (Geown, 2003 ; Singh, 2011).

1.2.4. Métabolisme des xénobiotiques :

Le foie est I'organe principal du métabolisme des médicaments puisque la majorité des
enzymes responsables de ces actions se trouvent principalement au siege hépatique. Pour cela,
plusieurs processus biochimiques sont mis en jeu, ils aboutissent en général a la formation de
produits plus polaires (hydrophiles) que la molécule d’origine, et par conséquent, plus
facilement éliminés par le rein (Marchall et Bangert, 2004).

1.3. Transport de glucose dans le foie :

Le transport du glucose de I’extérieur de la cellule vers I’intérieur nécessite la présence
de transporteurs de glucose, les GLUT, situés a la surface de la cellule. On distingue deux
types : les transporteurs de glucose dépendant du sodium (SGLT) et les transporteurs de
glucose facilités (GLUT) (Joost et Thorens, 2001).

Dans le foie, les transporteurs de glucose sont appelés GLUT 2. Ces derniers sont non-
insulinodépendants. Le foie capte le glucose selon son gradient de concentration. En période
post-prandiale, lorsque la glycémie est élevée, les GLUT 2, avec un Km élevé, facilitent la
captation de glucose par le foie et I'entrepose sous forme de glycogene ou de triglycérides.
Lorsque la glycémie chute lors d'un jeun ou d'un exercice physique prolongé, les mémes
transporteurs facilitent le relachement du glucose dans les veines hépatiques (Exton, 1972 ;
Hue, 1987).
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2. Le muscle squelettique :

Le muscle possede ses propres reserves de glycogéne. Cet organe, est en effet, le principal
utilisateur de glucose en période postprandiale (~ 30% du glucose circulant) juste apres le

foie. Le glucose capté par les muscles est alors :

e soit utilisé immédiatement

e soit utilis¢ comme substrat pour la glycogénogenése afin d’entretenir ses réserves
d’énergie.

e En plus les muscles squelettiques jouent un réle additionnel dans la régulation de la
glycémie en relargant dans la circulation sanguine des acides aminés qui seront utilises

par le foie pour la néoglucogenése (Spargo, Pratt et al. 1979 ; Yang, 2014).
3. Le tissu adipeux blanc :

Il constitue la forme de stockage majoritaire de 1’énergie en surplus lors d’un apport

excessif de nutriments :

¢ |l absorbe essentiellement des lipides stockés sous forme de triglycérides au sein de la
goutte lipidique des adipocytes.

e |l utilise en partie le glucose absorbé aprés un repas (~5% de glucose circulant
postprandial) qui entre alors dans la composition des triglycérides sous forme de
glycérol-phosphate.

e Dans les situations ou la néoglucogenése hépatique est nécessaire (épuisement des
réserves de glycogeéne), le tissu adipeux libére dans la circulation sanguine des acides
gras libres et du glycérol qui seront utilisés par le foie en tant que substrat pour

produire le glucose (Feng, Zhang et al., 2013).
4. Le Pancréas :

Le pancreas, une glande endocrine et exocrine, intervient dans la digestion et
I’absorption des nutriments dans ’intestin ainsi que dans la régulation de I’homéostasie du
glucose. La fonction endocrine de cet organe est assumée par un ensemble de cellules
regroupees dans les ilots de Langerhans. Ces ilots sont composes de trois types cellulaires ;
les cellules a qui secrétent le glucagon, les cellules B qui sécrétent I’insuline, les cellules 6 qui

sécretent la somatostatine et les cellules PP qui sécrétent le polypeptide pancréatique. Puisque
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la gestion du métabolisme du glucose est principalement effectuée par les cellules a et B, une

attention particuliere sera portée a ces deux types cellulaires (Dion, 2016).
4.1. Insuline :

L’insuline est une hormone hypoglycémiante synthétisée par les cellules B des ilots
de Langerhans du pancréas. Elle agit sur la majorité des cellules de 1’organisme a 1’exception
des cellules nerveuses. Elle exerce son effet en activant le récepteur de I’insuline entrainant
ainsi une cascade de signaux intracellulaires aboutissant & une augmentation de la captation
du glucose par le muscle squelettique et le tissu adipeux et a une inhibition de la production
de glucose par le foie. Elle stimule le stockage du glucose nouvellement entré dans les tissus
périphériques sous forme de glycogéne et de triglycérides et favorise son oxydation via la
glycolyse. Elle favorise également la captation des acides gras et la synthése des triglycérides
(tissus adipeux), la captation des acides aminés et la synthese protéique (foie et muscle)
(Vanhorebeek et al., 2005 ; Cromphaut et al., 2008).

Les perturbations de sa sécrétion entrainent une intolérance aux glucides et conduit au
diabete.

4.2. Le glucagon :

C’est la principale hormone de contre-régulation, c'est-a-dire que le glucagon est
biologiquement un antagoniste de [linsuline. En stimulant la glycogénolyse et la
néoglucogenése hépatique, le glucagon provoque une augmentation de la production
hépatique de glucose. Le glucagon, travaillant en tandem avec l'insuline, est donc une
hormone cruciale dans I'hnoméostasie du glucose. Le glucagon est également une hormone
catabolique, stimulant la lipolyse et la formation de corps cétoniques lorsque le niveau

d’insulinémie est bas (Cryer et Gerich, 1985).
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I1. Diabéte sucré :
1. Définition de diabéte sucré :

L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) définie le terme « diabéte » comme étant
un trouble métabolique a 1’étiologie multiple Il est caractérisé par une hyperglycémie
chronique accompagnée de perturbations du métabolisme des hydrates de carbone, des lipides
et des protéines dues a des désordres dans la sécrétion et/ou a I’action de 1’insuline (insulino-
résistance) (ORS Réunion, 2015 ; HAS, 2014).

2. Epidémiologie :

Ces dernieres années, le diabéte est devenu un probléme de santé publique a I’échelle
mondiale. Selon la derniére étude de I’organisation mondiale de la santé OMS, ces 20
derniéres années, le nombre de personnes diagnostiquées diabétiques est passé de 108
millions en 1998 a 422 millions en 2014 (OMS, 2016)

En Algérie, le nombre de diabétiques adultes calculé en 2010 est de 1.63 millions avec

une prévalence de 8.5%, ce nombre est estimé d’augmenter a 2.85 millions avec une

prévalence de 9.4% en 2030 (Shaw et al., 2010).

Une étude réalisée dans la région de Tlemcen, révele une prévalence de 14.2% au sein
de la population, et montre que les hommes (20.4%) sont plus touchés que les femmes
(10.7%) (Zaoui et al., 2007).

3. Classification :

Differents types de diabéte ont été identifiés, les plus connus sont le diabéte de type 1 (dbl),
le diabéte de type 2 (db2) et le diabete gestationnel. Il existe également d'autres types
particuliers de diabéte, mais ils sont moins communs et géneralement associés a des maladies
génetiques (ACD, 2013).

3.1. Le diabete de type 1 (précédemment appelé insulinodépendant DID) :

Le diabéte de type 1 est une maladie auto-immune caractérisée par la destruction des
cellules béta pancréatiques sécrétrices de 1’insuline. La destruction de ces cellules a pour
conséquence une insulinopénie (production insuffisante d’insuline), ce qui entraine une
hyperglycémie chronique. L’hyperglycémie apparait apres disparition de plus de 80% des
cellules béta fonctionnelles. Ce type de diabete est dit juvénile, car la maladie apparait bien
souvent avant 30 ans chez des sujets relativement jeunes (Bluestone et al., 2010). Il existe
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deux formes : une forme auto-immune, la plus fréquente, dans laquelle une immunité

cellulaire anormale détruit les cellules B, et une forme idiopathique, plus rare (Buysschaert et

Hermans, 1998).

3.2. Le diabete de type 2 (précédemment appelé diabete non insulino-dépendant ou

diabete de la maturité) :

Il résulte d’une mauvaise utilisation de I’insuline par I’organisme. Le diabéte de
type 2 représente 90% des diabétes rencontrés dans le monde. Il est en grande partie le

résultat d’une surcharge pondérale et de la sédentarité (OMS, 2016).

Le diabéte de type 2 est une maladie caractérisée par deux types d’anomalies : des altérations
de I’insulino-sécrétion ou d'une insulino-sensibilité (insulinorésistance) (Guillausseau et al.,
1997).

Cette derniere se traduit par une diminution des effets de I'insuline sur les tissus
insulino sensibles (tissus musculaires, tissus adipeux, tissu hépatique). L'insulino-résistance
est aggravee par I'nyperglycémie et I'excés des acides gras libres circulants ou de triglycérides
stockés en excés dans le muscle. Alors que, linsulino-sécrétion est caractérisée
qualitativement, par une diminution du pic de réponse précoce aux aliments, en particulier, au
glucose, et quantitativement, par une diminution des capacités insulino-sécrétoires qui se
majorent progressivement dans le temps pour aboutir de facon plus ou moins tardive a une

insulinopénie profonde (Halimi, 2003).

3.3. Diabete gestationnel :

Il se caractérise par une hyperglycémie, c’est-a-dire une élévation de la teneur en
sucre du sang, avec des valeurs supérieures a la normale, mais inférieures a celles posant le
diagnostic de diabéte, apparaissant pendant la grossesse. Les femmes ayant un diabéte
gestationnel ont un risque accru a des complications pendant la grossesse et a I’accouchement.
Leur risque ainsi que celui de leur enfant, d’avoir un diabete de type 2 a un stade ultérieur de

leur vie augmente également (OMS, 2016).
4. Symptdmes :

Pour le diabéte typel, les symptdmes sont les suivants : excrétion excessive d’urine
(polyurie), sensation de soif (polydipsie), faim constante, perte de poids, altération de la
vision et fatigue. Ces symptdmes peuvent apparaitre brutalement, contrairement aux

symptdmes de diabéte de type 2, qui peuvent étre les mémes que ceux du diabéte de type 1
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mais sont souvent moins marqués. De ce fait, la maladie peut étre diagnostiquée plusieurs

années apres son apparition, une fois les complications sont présentes (OMS, 2016).
5. Complications du diabéte sucré :

Les complications du diabéte sont importantes et sont de deux types : les
complications aigues qui sont trés répandues chez le diabéte de type 1 et les complications

chroniques qui se trouvent surtout chez les diabétiques de type2 (tableau 01).

Tableau 01 : Complications du diabéte (Capet et al., 1999).

Complications aigués = Hypoglycémie (suite | -Acidocétose
au traitement) _
o -Coma hyperosmolaire
=  Hyperglycémie

-Acidose lactique

Complications chroniques = Microvasculaires -rétinopathie

(micro angiopathie) ’ .
-néphropathie
-neuropathie

= Macrovasculaires
(macro angiopathie) | -maladies cardio vasculaires

e Autres complications :
Les complications infectieuses :

Elles sont liées a une diminution de I’immunité ainsi qu’a 1’hyperglycémie qui reste un

facteur majeur dans le développement infectieux. (Grimaldi et al., 2004).

Le pied diabetique :
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La notion de pied diabétique regroupe I’ensemble des affections atteignant le pied,
directement liées aux conséquences de la maladie diabétique. En effet, il traduit une
complication tardive du diabéte qui survient surtout chez les patients 4gés de 60 ans et plus.
(Grimaldi et al., 2004 ; Grimaldi et al., 2005).

4 les traitements du diabete sucré :

Actuellement, il n’existe pas, de traitement capable de guérir le diabéte. Les options
thérapeutiques actuelles permettent seulement de retarder et diminuer I’intensité des
complications engendrées par la maladie. La mesure la plus efficace quel que soit le type de
diabete considéré est une bonne hygiene de vie, comprenant un régime alimentaire sain et

I’exercice physique (Lebreton, 2014).
4.1. Le traitement du diabéte de type 1 :

On ne connait présentement aucun moyen de guérir le diabete de type 1. La prise en
charge de la maladie exige des injections périodiques de I’insuline exogéne et un régime

alimentaire bien contrdlé durant toute la vie et une activité physique (Burr et al., 2012).
4.2. Le traitement du diabéte de type 2 :
4.2.1. Traitement médicamenteux

Le traitement du diabéte de type 2 fait appel a des médicaments hypoglycémiants
oraux, appelés aussi antidiabétiques oraux (ADOs). Ces médicaments sont classés par leur
mode d'action : réduction de l'insulinorésistance, stimulation de la sécrétion de I'insuline, ou

par la réduction de la réabsorption intestinale du glucose (inhibiteurs des alpha-glucosidases)
(Fig.4).
L’efficacité d’un traitement hypoglycémiant dépend schématiquement de la balance entre

I’action du composé (aspects pharmacodynamiques), son métabolisme et son €élimination et

I’importance des effets secondaires (Andreelli et al., 2011).
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Figure 3 : Action des différentes classes des antidiabétiques sur les acteurs de la pathogénie
du diabéte de type 2 (Halimi, 2016)

a. Médicaments qui augmentent la sécrétion de ’'insuline

e Les sulfonylurées ou sulfamides hypoglycémiants (SH)

Premiers antidiabétiques oraux disponibles (Halimi et al., 2008). Cette classe comprend :
le gliclazide, le glibenclamide et le glimépiride (Andreelli et al., 2011). Le récepteur aux
sulfonylurées est une composante du canal ATP dépendant du potassium dans les cellules
du pancréas. La liaison des sulfonylurées conduit a I’inhibition de ces canaux qui modifient le
potentiel de repos de la cellule, induisant un influx de calcium et une stimulation de la
sécrétion de I’insuline. Il s’agit d’une libération de I’insuline pré-synthétisée et non d’une

augmentation de synthése de I’hormone (Faure, 2011).

Les sulfonylurées sont donc uniquement utiles chez les patients qui ont encore une
fonction résiduelle des cellules B (Ducobu, 2003). Les SH sont fortement liés aux protéines
plasmatiques, ils sont métabolisés totalement ou partiellement dans le foie et excrétés

principalement dans les urines (Carles et al., 2008).
e Lesglinides

Bien qu’ils soient plus récents, leur action est tres proche de celle des sulfamides

hypoglycémiants. Leur effet insulino-sécréteur est basé sur le méme principe d’action que
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celui des SH, mais le site de liaison de ces deux familles sur la cellule B-pancréatique difféere
(Andreelli et al., 2011).

Les glinides agissent donc plus rapidement et plus brievement sur la sécrétion de I’insuline et
ciblent plus spécifiquement la phase d’hyperglycémie postprandiale (Halimi et al., 2008). Ils
sont efficaces et entrainent moins d’hypoglycémies que les sulfamides (Emile, 2008).
Contrairement aux SH, les glinides préservent entre autre la biosynthése de I’insuline par les

cellules pancréatiques (Miranda et al., 2008).
b. Médicaments qui augmentent la sensibilité a I’insuline
e Les biguanides :

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

insulinique mais une action exclusivement extra-pancréatique qui consiste essentiellement en

* Une réduction de l'insulinorésistance en ralentissant la production de glucose par le foie ;

* Une augmentation de l'utilisation périphérique du glucose par les cellules musculaires et

hépatiques ;
* Une réduction de la néoglucogéneése hépatique (Larger, 1997 ; Wens et al., 2007).
e Les thiazolidinediones :

IIs améliorent la sensibilité a I'insuline dans les tissus adipeux et hépatiques. Ils agissent
par l'intermédiaire du récepteur PPAR-y au sein du noyau cellulaire. La stimulation de ce
récepteur mene a l'expression ou a la suppression d'une série de genes qui jouent un rdle dans
le métabolisme du glucose, des protéines et des lipides (Yki-Jarvinen, 2004 ; Fonseca et al,
2000).

C. Médicaments qui modifient I’absorption intestinale du glucose

Ce sont les inhibiteurs des alpha-glucosidases. Deux médicaments appartiennent a

cette classe:

I'acarbose et le miglitol. Ils ralentissent 1’absorption intestinale des hydrates de carbone et
diminuent la concentration de glucose plasmatique apres le repas. Les alpha-glucosidases
(sucrase, maltase, isomaltase, gluco-amylase) sont des enzymes présentes a la bordure en
brosse des cellules intestinales. Elles sont responsables de la digestion des oligosaccharides et

disaccharides en monosaccharides afin d’étre absorbés dans l’intestin et libérés dans la
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circulation sanguine. Les inhibiteurs des alpha-glucosidases ralentissent la digestion des
sucres en changeant le site d’absorption vers la partie distale de I’intestin gréle ou vers le
colon. Suite a ce processus, 1’entrée du glucose dans la circulation systémique est retardée et
les cellules pancréatiques bénéficient suffisamment de temps pour augmenter la sécrétion de
I'insuline en réponse a l'augmentation de la concentration de glucose dans le plasma (Ducobu,
2003).

4.2.2. Insulinothérapie :

En cas d'échec du traitement antidiabétique oral chez le diabétique de type 2, il parait
nécessaire d'instaurer précocement une insulinothérapie pour préserver le capital insulino-

sécrétoire résiduel. (Grimaldi, 2004).
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I11. La phytothérapie :
1. Introduction :

Depuis des milliers d'années, I'homme utilise les plantes trouvees dans la nature, pour
traiter et soigner les maladies (SANAGO, 2006). L’utilisation des plantes en phytothérapie
est trés ancienne et connait actuellement un regain d’intérét auprés de la population. Selon
I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) en 2003, environ 65 a 80% de la population
mondiale ont recours a la médecine traditionnelle pour se traiter, en raison de la pauvreté et du

manque d'acces a la médecine moderne (Maw et al., 1997).
2. Les plantes médicinales :

Ce sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle dont au moins une partie posséde
des propriétés médicamenteuses. Leurs actions proviennnent de leurs composés chimiques
(métabolites primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les différents composés

présents (Sanago, 2006).
3. principes actifs :

Le principe actif est une molécule contenue dans une drogue végétale ou dans une
préparation a base de drogue végétale et utilisé pour la fabrication des médicaments (Pelt,
1980). Ces molécules présentent un intérét thérapeutique curatif ou préventif pour I'nomme ou
I'animal. Elles sont issues des plantes fraiches ou desséchées, dont les parties utilisées sont :
les racines, les écorces, les sommités fleuries, les feuilles, les fleurs, les fruits, ou encore les

graines (Benghanou, 2012).

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes (Lutge et al, 2002). Un grand
nombre de ces métabolites extraits des végétaux ont un intérét primordial en thérapeutique et
peuvent étre synthétisés. On distingue ainsi : les polyphénols, les alcaloides et les terpenes et
stéroides (Hallard, 1988).

Parmi ces principes actifs, nous nous intéressons dans ce présent travail, a la famille des

flavonoides.



Synthése bibliographique chapitre Il : Phytothérapie

3.1. Les flavonoides :
3.1.1. Définition :

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6 000 composés naturels qui sont
quasiment universels chez les plantes vasculaires. lls constituent les pigments responsables
des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux. Les flavonoides sont
rencontrés dans les fruits (notamment du genre Citrus ou ils représentent jusqu’a 1 % des
fruits frais) et les Iégumes. lls sont retrouvés également dans plusieurs plantes médicinales.
Des remédes a base de plantes renfermant les flavonoides ont été (et sont) utilisés en

médecine traditionnelle mondiale (Ghedira,2005).
3.1.2. Structure :

Les flavonoides sont des polyphénols complexes dont la structure est constituée de
deux noyaux aromatiques (noyaux A et B) et d’un hétérocycle oxygéné, cycle C (Bruneton,
1999).

Figure 4 : Structure de base des flavonoides (Ghedira, 2005)

Les flavonoides se répartissent en quinze familles de composés, dont les plus
importantes sont les suivantes : les flavones, les flavonols, les flavanones, les flavanonols, les
isoflavones, les isoflavanones, les chalcones, les aurones et les anthocyanes (Harborne et
Williams, 2000 ; Kuresh et al., 2002).

4. Les plantes antidiabétiques :

Pour pallier aux effets secondaires des traitements antidiabétiques, des recherches
scientifiques ont été réalisées sur 1123 plantes utilisees traditionnellement contre le diabete
(Raccah, 2004). L’activité antidiabétique de ces plantes peuvent dépendre de plusieurs

mecanismes.
Le tableau ci-dessous présente quelques modes d’action des plantes antidiabétiques.

Tableau 02 : Modes d’action de quelques plantes antidiabétiques (Azzi, 2013).
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Partie
Noms scientifiques Familles Modes d’action et références
Utilisée
Catharanthus roseus Stimule la sécrétion de I'insuline a partir
Apocynacées | Feuilles | des cellules  des ilots de Langerhans du
(L.). G. Don pancréas (Nammi et al., 2003).
Citrullus Cucurbitacées | Graines Stimule la sécrétion de I’insuline (Nmila
colocynthisL. et al., 2002).
Coccinia grandis L. ; : A Anati
Cucurbitacées | Fruits | Stmulation de la glycogénése népatique
Voigt. (Shibib et al., ).
Fruits, : . \ -
Mangifera indical | Anacardiacées Stlmulané)p] de |a_E|y009|]er\2%SOeghepat|que
Feuilles (Bhowmik et al., ).
. . . Inhibition de I’a-glucosidase (Ishikawa
Nerium oleanderL. Apocynacees | Feuilles et al., 2007).
Punica granatumL. Lythracées Fleurs Inhibition de I’a-glucosidase (Li et al.,
2005).
Augmentation du nombre des cellules
Morus alba L. Moracées Feuilles dans les Tlots de Langerhans
(Mohammadi et Naik, 2008).
Feuilles . .
Stimule la captation de glucose par les
cellules (Sharma et al., 2007).
Réduit la résistance a I’insuline
(Sharma et al., 2011).
Aegle marmelos Rutacées
Effet protecteur sur les cellules 3 du
pancréas (Kamalakkannan et Prince,
. 2 .
Fruits 005)
Stimule la différenciation des cellules
Ervatamia A . Feuill
microphylla pocynacees | FEUIleS | yrogénitrices pancréatiques (Kojima et
Umezawa, 2006).
Plante PRUCT: it :
Amaranthus esculents | Amarantacées Diminution des activités du cortisol

Entiere

(Gholap et Kar, 2004).
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IV. La plante étudiée : Traganum nudatum

1.Place de Traganum dans la systématique :

Régne : Végétal

Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Agiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous classe : Apétales

Ordre : Centrospermales

Famille : Chénopodiacées

Genre : Traganum

Espéce : nudatum

2.Noms de la plante :

-nom francais : Traganum Dénudé

-nom Arabe : Edh —dhamrane

-nom Latin : Traganum nudatum

3.Description botanique de Traganum nudatum :

Traganum nudatum est un feuillu vivace de la famille des chénopodiacées, sa hauteur

est de 15 a 40 cm mais elle peut atteindre 1 m, des tiges dérivantes, les branches de couleur

blanches, les feuilles ovales et alternées. La plante présente des chardons jaunes courbées vers

le bas et se terminent par une chevelure en coton qui couvrent les fleurons et les nouvelles

tiges apreés la disparition des feuilles (Boumlik, 1998). La floraison se produit au printemps

en formant de modestes fleurs (Haba, 2002).
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Figure 5 : La plante Traganum nudatum (Boumlik, 1998).

4.Répartition géographique :

Traganum nudatum est une plante endémique désertique qui pousse dans les régions
sableuses. Elle recouvre une grande surface des wilayas d’Ouargla, EI-Oued, Ghardaia et
Tébessa au nord sud du Sahara (Boumlik, 1998).

5.Utilisations thérapeutiques de Traganum nudatum :

Plusieurs maladies sont traitées par cette plante ; comme le diabéte sucré (Bouallala et al.,
2014 ; Alia Telli et al., 2015), les plaies et les maladies cutanées, les hémorroides, le
traitement des différentes formes du rhumatisme, les maux du dos et aussi les diarrhées et les
exténuations. En outre, le mélange de la plante avec le henné est une matiére savonneuse

utilisée pour le traitement des blessures et les tuméfactions cutanées (Boumlik., 1998).
6.Etudes antérieures :

Peu d’études scientifiques sur cette plante ont été réalisées malgré sa large utilisation
dans la médecine traditionnelle particulierement dans le Sahara Algérien.
Deux études ont été menées sur I’activité antioxydante et antimicrobienne de différents
extraits aqueux et organiques, et ont révélé un bon effet antiradicalaire comparativement a
celui du tocophérol et de I’acide ascorbique, et une sensibilité des bactéries a Gram positif
meilleure que les bactéries a Gram négatif aux extraits de la plante (LabedB et al., 2011 ;
Kalla, 2012).
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Matériel et méthodes

Notre étude expérimentale a été réalisée au sein du laboratoire « Antibiotiques,
Antifongiques : Physico-Chimie, Synthese et Activité Biologique » du département de
Biologie. Nous avons comparé 1’effet des flavonoides a différentes concentrations par rapport
a I’effet de I’insuline sur la captation de glucose au niveau des coupes fines de foie isolées a
partir du rat Wistar.

1. Analyse phytochimique :
1.1. Matériel végétal :

Traganum nudatum a été récoltée a maturité dans son habitat naturel : Ain Sefra,

Wilaya de Naama durant le mois de novembre 2016.

La partie aérienne de la plante ( feuilles, fleurs et fruits ) a été récupérée et mise a séché a
I’ombre et a température ambiante pendant plusieurs jours. Ensuite, elle a été broyée tres
finement, et les poudres végeétales ainsi récupérées ont été stockees soigneusement dans des
conditions favorables.

1.2. Extraction :

Dans un premier temps, 1’extrait brut hydro-méthanolique a été préparé, ce dernier, subit

une extraction liquide /liquide par 1’acétate d’éthyle.
1.2.1. Préparation de I’extrait hydro-méthanolique :

10g de poudre végétale sont macérés a température ambiante pendant 24h dans 100ml de
solution hydro-méthanolique a 80/20 v/v sous agitation. Le mélange est filtré puis évaporé a
I’aide d’un évaporateur rotatif sous pression réduite a une température de 60° afin d’obtenir

des extraits secs.
1.2.2. Préparation des extraits enrichis en flavonoides

Les résidus secs obtenus par évaporation des filtrats hydro-méthanoliques, sont partagés
entre 10ml d’acétate d’éthyle et 10ml d’eau distillée dans une ampoule a décanter. Apres
agitation et décantation des deux phases, la phase d’acétate d’éthyle est récupérée puis séché

par un évaporateur rotatif.
1.3.  Chromatographie des extraits sur couche mince (CCM) :

% Principe
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Afin d'avoir une idée sur la composition chimique de nos extraits, nous avons effectué un
criblage phytochimique par CCM. Cette derniére est une technique analytique utilisée pour la
séparation des composés d’un mélange. Elle repose principalement sur le phénoméne
d’adsorption et s’applique aux molécules pures, aux extraits (mélange complexe de
métabolites) et aux échantillons biologiques.

La séparation s’effectue par migration des molécules a travers la phase stationnaire dans

un solvant ou un mélange de solvants appropriés (phase mobile) (Wichtl et Anton, 2003).

% Preéparation des plaques CCM

Dans notre travail, nous avons utilisé des plaques de CCM en gel de silice. Ces plaques
sont activées a 120 ° C afin d’éliminer les molécules d’eau.

% Préparation de la phase mobile
Les phases mobiles utilisées dans notre étude, sont constituées d’un mélange de solvants :

> Systéeme 1 : Chloroforme /Méthanol / Acétate d’éthyle /eau 15/20/15/0.05 v/viviv
> Systeme 2 : Acétate d’éthyle /Méthanol /eau 20/2.7/0.8 viviv
> Systeme3 : Acétate d’éthyle /Méthanol /eau 45/45/10 viviv

0,

< Révélation

Une fois le développement du chromatogramme est effectué, la plaque est séchée a

température ambiante puis examinée a 1I’UV a la longueur d'onde de 366 nm.

Le comportement d’une molécule particuliére dans un systéme donné est exprime par son

rapport frontal Rf, calculé par la formule suivante :
d : la distance parcourue par la molécule ;

D : la distance parcourue par la phase mobile (front du solvant).

[ Rf=d/D ]
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10g de matiere seche

Maceération hydrométhanolique 100 ml (72h)

Filtration (3 foies)

Extrait brut hydrométhanolique (EB)

Evaporation a 60°C

Extraction par 10 ml d’Acétate d’éthyle x2
Phase aqueuse <
Agitation et décantation

Phase
Acétate
d’éthyle (EAc)

~

nalyses phytochimiques
par Chromatographie o
sur couche mince. hépatique.

/ Test de la captation de \
glucose par le tissu

(A

\_ ) - /

Figure 06 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental
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2. Test de la captation de glucose :

2.1.Animaux :

Dans ce travail, nous avons utilisé des rats blancs Rattus norvegicus de variété Wistar.

Les rats sont de sexe femelle, ages de 2 a 5 mois et ayant un poids de 150 a 250g.

Les rats sont maintenus dans les conditions favorables d'élevage au niveau de
I'animalerie du département de Biologie, Faculté SNV-STU, Université Abou Bekr Belkaid

Tlemcen.

Ces animaux sont nourris ad libitum avec un aliment complet sous forme de granulés.
Il est composé de mais, tourteaux de soja, issus de meunerie, plus un complexe minéralo-

vitaminique.
2.2.Préparation du milieu d’incubation KRBA :

KRBA (Krebs-Ringer Bicarbonaté Albuminé) est constitué de solutions meres
isotoniques au sérum, qui tentent a reproduire la composition du milieu extracellulaire, afin de

s'assurer de I'intégrité métabolique des coupes de foie isolées lors de I'incubation.

Ce milieu est préparé a partir du KRB (Krebs-Ringer Bicarbonaté) a pH 7.4 et de

I'albumine Bovine BSA. Le KRB est conservé a 4°C.

Tableau 03 : Préparation du KRB :

\° Solutions meéres La concentration Concentration Volume
isotoniques au sérum (mm) (gl nécessaire (ml)

01 Na ClI 120 7,02

02 CacCl, 0.13 0,19

03 KCI 0.48 0,357

04 KH,PO, 1.2 0.162 1000

05 MgSO, 1.2 0,295

06 NaHCO; 2.4 2,01

Remarque :

s KRBA 1% est utilisé pour le lavage du foie.
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% KRBA 4% est utilis¢ comme milieu d’incubation de nos coupes de foie.

% Le pH du KRBA est ajusté a 7.4 par 10mM d’HEPES juste avant son utilisation.
Ensuite, nous avons préparé deux milieux a partir de KRBA 4% : le KRBA 4% glucose
a 3g/l et 1gl/l.

2.3. Dissection des rats :

Les rats sont maintenus a jeun pendant 18h. lls sont sacrifiés par dislocation cervicale

et disséqués.
2.4. Récupération du foie et lavage :

L’animal est disséqué en ouvrant 1’abdomen s en forme de U. Le foie est rapidement
prélevé, déposé dans une boite de pétri en polyéthyléne contenant du sérum physiologique
(NaC1 9¢/1), nettoyé des vaisseaux sanguins et des caillot de sang, et puis pesé et découpé en

petits morceaux par des lames sous forme de coupes trés fines d'environ 1 mm d'épaisseur.
Le tissu est laveé 2 & 3 fois par le KRBA 1,% puis centrifugé et le culot est récupéré.

2.5. Viabilité et numérotation cellulaire

Le but de cette opération est de vérifier 1’état des cellules ainsi que le nombre des

cellules vivantes par ml de suspension et par g de tissu hépatique.

Cette opération est réalisée par comptage au microscope, 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.

Cellules totales comptees

Concentration cellulaire = xFacteur de dilution x25x10*
Nombre de carrés

2.6.Incubation des coupes de tissu hépatique :
Les coupes fines de foie sont incubées a 37°C sous agitation dans des microplaques a

24 puits de culture cellulaire.

Dans chaque puits, nous avons déposé 0.2g de suspension ou coupes de tissu avec
1.5ml de KRBA 4% a 1g/l et 3g/I de glucose.
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Les coupes de tissu hépatique ont été incubées avec différentes concentration des

extraits bruts et de flavonoides (500ug/ml, 200ug/ml, 100pg/ml) et de I’insuline (100 pU/ml,
50 pU/ml, 10 puU/ml).

Les témoins utilisés sont constitués de quatre milieux d'incubations de KRBA1% et
4% glucosé a 1g/l et 3g/l en absence et en présence des coupes de foie.

Les coupes fines de foie sont incubées dans un incubateur agitateur & 37 °C et sous

agitation continue de 47 rpm pendant différents intervalles de temps (30minutes, lheure, 1
heure 30 minutes).

Tableau 04 : Milieux des témoins utilisés

Tl T2 T3 T4
1.5ml de 1.5ml de 1.5ml de 1.5ml de
L KRBA KRBA KRBA 4% KRBA 4%
Temoins (Glu 1g/l) (Glu 3g/l)
4% (Glu 1g/1) | 4%(Glu3g/l) | +0.2g de foie | +0.2g de foie
Tableau 05 : Milieux d’incubation contenant les extraits bruts
Extrait brut
1,5 ml 30 minutes 60 minutes 90 minutes
KRBA
4% (1g/l 500 200 100 500 200 100 500 200 100
glucose) po/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
0.2g de
foie)
1,5 ml 30 minutes 60 minutes 90 minutes
KRBA
4% (3l 500 200 100 500 200 100 500 200 100
glucose) pg/ml | pg/ml | pg/ml | po/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/mi
0.2g de
foie)

Tableau 06 : milieux d’incubation contenant les extraits de flavonoides.

Extrait de flavonoides

1,5 ml

30 minutes

60 minutes

90 minutes
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KRBA 500 200 100 500 200 100 500 200 100
4% (1g/1 | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/mi
glucose)
0.2g de
foie)
1,5ml 30 minutes 60 minutes 90 minutes
KRBA
4% (3g/ 500 200 100 500 200 100 500 200 100
glucose) pg/ml | pg/ml | pg/ml | po/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | po/ml | pg/mi
0.2g de
foie)
Tableau n°7 : Milieux d’incubation contenant I’insuline

Insuline
1,5ml 30 minutes 60 minutes 90 minutes
KRBA
4% (gl 100 50 10 100 50 10 100 50 10
glucose) pu/ml | pU/ml | pU/ml | pU/ml | pU/ml | pU/ml | pU/ml | pU/ml | pU/ml
0.2g de
foie)
1,5ml 30 minutes 60 minutes 90 minutes
KRBA
4% (3l 100 50 10 100 50 10 100 50 10
glucose) pu/ml | pU/ml | pU/ml | pU/ml | pU/ml | pU/ml | pU/ml | pU/ml | pU/ml
0.2g de
foie)

2.7.Prélevement a partir des puits :

Aprés chaque intervalle de temps (30 min, 60 min et 90minutes) d’incubation, la

réaction est stoppée en déposant les microplaques sur la glace pilée pendant 1 minute.

Ensuite, nous avons pris 500 ul de chaque puits de milieu d'incubation et centrifugé pendant 5

min a 500 tours/min pour faire le dosage enzymatique de glucose restant dans ce milieu.

2.8. Dosage 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 méthode de Trinder, 1969.
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Le taux de 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’hydrogeéne.

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 a la concentration de glucose.

GOD

Glucose + O, + H,O —— G |UcOnate + H,0,

POD
Mono imino -p- benzoquinone —

2 H,0, + Amino - 4 antipyrine + phénol
,0, ino - 4 antipyrine + p 4—phenozone + 4 H,0

—

Tableau 08 : Méthode de dosage

Blanc Etalon Dosage
Solution de travail 1ml 1ml 1ml
Réactif 10 pl
Sérum 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

spectrophotomeétre a 505 nm contre un blanc.

l:
Calcu Taux de glucose = (DOD/DOE) x 1 gll.

Ou, DOD : Densité optique de dosage, DOE : Densité optique de 1’étalon.
Les teneurs en glucose sont exprimeées en g/L et les variations de la glycémie sont exprimeées

en pourcentage.
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| Récupération de foie aprés dissection |

| Lavage de tissu par 1’eau physiologique |

‘ Découper le tissu en petits morceaux \

| Lavage 3 a 4 fois par le KRBA1% |

}

‘ Centrifugation 500 tr/min pendant \

|

Milieux d’incubation de 1’extrait

\ eces . T Milieux d’incubation
brut a différentes concentrations

des témoins : en
absence des extraits et
de I’insuline

Milieux d’incubation de ’extrait de |
flavonoides a différentes

Milieux d’incubation de
I’insuline a différentes

_|ooooo0
000000

(0D0000Q
(000000

‘ Incubation sous agitation \

|

‘ Prélévement et \

|

‘ Dosage enzymatique de \

Figure 07 : Schéma récapitulatif du mode opératoire de 1’incubation des coupes de tissu
hépatique
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3.Analyse statistique :

Les calculs statistiques sont souvent utiles aux biologistes pour la détermination des
valeurs normales ou plus exactement des valeurs de référence. Comme pour I'évaluation de

précision et I'exactitude d'analyse.

o Lamoyenne:

L’erreur standard de la moyenne (Sem) :
o 0 _ |2X=x
" Jn-1 n(n-1)

Il est nécessaire de savoir si deux échantillons d’individus ou encore deux ou plusieurs

o Test de Student :

séries de résultats d’expériences ou d’observations doivent étre considérés comme réellement

différents. Nous avons appliqué ce test pour comparer deux moyennes.

La signification statistique des différences observées entre les valeurs moyennes obtenues
pour chaque expérience est évaluée par le test de Student «te ». Pour comparer deux
échantillons indépendants, nous avons appliqué le test de Student a un degré de liberté qui

dépend de la taille de 1’échantillon.

ddl=(ny+ny) -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 échantillons est significative [Schwartz, 1992 ; Amotte, 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 (**);
Trés significative : P <0.001 (***);

Hautement Significative : P <0.0001 (****).
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Résultats et interprétation
1.Etude phytochimique :

Dans notre étude, nous avons réalisé une chromatographie sur couche mince pour les
extraits bruts et de flavonoides de Traganum nudatum sur une plaque de gel de silice en

utilisant plusieurs systémes.

Les systemes CHCI3/MeOH /EtOAC/H,O (15/20/15/0.05), EtOAC/MeOH/H20
(45/45/10) (20/2.7/0.8), ont permis une bonne séparation :

Le premier systeme CHCI3 /MeOH /EtOAC/H,0 aux proportions (15/20/15/0.05) a

révélé 6 taches pour I’extrait brut (TN mac) et 3 taches pour I’extrait acétate d’éthyle.

Le deuxiéme systeme EtOAC/MeOH/H,0O aux proportions (45/45/10) a permis la
séparation de 2taches dans I’extrait brut (TN mac) et 2 taches pour I’extrait acétate d’éthyle,
et autre proportion aux (20/2.7/0.8) a permis la séparation de 3taches dans 1’extrait brut (TN

mac) et 5 taches pour I’extrait acétate d’éthyle

Tableau 08 : résultats de 1’analyse chromatograghique sur couche mince :

Eluant Proportion Rf Rf standards
TN | TN QU | CAT
mac = mac
ETOAC
CHCI3/ MeOH/ EtOAC/ 0 048 0.5
H,O
0.57
0.27
15/20/15/0.05 0.95 0
0.38
0.58
0.67
0.82
EtOAC/MeOH/H,0 45/45/10 065 051 | 071  0.93
0.78 0.61

20/2.7/0.8 0 0.06 @ 0.83  0.68
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08 0.11
0.16
0.15

0.45

0.76
Rf : Rapport frontal CHCI3 : Chloroforme
EtOAC :Acétate d’éthyle Cat : Catéchine
MeOH : Méthanol Qu : Quercétine.

I1.Test de captation de glucose

1. Numération cellulaire :

L’observation et la numération des cellules hépatiques par la cellule de Thoma sous
microscope optique a permis de noter que 70 millions des cellules hépatiques isolées sont

viables dans 1 g/ml de tissu hépatique.
2.Captation de glucose par les coupes fines de tissu hépatique :

Le test est réalisé in vitro, sur des coupes fines de tissu hépatique isolées des rats

Wistar de sexe femelle.

L’effet de la captation et la consommation de glucose par les coupes fines de tissu
hépatique isolées a été évalué en absence et en présence de I’insuline (témoin positif) et des

extraits bruts et de flavonoide a différentes concentrations.

2.1. Consommation basale de glucose :

Les figures 08 et 09 représentent la concentration de glucose dans le milieu
d'incubation (KRBA 4% avec 19/l de glucose : état physiologique normal ou 3g/l de glucose :
¢tat d’hyperglycémie), en absence et en présence des coupes de tissu hépatique incubées
pendant 30, 60 et 90 minutes.

Ces essais nous ont permis de Vérifier I'état métabolique de nos coupes de tissu isolées et leur

bon fonctionnement.
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0.12 *
0.1 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -

ET1
HT3

[glucose capté g/]

30min 60min 90min
temps (min)

Figure 08 : Concentration de glucose capté en présence de 1g/l de glucose en absence et en
présence des coupes de foie a differents intervalles de temps (30, 60 et 90 minutes).

» Le milieu d'incubation KRBA 4% contenant du glucose 19/l est incubé en absence des

coupes de tissu hépatique et de I'insuline (T1).

» Le milieu d'incubation KRBA 4% contenant du glucose 3¢/l est incubé en présence des
coupes de tissu hépatique (T3).

Peu significative P< 0.05 (*)

]

L)
]

0,25 1

=
2
1

T2
uT4

=
= 2
h —

[ elucose capté g/l1]
=
n

L]
1

30min 60min 90min
temps (min)

Figure 09 : Concentration de glucose capté en présence de 3 g/l de glucose en absence et en
présence des coupes de foie a différents intervalles de temps (30, 60 et 90 minutes).

» Le milieu d'incubation KRBA 4% contenant du glucose 3¢/l est incubé en absence des
coupes de tissu adipeux et de I'insuline (T2).
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» Le milieu d'incubation KRBA 4% contenant du glucose 3¢/l est incubé en présence des

coupes de tissu adipeux (T4).

Les résultats obtenus montrent une augmentation peu significative de glucose capté a
1g/l par les coupes fines de tissu hépatique par rapport au témoin (milieu d’incubation a 1g/1
en absence de coupes fines de tissu hépatique). Cependant, nous observons aucun effet
significatif sur la captation de glucose a la concentration de 3 g/l de glucose.

1.2. Effet de I’insuline sur la captation de glucose par les coupes fines de tissu
hépatique :

Les figures 09 et 10 représentent I’effet de 1’insuline a différentes concentrations sur la
captation de glucose par les coupes fines de tissu hépatique en présence de 1g/l ou 3 g/l de
glucose en fonction du temps (30, 60 et 90 minutes) par rapport aux témoins (T3, T4).

Tableau 09 : Captation de glucose par des coupes fines du tissu hépatique en présence de

différentes concentrations d'insuline a 1g/l de glucose.

Insuline (UU/ml)  Glucose capté par Coupes de tissu hépatique (g/l)

30 minutes 60 minutes 90 minutes
10 0,296 0,364 0,372
50 0,34 0,404 0,43

100 0,392 0,444 0,438
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Figure 10 : Concentration de glucose capté par les coupes fines de tissu hépatique a 1 g/l en
présence de différentes concentration d’insuline a différents intervalles de temps (30, 60 et 90

minutes)
Hautement significative P< 0.0001 (****).

Tableau 10 : Captation de glucose par des coupes fines du tissu hépatique en présence de
différentes concentrations d'insuline a 3g/l de glucose.

Insuline (UU/mI)  Glucose capté par Coupes de tissu hépatique (g/l)

30 minutes 60 minutes 90 minutes
10 1,03 1,158 1,23
50 1,128 1,23 1,32

100 1,182 1,172 1,41
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Figure 11: Concentration de glucose capté par les coupes fines de tissu hépatique a 3 g/l en
présence de différentes concentrations d’insuline a différents intervalles de temps (30, 60 et

90 minutes).
Hautement significative P< 0.0001 (****).

En présence de I’insuline, nous avons remarqué que la consommation de glucose
augmente proportionnellement avec la concentration de I’insuline de 10 a 100uU/ml dans le
milieu d’incubation. Ce qui confirme que I’insuline active la pénétration de glucose dans les

coupes fines de tissu hépatique et que nos cellules sont vivantes et en bon état métabolique.

Les résultats montrent une captation hautement significative de glucose par les coupes
fines de tissu hépatique isolées en présence de trois concentrations de I’insuline dans les deux

milieux d’incubation et a différents temps d’incubation.

Nous remarquons une augmentation plus importante a la concentration de 100 pU/ml, soit
un taux de captation d’environ 39% et 44% aprés 30 et 60 minutes d’incubation
respectivement dans le milieu a 1 g/l de glucose. Or, dans le milieu a 3 g/l, la méme dose a
induit une augmentation de la captation qui est d’environ 38 % aprés 30min et 43% apres 60
minutes d’incubation, par rapport aux milieux contenant les coupes fines de tissu hépatique

incubées avec 19/l ou 3 g/l de glucose et en absence de I’insuline.
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2.3. Effet des extraits bruts et de flavonoides sur la captation de glucose par les coupes

fines de tissu hépatique :
2.3.1. Effet de ’extrait brut dans les deux milieux d’incubation :

Les figures 11 et 12 représentent 1’effet de I’extrait brut de Traganum nudatum sur la
consommation de glucose par les coupes fines de tissu hépatique isolées en présence de 1g/I
ou 3¢/l de glucose et en fonction du temps (30, 60 et 90 minutes) et par rapport aux témoins.

Tableau 11 : Captation de glucose par les coupes fines du tissu hépatique isolées en présence

de différentes concentrations d'extrait brut a 1g/l et a différents intervalles de temps

Ex;c;g;:nt?)r ut Glucose capté par Coupes de tissu hépatique (g/l)
30 minutes 60 minutes 90 minutes
100 0,124 0,19 0,262
200 0,196 0,248 0,3

500 0,27 0,32 0,368
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Figure 12 : Concentration de glucose capté par les coupes de tissu hépatique isolées a 1g/l de
glucose en présence de différentes concentrations de 1’extrait brut a différents intervalles de

temps (30, 60 et 90 minutes).

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

Trés significative : P <0.001 (***) ;
Hautement Significative : P <0.0001 (***¥*).

Tableau 12 : Captation de glucose par les coupes fines du tissu hépatique isolées en présence
de différentes concentrations d'extrait brut a 3g/l et a différents intervalles de temps

Extrait brut (ug/ml) Glucose capté par Coupes de tissu hépatique (g/l)
30 minutes 60 minutes 90 minutes

100 0,846 0,966 1,068

200 0,93 1,038 1,158

500 1,05 1,206 1,266
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Figure 13: Concentration de glucose capté par les coupes de tissu hépatique isolées a 3g/l de
glucose en présence de différentes concentrations de I’extrait brut a différents intervalles de
temps (30, 60 et 90 minutes).

Hautement significative P< 0.0001 (****).

Les résultats obtenus montrent que la captation de glucose par les coupes de tissu

hépatique est maximale a la concentration de 500pg/ml de I’extrait brut.

La captation de glucose par les coupes fines de tissu hépatique est hautement significative
a 500pg/ml pendant des intervalles de temps croissants dans les deux milieux d’incubation
(1g/1 et 3g/1), soit un taux de captation d’environ 37% a 1g/l et 42% a 39/l de glucose aprés 90

minutes d’incubation.

2.3.2. Effet de extrait de flavonoide dans les deux milieux d’incubation :

Les figures qui suivent représentent 1’effet de 1’extrait de flavonoide de Traganum
nudatum sur la consommation de glucose capté par les coupes de tissu hépatique isolées a 1g/l
ou 3¢/l en fonction du temps (30min ,60min et 90min) par rapport aux témoins.
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Tableau 13: Captation de glucose par des hépatocytes en présence de différentes

concentrations des extraits de flavonoides a 1g/l et a différents intervalles de temps

Extrait de Glucose capté par Coupes de tissu hépatique (g/l)
flavonoides (ug/ml)

30 minutes 60 minutes 90 minutes
100 0,17 0,237 0,26
200 0,222 0,29 0,332
500 0,286 0,332 0,382
0,45 - L * . x
0.4 - . x * ¥
* * * * * T
0,35 - : * * 4 *
03 - . -

30
60
90

0,25 -
0,2
0,15 -
0,1 -
0,05 -

[glucose capté g/1]

T3 Eac 100pg/ml EAc 200ug/ml EAc 500ug/ml

Figure 14 : Concentration de glucose capté par les coupes de tissu hépatique isolées a 1g/l en
présence de différentes concentrations de 1’extrait de flavonoide a différents intervalles de
temps (30, 60 et 90 minutes).

Tableau 14 : Captation de glucose par des hépatocytes en présence de différentes concentrations
des extraits de flavonoides a 3g/l et a différents intervalles de temps

Extrait de Glucose capté par Coupes de tissu hépatique (g/l)
flavonoides (ug/ml)

30 minutes 60 minutes 90 minutes
100 0,924 1,062 1,116
200 1,008 1,14 1,212
500 1,104 1,23 1,314

40



Résultats et interprétation

*
*
* = * : * % ”
1.6 - . * * * >
* - * * * *
1.4 - * % * . *ox
* * I
* * * *
= 1,2 1 N * I 30
=T
< 1 - 60
2.
g 0.8 - 490
@
= 0,6 -
2]
= 04 -
=L
0,2
0 4
T4 EAc 100pg/ml Eac 200pug/ml Eac 500ug/ml

Figure 15: Concentration de glucose capté par les coupes de tissu hépatique isolées a 3g/l en
présence de différentes concentrations de I’extrait de flavonoide a différents intervalles de
temps (30, 60 et 90 minutes).

Hautement significative P< 0.0001 (****).

Les résultats obtenus montrent que la captation de glucose par les coupes fines de tissu

hépatique est maximale a la concentration de 500 pg/ml de I’extrait de flavonoide.

La captation de glucose par les coupes fines de tissu hépatique est hautement significative
a 500 pg/ml a temps croissant dans les deux milieux d’incubation (1g/1 et 3g/1). Soit un taux

de captation d’environ 38% a 1g/I et 44 % a 3g/l aprés 90 minutes d’incubation.
2.4. Comparaison de ’effet des extraits bruts et de flavonoide avec I’effet de I’insuline :

Les figures qui suivent représentent la comparaison de 1’effet des extraits bruts et de
flavonoide a 500 pg/ml avec I’effet de I’insuline a différentes concentrations pendant des

intervalles de temps différents.
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Figure 16: Comparaison entre 1’effet des deux extraits a 500 pug/ml et I’effet de 1’insuline a

10 pU/ml dans un milieu d’incubation a 1 g/l de glucose.

Hautement significative P< 0.0001 (****).
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Figure 17 : Comparaison entre 1’effet des deux extraits a 500 pug/ml et ’effet de ’insuline a

10 pU/ml dans un milieu d’incubation a 3 g/l de glucose.

Hautement significative P< 0.0001 (****).
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Figure 18 : Comparaison entre 1’effet des deux extraits a 500 pg/ml et I’effet de I’insuline a

50 pU/ml dans un milieu d’incubation a 1g/1 de glucose.

Hautement significative P< 0.0001 (****).
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Figure 19 : Comparaison entre 1’effet des deux extraits a 500 pg/ml et ’effet de 1’insuline a

50 pU/ml dans un milieu d’incubation a 3g/1 de glucose.
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Hautement significative P< 0.0001 (****).
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Figure 20 : Comparaison entre I’effet des deux extraits a 500pug/ml et I’effet de I’insuline a
100pU/ml dans un milieu d’incubation a 1g/1 de glucose.

Hautement significative P< 0.0001 (****).

* ¥ % X

1.6 -

* ¥ ¥ ¥

ET4

* % % %
* ¥ x x
¥ ¥ ¥ %
* ¥ ¥ %
* ¥ ¥ ¥
* ¥ ¥ %

EEac
500ug/ML

[glucose caté g/l|

M extrait brut
500ug/ml

® insuline
100ug/ml

30 60 90
Temps (min)

Figure 21: Comparaison entre 1’effet des deux extraits a 500 ug/ml et I’effet de I’insuline a

100 uU/ml dans un milieu d’incubation a 3 g/l de glucose.

Hautement significative P< 0.0001 (****).
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Les résultats obtenus nous montrent que la captation de glucose par nos extraits et par

I’insuline est hautement significative par rapport aux témoins.

La comparaison des résultats de nos extraits a celles de ’insuline nous a permis de
constater que nos extraits bruts et de flavonoide activent la captation de glucose par les coupes
de tissu hépatique dans les deux milieux d’incubation utilisés (1g/l et 3 g/l de glucose). Nous
avons remarqué également que 1’extrait de flavonoide a un effet maximal sur la captation de

glucose par rapport a I’extrait brut.
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Discussion

Le recours au traitement par les plantes ainsi que la recherche de nouvelles substances
a activités biologiques et thérapeutiques constituent un des plus grands défis de la recherche
scientifique. (Farnsworth et Soejarto, 1985). De ce fait, plusieurs travaux ont été réalisés pour
I’évaluation des activités biologiques des plantes médicinales dont la présente étude qui est
consacrée a la recherche de ’effet sur la captation de glucose de I’extraits brut et de I’extrait
des flavonoides des parties aériennes de Traganum nudatum sur des coupes fines de foie

isolées a partir des rats Wistar.

L’analyse chromatographique sur couche mince des extraits bruts et de flavonoides de
la partie aérienne de Traganum nudatum nous permettent de noter, que I’extrait de
flavonoides est composé de 7 taches dont la catéchine et la quercétine en présence d’une
phase mobile contenant 1’acétate d’éthyle, le méthanol et ’eau (20/2.7/0.8) (v/v/v). L’extrait
brut est composé de 7 taches en utilisant le systeme chloroforme, méthanol, acétate d’éthyle et
I’eau (15/20/15/0.05) (v/viviv). Une étude phytochimique réalisée sur la méme fraction de
cette plante a montré que sa teneur en flavonoides est relativement importante (Allaoui et al.,
2016)

Les résultats de I’activité antidiabétique in vitro montrent que I’insuline et les extraits
bruts et les extraits de flavonoides de la partie aérienne de Traganum nudatum, favorisent une
stimulation de la captation de glucose par les coupes fines de tissu hépatique isolées a partir
des rats Wistar, dans deux milieux d’incubation, le premier représentant un milieu normo
glycémique (1g/1) et le deuxieéme est un milieu hyper glycémique qui reflete 1’état du diabete
(3a/l).

En absence de I’insuline, nous remarquons que les coupes de tissu hépatique ont une
consommation basale de glucose qui est entre 0.11 et 0.28 g/l dans les deux milieux a la fin de
I’incubation, cela est d0 aux transporteurs insulino indépendants GLUT2 présents dans les
hépatocytes (GUERRE-MILLO.,1995).

L’addition de différentes doses des extraits bruts et de flavonoides et de I’insuline dans
les deux milieux d’incubation stimulent une augmentation de la captation de glucose par les

coupes de tissu hépatique. Cette captation est proportionnelle avec le temps.

Traganum nudatum est largement utilisée dans la médecine traditionnelle puisqu’elle

présente diverses propriétés thérapeutiques telles que 1’activité antidiabétique (Bouallala et
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al., 2014). Ces propriétés thérapeutiques sont dues a sa composition chimique riche en
métabolites secondaire telles que les flavonoides (Gori et Tebbale, 2014). Ces derniers sont

connus par leurs propriétés antidiabétiques :

L’injection de I’extrait de flavonoides de Citrullus colocynthis a 20 mg/kg a des rats
diabétiques provoque une diminution significative de la glycémie et des triglycérides
(Bentabet, 2010)

En 2009, Kebiech a montré que I’extrait de flavonoides de Rannunculus repensesL
posséde un pouvoir chémoprotecteur de ces composés contre 1’effet délétére et diabétogene de
I’alloxane qui se manifeste par le maintien de 1’équilibre redox des cellules pancréatiques

malgré I’effet toxique de 1’alloxane (Kebeich, 2009)

Punit et al., 2012, Ont montré que 1’administration de 1’extrait de flavonoides de
Pilea microphylla a 900 mg/kg a des rats diabétiques provoque une réduction significative du
taux de la glycémie plasmatique avec un pourcentage de 48% par rapport aux groupes des rats

non traités par cet extrait

Les plantes appartenant a la famille des chénopodiacées présentent une activité

antidiabétique importante, plusieurs études ont permis 1’évaluer :

L’injection de I’extrait aqueux des feuilles de Atriplex halimus & des rats rendus
diabétiques par la streptozotocine a montré une diminution importante du taux de la glycémie

par la stimulation de la glycogénogéneses hépatique (Chikhi et al., 2014)

L’administration orale de I’extrait aqueux des feuilles de Anabasis articula a 400
mg/ml & des rats rendus diabétiques par 1’alloxane, a diminué le taux de la glycémie de
29.89% apres 6 heures, ce qui revéle un pouvoir antihyper glycémiant (Kambouche et al.,
2009)

Le traitement des rats rendus diabétiques par I’extrait brut de Chenopodium
ambrosioides pendant 14 jours, a montré une reduction significative de la glycémie par
rapport aux groupes des rats traités par la metformine qui soulage 1’insulinorésistance, cela
montre que cet extrait a probablement un effet hypoglycémiant par la diminution de

I’insulinorésistance tissulaire (Jang song et al., 2011).

Les cellules hépatiques ont un réle fondamental dans la régulation de la glycémie,

plusieurs études ont confirmé leur participation a la régulation glucidique, on peut citer :
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Ratna et al en 2005, ont montré que 1’extrait brut de Syzygium aromaticum L. agit
comme [’insuline sur les hépatocytes en réduisant 1’expression du gene de la

phosphoénolpyruvate carboxykinase et de la glucose 6 phosphatase

L’extrait aqueux des feuilles de Psidium guajava L., a provogqué une augmentation de
I’absorption de glucose par les hépatocytes d’un rat, en provoquant une stabilisation du taux

de glucose dans le sang (Cheng et al., 2009)

Ugochukwu et Babady en 2003, ont montré que le traitement des rats diabétiques
par D’extrait aqueux a 100 mg/kg des feuilles de Gongronema latifolium, a provoqué une
augmentation significative des taux de glycogene hépatique, cela révéle un pouvoir
antihyperglycémiant

L’administration orale de I’extrait aqueux de Ficus religiosa a 50 et a 100 mg/kg a
provoquée une augmentation significative de la gluconéogenese hépatique chez des rats
diabétiques. L’effet de cet extrait est comparable au glibenclamide qui est un médicament
hypoglycémiant (Rucha et al., 2010).
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Conclusion générale

Le présent travail avait pour but d’évaluer 1’activité antidiabétique des extraits bruts et de
flavonoides de Traganum nudatum par la mesure du taux de glucose capté par les coupes
fines de tissu hépatique isolées a partir des rats Wistar in vitro.

A la lumiere des résultats obtenus, nous pouvons conclure que la dose de 500 pg/ml de
nos extraits stimulent la captation de glucose de maniére importante par les coupes fines de tissu
hépatique dans les deux milieux d’incubation normo et hyper glycémiques en fonction du
temps. Cela révele un pouvoir hypoglycémiant de type insuline-like sur la captation de

glucose.

Cependant, ces résultats restent préliminaires, d’autres expériences complémentaires

doivent étre menées, 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.

= Identifier, caractériser et séparer 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 I’action de nos extrais sur les cellules f pancréatiques isolées et sur des
tissus périphériques insulinosensibles (tissu musculaire et tissu adipeux)

= Evaluer I’effet antidiabétique de nos extrais in vivo et rechercher leurs mécanismes

d’action au niveau tissulaire et moléculaire.
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