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Avant-propos

Les travaux qui ont fait I’objet de cette présente these ont été réalisés dans le Laboratoire
Antibiotiques Antifongiques : Physico-chimie, Synthese et Activité Biologique (LAPSAB),
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, des Sciences de la Terre et de I’Univers,

Université Aboubekr Belkaid, Tlemcen - Algérie.

Notre problématique s’inscrit dans un axe de recherche pluridisciplinaire qui concerne
I’étude des activités biologiques et pharmacologiques des plantes medicinales utilisées pour le
traitement du diabéte sucré par la population diabétique en Algérie. La plante sélectionnée est
étudiée pour son efficacité in vitro et in vivo chez le rat Wistar. L’étude phytochimique du
matériel vegétal est également entreprise en vue de déterminer leur composition en
phytoconstituants, de révéler les substances actives et d’élucider leur mécanisme et site

d’action.
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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
médicinales. Parmi ces plantes Ononis angustissima (L.) Lam. subsp. polyclada Murb, appartenant a la famille des
fabacées, traditionnellement utilisée pour traiter le diabéte sucré. L’objectif de ce travail est consacré a I’étude
phytochimique de quelques extraits de cette plante ainsi que I’évaluation de leurs activités antioxydante (in vitro) et

antidiabétique (in vitro, in situ et in vivo) chez des rats Wistar.

Les principaux résultats ont montré une teneur élevée en polyphénols et flavonoides dans les extraits organiques
n-Butanol (n-BFT), eau-méthanol (EMFT) et acétate d’éthyle (AcFT) de feuilles et tiges, 72 a 70 (mg eq GA/g) de
polyphénols et 16 a 34 (mg eq Cat/g) de flavonoides. Ces extraits organiques ont présenté une activité antioxydante
importante sur le DPPH (ICs, varie de 4 a 5mg/ml) et FRAP (ICs varie de 0,1 a 0,4mg/ml).

Les tests réalisés in vitro sur I’activité de I’a-amylase et I’a-glucosidase montrent un effet inhibiteur dose
dépendant. L’activité inhibitrice la plus élevée est observée pour I’extrait EMFT avec une 1C5,=1,46 mg/ml pour
I’'a-amylase et I’extrait n-BFT suivie par EMFT pour I’a-glucosidase avec des ICs, de 0,94 et 0,99 mg/ml
respectivement. In vivo I’ensemble des extraits montrent un effet antihyperglycémiant important, en particulier les
extraits organiques n-BFT, EMFT et AcFT a 50 mg/kg p.c, qui provoquent une diminution significative (p<0,05) de
la charge glycémique provoquée par I’amidon a 66,24 ; 38,58 et 37,99 %, respectivement. L’administration de
I’extrait AcFT avec le saccharose et le maltose, exerce un effet antihyperglycémiant significatif (p<0,05) avec un
pourcentage de réduction de 62,72 et 23,26%, respectivement. La coadministration des différents extraits de O.
angustissima, catéchine (CT), acide gallique (AG) ou acarbose (AcB) avec le glucose provoque une réduction
significative de cette valeur par les extraits EMFT, AgFT et AcFT (-65,18 ; -64,29 et -26,79%, respectivement),

comparativement a leur administration séparément (30 min avant).

En ce qui concerne I'influence des extraits de O. angustissima sur I’absorption intestinale de glucose, son
évaluation in vitro (sacs d’intestin) et in situ (perfusion de I’intestin de rat vivant anesthésié) montre que certains
extraits sont capables d’inhiber I’absorption de glucose au niveau de I’épithélium interférant avec les transporteurs
de glucose en I’occurrence SGLT1. In vitro, I’activité inhibitrice la plus élevée est observée pour les extraits n-BFT
et AcFT (66 et 67,49%, respectivement). In situ, I’activité inhibitrice la plus élevée est observée pour I’extrait
EMFT (94,64%). Les résultats obtenus au cours de cette étude sont prometteuses concernant les activités
antioxydante et antidiabétique des extraits de O. angustissima en mettant en évidence I’un de leur mécanisme
d’action possible : réduction de I’hyperglycémie postprandiale par inhibition de la digestion des glucides et
ralentissement voire inhibition de I’absorption intestinale de glucose, ce qui confirme son utilisation traditionnelle
comme plante antidiabétique. Ces propriétés sont toutefois plus importantes pour les extraits organiques que les
extraits aqueux. Ces résultats restent préliminaires et méritent d’étre approfondis afin d’identifier et caractériser les
composés responsables de ces activités et d’étudier leurs mécanismes d’action en vue de leur incorporation dans le

systeme de soin.

Mots clés : Ononis angustissima, hyperglycémie postprandiale, a-glucosidase, a-amylase, activité antioxydante,

activité antidiabétique, polyphénols, flavonoides, absorption intestinale.



Abstract

Traditional medicine always served as a base in search of new active pharmacological agents via phytochemical
and biological experimental screening of medicinal plants extracts. Among these plants Ononis angustissima (L.)
Lam. subsp. polyclada Murb, belongs to the Fabaceae, traditionally used to treat diabetes mellitus. The aim of this
work is devoted to phytochemical investigation of some extracts of this plant as well as the evaluation of their

activities antioxidant (in vitro) and antidiabetic (in vitro, in situ and in vivo) in rats Wistar.

The principal results we show elevated content of polyphenols and flavonoids in organic extracts n-Butanol (n-
BFT), water-methanol (EMFT) and ethyle acetat (AcFT) of leafs and stems, 72 to 70 (mg eq GA/g) of polyphenols
and 16 to 34 (mg eq Cat/g) of flavonoids. These organic extracts show highly antioxidant activity upon DPPH (ICsg
varies from 4 to 5mg/ml) et FRAP (ICs, varies from 0,1 to 0,4mg/ml).

The in vitro tests performed on the activity of a-amylase and a-glucosidase show inhibitory effect dose
dependent. The highest inhibitory activity is observed in EMFT extract with 1Csy of 1,46 mg/mL for the a amylase
and n-BFT extract followed by EMFT extract for the a-glucosidase with 1Csy 0,94 and 0,99 mg/mL respectively.
In vivo whole extracts show an important antihyperglycemic effect especially, organic extracts n-BFT, EMFT and
AcFT at 50 mg/kg p.c that induce a significant decrease (p <0.05) of the glycemic load with starch at 66,24 ; 38,58
and 37,99 %, respectively. The lead of AcFT extract with sucrose and maltose, exert a significant antihyperglycemic
effect (p <0.05), with decreases rates of 62,72 and 23,26%, respectively. The coadministration of different extracts
of O. angustissima, catechin (CT), gallic acid (AG) ou acarbose (AcB) with glucose induce a significant decrease of
this value via EMFT, AgFT and AcFT extracts (-65,18 ; -64,29 and -26,79%, respectively), comparably with their

apart administrate (30 min before).

Concerning the impact of the extracts of O. angustissma upon the intestinal absorption of glucose. It’s
evaluation in vitro (gut sac intestin) and in situ (perfusion in the intestine of anesthetized live rat) show that some
extracts are able to inhibit the absorption of glucose in epithelium interfered with transporter of glucose in
occurrence SGLTL. In vitro, the highest inhibitory activity is observed in n-BFT et AcFT extracts (66 et 67,49%,
respectively). In situ, the highest inhibitory activity is observed in EMFT (94,64%). The results obtained during this
study are promising regarding the antioxydant and antidiabetic activities of the extracts of O. angustissima
highlighting one of their possible mechanisms of action: reduction of postprandial hyperglycaemia by inhibition of
digestion of polysaccharides and slowing even inhibiting the intestinal absorption of glucose, which confirms its
traditional use as an antidiabetic plant. However, these properties are more significant for organic extracts then
aqueous extracts. These results remain preliminary and they deserve to be thorough in order to identify and
characterize the compounds responsible for these activities and try to know their mechanisms of action for their

incorporation in the care system.

Keywords:, Ononis angustissima, postprandial hyperglycaemia, a-glucosidase, a-amylase, antioxydant activity,

antidiabetic activity, polyphenols, flavonoids, intestinal absorption.
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Introduction générale

Le diabete constitue un probleme de santé publique majeur et il est une des quatre maladies
non transmissibles prioritaires ciblées pour une intervention par plusieurs pays du monde. On a
assisté au cours des derniéres décennies a une augmentation constante du nombre de cas de
diabéte et de la prévalence de la maladie. Sa prévaence a augmenté plus rapidement dans les
pays arevenu faible ou intermédiaire que dans les pays a revenu élevé. Le diabete sous toutes ses
formes impose aux pays des colts humains, sociaux et économiques inacceptables, quel que soit
leur niveau de revenu [FID, 2013 (a) ; OMS, 2016]. D’aprés I’organisation mondiale de la santé
(OMS), le nombre d’adultes affectés par le diabete sucré est passé de 108 millions en 1980 a 422
millions en 2014 et atteindra 642 millions en 2040 dont 90% sont des diabétiques de type 2. La
prévalence mondiale du diabéte chez les adultes de plus de 18 ans est passée de 4,7% en 1980 a
8,5% en 2014. En Algérie, les tendance de la prévalence du diabéte sont passées de 5 % (1980) a
10,4% (2014) [Whiting et al., 2011 ; FID, 2015 ; OM S, 2016].

Le diabéte sucré est une maladie métabolique chronique, endocrinienne, insidieuse,
ubiquitaire et d’étiologie diverse [WHO, 2006 ; ADA, 2011 ; FID, 2013 (a)].
Cette maladie est complexe par ses mécanismes physiopathologiques et par son déterminisme
génétique. Elle est caractérisée par sa chronicité et la sévérité de ses complications, invalidante et
dont la prise en charge medicale est tres codteuse. L’obesité, la sédentarité ainsi qu’une
alimentation malsaine conjugués a une prédisposition génétique sont les facteurs de risque
majeurs du diabete [Jain et Saraf. 2010].

Le diabéte sucre est caractérisé par une hyperglycémie chronique, résultant d’une déficience
absolue ou relative de la secrétion en insuline, d’action d’insuline, ou de ces deux anomalies
associées. Cette hyperglycémie qui peut étre permanente ou seulement postprandiale provoque
des complications métaboliques aigues et chroniques [WHO, 2006 ; ADA, 2011 ; FID, 2013
(@)]. L’hyperglycémie chronique est responsable notamment de la rétinopathie diabétique,
I’insuffisance rénale, la cardiopathie, la neuropathie diabétique, I’ulcération des pieds et
I’amputation [Sautou-Miranda et al. 2008]. Par ailleurs, une hyperglycémie prolongée conduit
a une production excessive de radicaux libres, perturbant ainsi 1a défense antioxydante endogene,
générant un stress oxydant, a I’origine de I’insulinorésistance du diabéte de type 2 [Hokayem et
al. 2012].

L hyperglycémie postprandiale (HGPP) est une phase qui se caractérise par une forte, rapide
et permanente augmentation du taux de glucose dans le sang a la suite d’un repas [Ceriéllo,
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2005], résultante du mauvais contrdle de la glycémie postprandiale (GPP), premiere étape vers
I’intolérance au glucose et le développement ultérieur du diabete type 2 [ADA, 2001 ; Bonora et
al., 2001 ; IDF, 2007 ; Santilli et al., 2010].

Compte tenu de son role délétere potentiel, I’hyperglycémie postprandiale (HGPP) constitue
un facteur de risque absolu générant des effets néfastes. Elle joue un réle important dans le
développement du diabéte type 2 et ses complications micro- et macrovasculaires [I DF, 2007 ;
Giugliano, 2008 ; Zheng et al., 2010]. Elle est associée a un risque accru de rétinopathie et
cancer. Elle provogue un stress oxydatif, I’inflammation et un dysfonctionnement endothélial
[IDF, 2007 ; Giugliano, 2008 ; Node et Inoue, 2009]. L’hyperglycémie postprandiale est
associée a une diminution du volume et du flux sanguin myocardique ainsi qu’a une altération
de la fonction cognitive chez les sujets &gés atteints de diabete de type 2 [IDF, 2007 ;
Giugliano, 2008 ; Rebolledo et Dato, 2005].

De ce fait, le contrdle de I’HGPP est aussi important que le contréle de la glycémie a jeun
chez les diabétiques [Giugliano, 2008]. Outre les mesures diététiques, trois grandes approches
pharmacol ogiques peuvent étre envisagées pour mieux contréler I'nyperglycémie post-prandiale
- ralentir, voire inhiber, I’absorption intestinale des glucides alimentaires; assurer une meilleure
imprégnation insulinique immédiatement aprés le repas; et diminuer la sécrétion et/ou I'action
de glucagon [Scheen et al., 2002].

Une des approches thérapeutiques pour la réduction de I’HGPP et I’excursion glycémique
apres un repas consiste a I’inhibition des enzymes digestives (a-amylase et a-glucosidases),
responsablent de I’hydrolyse des glucides alimentaires complexes en sucres simples et
assimilables, retardant ains leur absorption au niveau de I’intestin gréle. Les agents
antidiabétiques oraux appartenant a la classe des inhibiteurs d’a-glucosidases qui sont
conventionnellement employés dans le contrdle du diabete sont le miglitol, le voglibose et
notamment I’acarbose. Ce dernier, le plus utilisé depuis une vingtaine d’année a montré une
efficacité sur la réduction de I’'HGPP. Cependant, ces inhibiteurs sont associées a des effets
secondaires indésirables gastro-intestinaux liés a la fermentation par les bactéries intestinales
des sucres non-absorbés, tels que la douleur abdominale, flatulence, ballonnements et diarrhée
[Bnouham et al., 2010 ; Standl et Schnell, 2012].

Le controle du diabéte sans effets secondaires reste un défi, c’est pourquoi la recherche de
nouveaux agents thérapeutiqgues comme les inhibiteurs d'a-glucosidases a partir de plantes

medicinales ou autres ressources biologiques (microorganismes, algues, plantes aromatiques et
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condimentaires) est devenue trés importante comme moyen efficace et sans effets secondaires
pour cette maladie [Odhav et al., 2010 ; Prabhakar et Dable, 2011]. Les plantes ont toujours
été une source exemplaire de médicaments dont beaucoup, actuellement disponibles, dérivent
directement ou indirectement de plantes [Odhav & al., 2010 ; Donga et al., 2011].

Par ailleurs, la recherche de nouvelles substances naturelles isolé a partir de plantes inhibant
I’absorption intestinale de glucose réduisant ainsi I’HGPP a fait I’objet de nombreuses
recherches et publications a I’exemple de la phlorizine, isolée du pommier (Malus sp.,
Rosaceae), ainsi que dans d’autres especes de Rosaceae et de Symplocaceae. Elle ft reproduite
par synthése en 1942. Son mécanisme d’action, fat élucidé a la fin du XX®™ siécle avec la
découverte des cotransporteurs. Elle est reconnue en tant que inhibiteur de transporteur de
glucose via sa structure, c’est un analogue aux molécules fixées sur ces transporteurs, faisant
intervenir une inhibition compétitive du SGLT1 intestinale et SGLT2 rénale [Ehrenkranz et al.,
2005 ; White et Pharm, 2010 ; Kilov et al 2013 ; Blaschek, 2017].

L’activité antidiabétique des plantes meédicinales est attribuée a leur composition en
métabolites secondaires, appelés aussi phytoconstituants, dont les composés phénoliques,
flavonoides, coumarines, acaloides, glycosides, saponines et huiles essentiels. Ils agissent seuls
ou d’une maniére synergique en modulant directement ou indirectement I’activité d’hormones,
d’enzymes et de voies métaboliques impliqués dans le métabolisme et I’homéostasie glucidique
[Prabhakar et Doble. 2008 ; Prabhakar et Doble. 2014].

Ces derniéres années, une attention particuliere a été accordée aux plantes médicinales
utilisées comme remede traditionnel dans le traitement et le contréle du diabéte sucré. beaucoup
d'efforts ont été faits pour identifier des inhibiteurs efficaces des o -glucosidases a partir de ces
ressources naturelles afin de développer de nouveaux composes antidiabétiques pour le
traitement du diabéte [Kumar et al., 2011 ; Sahaet al., 2012].

De nombreuses études dans le monde se sont intéressées aux plantes médicinales utilisées
dans le traitement du diabéte du fait de leur usage populaire trés répandu. Dans le but d’élucider
leur mécanisme d’action potentiel et expliquer leur effet antihyperglycémiant notamment par
leur action inhibitrice de I’a-amylase et I’a-glucosidase au niveau du tube digestif et de
déterminer et caractériser le (s) composé (s) actif (s). Citons a titre d’exemple, les études de
Kumar et al., (2012) de plantes utilisées en médecine traditionnelle indienne, Ramirez et al.,
(2012) ; Mata et al., (2013) ; Sales et al., (2012) au Mexique, Andrew et al., (2013);
Ezuruike et Prieto, (2014) au Nigeria, Kobayashi et al., (2003) en Mongolie, Kadir et al.,
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(2012) ; Kabir et al., (2014 (a)) au Bangladesh, Nickavar et Yousefian, (2011) ; Salhi et al.,
(2013) ; Safamansouri et al., (2014) en Iran, Benalla et al., (2010) au Maroc, Bechiri et al.,
(2015) en Algérie.

Selon la bibliographie, différentes enquétes ethnobotaniques réalisées a travers le monde ont
permis le recensement de plus de 800 plantes utilisées traditionnellement pour le contréle du
diabéte sucre, dont 450 especes ont prouvé leur effet antidiabétique suite a I’expérimentation
scientifique, tandis que le mécanisme d’action a été élucidé pour 109 plantes seulement
[Prabhakar et Doble. 2011]. Malgré les progres en chimie organique de synthese (chimie
meédicale) du vingtieme siecle, plus de 25 % des médicaments tirent directement ou
indirectement leurs origines des plantes [Newman et al., 2000]. Les recherches scientifiques
récentes montrent que différentes substances isolées a partir de plantes ont montré un effet

hypoglycémiant important [Benalla et al., 2010].

Parmi les plantes éudiées et montrant une activité inhibitrice a-glucosidasique figurent 47
espéces appartenant a 29 familles dont les Fabacées, Crassulacées, Hippocrateacées, Lamiacées
et les Myrtacées. Salacia reticulata (Hippocrateacées) et Morus alba (Moracées) sont parmi les
plus efficaces. Benalla et al., (2010) rapportent dans leur revue de plantes médicinales étudiées
pour leur activité inhibitrice a-glucosidasique que les composés naturels qui ont une forte
activité inhibitrice sont : les acides phénoliques (I’acide chlorogenique, ac.betulinique,
ac.syringique, ac.vanillique, ac.oleanolique ac.corosolique, ac.ellagique), les alcaloides,
stilbenoides triterpenes, phytosterol, myoinositol, flavonoides, anthraquinones, anthrones,

xanthones et d’autres.

Notre travail s’inscrit dans le cadre générale de I’étude des propriétés antidiabétiques des
plantes médicinales de la flore locale dont nous nous sommes intéresses a Ononis angustissima
(Lam. subsp. polyclada Murb), une espece vegétale de lafamille des Fabaceae plante endémique

du nord du Sahara, utilisée dans le traitement du diabéte sucré par |es populations autochtones.

Notre objectif principal est d’étudier les propriétés antidiabétiques présumées de cette plante
et tenter d’élucider son mécanisme d’action potentiel, en évaluant son effet inhibiteur sur la
digestion, I’absorption des sucres au niveau de I’intestin et sur I’hyperglycémie postprandiale

chez lerat.
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Pour ce faire, nous avons adopté la démarche suivante et réalise ce qui suit :

- Une étude phytochimique de la partie agrienne de la plante qui consiste en la préparation de
différents extraits aqueux et organiques. Ces extraits ont fait I’objet ensuite de tests
phytochimiques qualitatifs de caractérisation de leurs principaux constituants, Leur teneur en
polyphénols et en flavonoides totaux ont également été déterminé.

- Une éude des activités biologiques de Ononis angustissima incluant :

- une étude de I’activité antioxydante des extraits et fractions de Ononis angustissima, in

vitro, en utilisant e test de piégeage du radical libre DPPH et |e test du pouvoir réducteur du fer.

- Une évauation de leur activité inhibitrice vis-avis des enzymes digestives des sucres

alimentairesin vitro : I’a-amylase pancréatique et |es a-glucosidases intestinal es.

- Une évaluation de leur effet sur I’hyperglycémie postprandiale induite chez les rats soumis a
une hyperglycémie par différents sucres (amidon, saccharose, maltose et glucose), utilisant la
catéchine, I’acide gallique et I’acarbose comme molécules de référence.

- Une évaluation in vitro et in situ de leur activité inhibitrice de I’absorption intestinale de

glucose.
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Synthese bibliographique
. Généralitéssur lediabéte sucré

1. Définition et diagnostic du diabéte sucré

Le diabéte sucré est une maladie métabolique chronique, endocrinienne, complexe insidieuse,
ubiquitaire et d’étiologie diverse, caractérisée par une hyperglycémie chronique, résultant d’une
déficience absolue ou relative de la sécrétion en insuline (apparait lorsque les cellules B du
pancréas ne produisent pas suffisamment d’insuline), d’action d’insuline (inefficacité de
I’insuline produite sur les cellules cibles), ou de ces deux anomalies associées. Cette
hyperglycémie qui peut étre permanente ou seulement postprandial e provoque des complications
métaboliques aigues et chroniques [OM S, 2006 ; ADA, 2011 ; FID, 2013 (b)].

Selon I’ADA et I’OMS, le diagnostic de diabete est établi selon certains criteres,
principalement : une glycémie plasmatique a jeun = 1,26 g/l (7,00 mmol/l) ; une hyperglycémie
symptomatique = 2 g/L (11,1 mmol/L) est une glycémie aléatoire mesurée a tout moment de la
journée, sans égard au moment du dernier repasavec présence de symptdmes cliniques:
polyurie, polydipsie, amaigrissement inexpliqué, somnolence voir coma,; Une glycémie 2 h
apres une épreuve d’hyperglycémie provoquee par voie orale par I’ingestion de 75 g de glucose
(HGPO) = 2,00 ¢/l [Drouin et al., 1999 ; OMS, 1999 ; ADA, 2014]. Le diagnostic est plus
commode par la mesure du taux d’hémoglobine glyquée (HbAlc >6,5 %), cette derniére est
mesurée a tout moment de la journée, indiquant la glycémie moyenne au cours des trois derniers
mois, ce qui permet d’éviter lavariation quotidienne de la glycémie [Goldenberg et Punthakee,
2013 ; ADA, 2016].

2. Epidémiologie

Le nombre de personnes atteintes de diabéte ne cesse de croitre de fagon trés alarmante. |1
touche plus de 280 millions de personnes dans le monde et pourrait atteindre plus du double d’ici
I’horizon 2030 (soit une augmentation de plus de 122%) [Wild et al., 2004 ; Whiting et al.,
2011]. Apres qu’il a été estimé a 108 millions en 1980, 135 millions en 1995, 151 a 171 millions
en 2000 [IDF, 2000 ; Wild et al., 2004 ; Whiting et al., 2011 ; OMS, 2016], 194 millions en
2003 [IDF 2003 ; Whiting et al., 2011 ; OMS, 2016], comparé a 246 millions entre 2006 et
2007 [IDF, 2006 ; Unwin et al., 2010 ; Whiting et al., 2011], 285 millions en 2010 (soit 6.4%),
422 millions en 2014 et a 300 millions en 2025 [IDF, 2009 ; Shaw et al., 2010 ; Unwin €t al.,
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2010 ; Whiting et al., 2011 ; OMS, 2016]. La prévaence mondiale du diabete chez les adultes
de plus de 18 ans est passee de 4,7% en 1980 a 8,5% en 2014 [OM S, 2016].

Au cours des 10 dernieres années, la prévalence du diabéte a augmenté plus rapidement dans
les pays a revenu faible ou intermédiaire que dans les pays a revenu élevé [OMS, 2016]. En
2012, la maladie a tué 1,5 million de personnes dans le monde, auxquels il faut gouter 2,2
millions de déces causés par des maladies liées au diabete (maladies cardiovasculaires et d’autres
affections), ce qui fait un total de 3,7 millions de déces. Sur ces 3,7 millions de déces, 43%
surviennent avant I'age de 70 ans. Le pourcentage de décés dus a I’hyperglycémie ou au diabéte
survenant avant I’age de 70 ans est plus élevé dans les pays a revenu faible ou intermédiaire que

dans les pays arevenu élevé [Roglic et Unwin, 2010 ; OMS, 2016].

En Algérie, les études concernant cette maladie sont encore peu nombreuses et tres
parcellaires malgré qu’elle est classée parmi les pays d’Afrique du Nord les plus touchés par
cette pathologie [Malek, 2008 ; Malek et al., 2013]. Selon ’'OMS, (2016) 10,2 % des
diabétiques sont des hommes alors que les femmes représentent 10,7%. La maladie continue
d’augmenter d’une maniere particulierement accélérée, en particulier dans certaines régions
défavorisées du pays. le nombre des diabétiques est passé d’un million de personnes en 1993, a
plus de 2,5 en 2007 soit une prévalence de 7,3% et a plus de 3 millions de personnes en 2011 soit
7,4% de la population algérienne et 6,9% de la population mondiale avec une prévision qui
atteindra 8,9% en 2025 et plus de 9,3% de la population algérienne et 7,7% de la population
mondiale en 2030 [Malek et al., 2001 ; MSPRH, 2005; Malek, 2008 ; Shaw et al., 2010 ;
Whiting et al., 2011]. En raison de son caractere pernicieux et son évolution silencieuse et a
défaut de dépistage systématique beaucoup de personnes diabétiques ignorent leur maladie,
estimés a 10% de la popul ation algérienne [M SPRH, 2005 ; Eddouks et al., 2007].

Sur la population algérienne dont I’age est compris entre 20 et 75 ans I’estimation était de
8,4% de diabetes sucrés en 2007, dont 15,3% au niveau de Tlemcen et les hommes 20,4% étant
plus touchés que les femmes (10,7%) ; 10,6% au niveau de Ain Taya, 8,9% a Sétif et 6,8% a
Oran [Unwin et al., 2001 ; OMS, 2005 ; Zaoui et al., 2007 ; Chibane et al., 2008 ; Malek,
2008].

L’étude épidémiologique réalisée par Zaoui et al., (2007) a révélé que dans la région de
Tlemcen (Ouest algérien) et sur un échantillon de 7 656 individus, la prévalence du diabéte de
type 2 est de 10,5 % et celle du diabéte de type 1 de 3,7 %, soit un total de 15,3 % en milieu
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urbain et de 12,9 % en milieu rural. Une autre éude épidémiol ogique a montré que le diabete est
présent chez les deux sexes dans la communauté urbaine de Tlemcen 11,93% chez I’homme et
12,54 chez lafemme [Boukli Hacéne et M eguenni, 2007].

3. Classification

La classification étiologique des diabétes sucrés proposée par I’ADA et I’OMS s’actualise en
permanence en fonction des données scientifiques récentes dont celles du National Diabetes Data
Group (NDDG), selon lesguelles le diabete se manifeste sous quatre différentes formes, deux
sont majoritaires, le diabéte type 1 qui survient le plus souvent avant I’dge de 20 ans et
correspond a une minorité de sujets (5 a 10% de cas). Le diabete type 2 qui survient le plus
souvent aprés I’age de 40 ans et représente environ 90 a 95 % des diabetes. Les autres formes
sont beaucoup moins fréquentes : e diabéte gestationnel, correspond a un trouble de la tolérance
glucidigue conduisant a une hyperglycémie diagnostiquée pour la premiére fois au cours de la
grossesse, apparaissant entre la 24%™ et |2 28" semaine de grossesse qui peut disparaitre ou pas
aprés I’accouchement ; les diabétes dits " d’étiologies spécifiques” sont secondaires a une
maladie pancréatique, a une endocrinopathie, iatrogénes ou encore liés a des anomalies
génétiques [ADA, 2014 ; ADA, 2016].

Le diabéte de type 1 est remarquable par son début brutal : syndrome cardina associant
polyuropolydipsie, polyphagie, amaigrissement et asthénie chez un sujet jeune, mince, avec
cétonurie associée a la glycosurie [Grimaldi, 2000]. Il en existe sous deux formes; une forme
auto-immune, qui correspond a une destruction de cellules [3 pancréatiques, suite a une réaction
auto-immune, par des anticorps dirigées contre elles, aboutissant & une carence absolue en
insuling, I’hyperglycémie apparait lorsqu’il ne reste plus que 10 a 20 % de cellules
fonctionnelles; et une forme idiopathique qui apparait le plus souvent dans des ethnies noires
d’origines africaines subsahariennes [Drouin et al., 1999 ; Grimaldi, 2000; Grimaldi, 2009].
On ne retrouve d’antécédent familial que dans 1 cas sur 10. Il survient essentiellement avant 20
ans et il connait un pic d’incidence vers 12 ans, son traitement repose donc sur les injections

d’insuline qui sont vitales chez ces personnes [Grimaldi, 2000 ; ADA, 2016].

A I’opposé, le diabéte de type 2 est de loin le plus fréquent se caractérise typiquement par la
découverte fortuite d’une hyperglycémie chez un sujet de plus de 40 ans ayant souvent des
facteurs de risques cardiovasculaire, dont le principal facteur est le surpoids (surcharge pondérale
de prédominance abdominale), et des antécédents familiaux de diabete [Drouin et al., 1999 ;

Grimaldi, 2000]. La survenue du diabete de type 2, associe dans des proportions variables, a une
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insulinorésistance a composante génétique, favorisée par I’obésité abdominale et une
insulinopénie relative. Ce trouble explique I’évolution du diabéte de type 2 dans 50% des cas
vers I’insulinorequérance [Drouin1999 ; Grimaldi, 2000].

C’est le diabéte type 2 qui pose un probléme de santé publique. Sa prévalence augmente
paralélement au vieillissement, a I’urbanisation, a la sédentarisation et au développement de
I’obésité dans les populations des pays industrialisés. Cette maladie n’épargne pourtant pas les
pays sous-développés ou le diabéte 2 atteint parfois une prévalence de 20 a 30 %, en raison
d’une prédisposition genétique couplée a une modification rapide du mode de vie : urbanisation
brutale, sédentarisation et habitudes alimentaires malsaines des populations [Grimaldi, 2000 ;
ADA, 2016]. Le but du traitement de ce type de diabéte est de prévenir au maximum I’apparition
de ses complications [Drouin, 1999].

4. Complications

Le diabéte sucré peut étre directement responsable de complications aigués (métaboliques) et
des complications chroniques (dégénératives). Les complications aigués sont des urgences
meétaboliques (malaise voire comas), potentiellement mortelles, par hyperglycémie et acidocétose
(insuline non prescrite ou insuffisamment dosée) qui apparait chez le diabete de type 1 (tout
age), mais auss par hypoglycémie (chez le diabéte type 1 et 2 traité par I’insuline ou par
sulfamide hypoglycémiant) résultante de |'administration de quantités inadaptées d'insuline. De
plus, le coma hyperosmolaire non cétosique apparait surtout chez le diabéte de type 2 (95% des
cas). Ces complications sont attribuables au déséquilibre métabolique associé a un diabete non
contrélé [Grimaldi, 2000 ; Orban et I chai, 2008 ; Grimaldi, 2009 ; ADA, 2016].

Par contre, les complications chroniques et dégénératives du diabéte surviennent a la suite
d’une hyperglycémie along terme, elles sont de deux types:

- les microangiopathies qui touchent les petits vaisseaux (la microcirculation), et
comprennent : la rétinopathie diabétique qui est la principale cause de cécité et de troubles
visuels, la néphropathie diabétique qui se manifeste au niveau des reins par une insuffisance
rénaeliée alagravité et aladurée delamaladie et |a neuropathie diabétique touchant les nerfs.

- les macroangiopathies diabétiques, sont I’atteinte des artéres musculaires alant de I’aorte
jusgu’aux petites artéres distales d’un diameétre supérieur a 200 um qui sont destinés airriguer le
cceur, les jambes et le cerveau. Les macroangiopathies sont classés en: maladie coronarienne
(risques cardiovasculaires), ceérébrovasculaire (accidents cérébraux) et artériopathie. Cette

derniére associe deux maladies artérielles distinctes, I’athérosclérose (s’accompagnant parfois

9
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d’une médiacalcose) qui semble histol ogiquement identique a I’athérosclérose du non diabétique
d’une part et d’autre part, I’artériosclérose, caractérisée par une prolifération endothéliale et une
dégénérescence du média [Raccah, 2004 ; Grimaldi, 2009 ; ADA, 2016].

5. Traitements

Pour retarder voire prévenir la survenue et ralentir la progression de ces complications aigués
et chroniques, il existe plusieurs agents pharmacol ogiques qui sont utilisés en plus des mesures
hygiénodiététiques et la pratique de I’activité physique réguliére dans le but d’obtenir un contrdle
glycémiquefiable et correct [Virally et al., 2008 ; Wherrett et al., 2013].

Le traitement du diabéte de type 1 repose sur I’insulinothérapie, seul moyen de combler la
carence insulinique, dans le but d’atteindre un équilibre glycémique. Des analogues d’insuline
basale a action prolongée, des analogues d’insuline basale a action rapides et une perfusion sous
cutanée continue d’insuline sont utilisés. Tandis que le traitement du diabéte 2 nécessite non
seulement de chercher a diminuer I’hyperglycémie, mais aussi a corriger les autres facteurs de
risque vasculaire souvent associés [Sautou-Miranda et al., 2008 ; Virally et al., 2008 ;
Wherrett et al., 2013].

Dans le cas d’un diabéte de type 2 diagnostiqué, le premier recours consiste en un traitement
non pharmacologique basé sur des regles hygiéno-diététiques (alimentation saine, équilibrée et
bien adaptée) associées a une activité physique réguliere. En cas d'échec, il faut alors opter pour
un traitement médicamenteux, par une monothérapie orale, en premier lieu, utilisant les
antidiabétiques oraux, qui sont classes selon leur mode d'action en trois principales catégories :
les sulfamides hypoglycémiants, les biguanides et les inhibiteurs des alpha-glucosidases qui
different par leur mode d’action ains que la cible physiopathologique (tableau n°l). Des
associations médicamenteuse (bithérapie voire trithérapie) sont recommandés en cas d'échec de
la monothérapie orale initiale [Ducobu, 2007 ; Sautou-Miranda et al., 2008 ; Villiot-danger,
2011].

Si un diabétique de type 2 demeure mal éequilibré, le recours au traitement par I’insuline
s’impose. L'insulinothérapie permet d'obtenir une amélioration nette du contréle glycémique, s
ce n'est pas toujours le cas, est aors associée a la prescription de biguanides qui en
potentialisent I'action [Chamahi, 2008 ; Villiot-danger, 2011].

L’ arsenal des antidiabétiques oraux de la pharmacopée moderne comprend les sulfamides, les
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biguanides, les inhibiteurs des a-glucosidases, les glinides, ainsi que de houveaux médicaments

tels que les analogues des glucagon-like peptide-1 (GLP-1), les inhibiteurs du cotransporteur de

la dipeptidyl-peptidase-4 (DPP-4) et les inhibiteurs de cotransporteur sodium-glucose de type 2

intestinale ou rénale (SGLT). Ils permettent tous de traiter le diabete de type2. Ces différentes

classes pharmacologiques sont résumées dans le tableau n°l dans lequel les mécanismes

d’action, la voie d’administration, les avantages ainsi que les inconvénients sont mentionnés.

Tableau n° 1: Caractéristiques des agents antidiabétiques oraux et insuline [Pillon et al.,

2014].
Classe . Exem,plede Mécanisme d’action Voie Avantages I nconvénients
phar macologique molécules
Hypoglycémie
Gliclazide, Bonne tolérance | Audmemation du paids
Sulfamides glipizide, Augmentation de la Orale Faible colt glfl((::it; € survertier fes
hypoglycémiants gl!meplrlde_, sécrétion d’insuline Initiation du traitement de
glibenclamide . .
maniére prudente (nécessité
d’une titration)
Effet I:%onne tolérance _ )
. - along terme Diarrhées
antihyperglycémiant . . .
AN Pas de prise Possible lien avec la survenue
. . . Diminution de ) , . .
Biguanides Metformine Finsulinorési Orale | depoids d’une acidose lactique
insulinorésistance . - n s .
Faible risque A éviter en cas d’insuffisance
(effet extra- &'h lveemi ‘nal
ancréatioue) nypoglycémie rénae
P Faible colt
Inhibition des
alphaglucosidases
intestinales : Pas de brise
Inhibiteursdes Acarbose, diminution ep Flatulences
- S . . Orale | depoids . .
a-glucosidases miglitol de ladégradation ; N Diarrhées
: Faible colt
de polysaccharides
en monosaccharides
absorbables
Action Prise de poids along terme
Glinides T Stimulation de la - Hypoglycémie
Repaglinide secrétion d’insuline Orale ?ypi)zglycemlante Nécessité d’une surveillance
an des glycémies
Analogues des Augmentation dela Pas d? prise -
! i 2 o de poids Pancreéatite
glucagon-like Exénatide, secrétion d’insuline Sous- ; - [ " .
. . . . .| Faiblerisque A éviter en cas d’insuffisance
peptide-1 (GLP-1) | liraglutide et suppression de la cutanée | |, - .
P d’hypoglycémie rénale
sécrétion du glucagon
Inhibiteursdu
;zt{;gfpﬁ;e‘ﬁ Sitagliptine, Augmentation des Faible risque
fi dage 4 {DPP- vildagliptine, concentrations Orale | d’hypoglycémie Pancréatite
z)eP saxagliptine endogenes d’incrétines
Polyurie
Inhibiteursdu Réduction de la Insuff'lsance rer]ale fonctionnelle
cotransporteur réabsorption du par déshydratation
: Dapagliflozine ) . Hypotension artérielle
sodium-glucose de glucose au niveau du Orale | Perte de poids . -
. Infections urinaires Mycoses
type 2 (SGLT2) tubule contourné vaginales
proximal A éviter en cas d’insuffisance
rénae
Bon équilibre . )
Active directement le glycémique Prise de pol d_s
. . NP Sous- ’ Hypoglycémies
Insuline récepteur & I’insuline .| comparativement T, .
. cutanée Nécessité d’une surveillance
de cellules cibles aux autres e
- des glycémies
médicaments
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6. Diabete sucré et I’hyperglycémie postprandiale

L’incapacité des diabétiques a contréler la variation rapide et répétée du taux de glucose dans
le sang liée a I’état postprandiale constitue la source majeure de I’installation des complications
du diabéte [Piconi, 2006]. Le désordre glycémique contribue a la fois a I'hyperglycémie
chronique (qui inclue I'hyperglycémie a jeun et I'hyperglycémie postprandiale) et a
I'hyperglycémie aigué (due aux fluctuations aigués de la glycémie entre pics et nadirs)
[Monnier et al., 2006 ; Bonomini et al., 2015]. Ces deux composantes conduisent aux
complications du diabete a travers deux mécanismes: glycation excessive et accélérée de
protéines et activation du stress oxydatif avec surproduction des espéces réactives oxygenées
(ERO) [Bonomini et al., 2015].

L’exposition de la cellule a une fluctuation violente du taux de glucose (hyperglycémie
oscillante) est plus dangereuse que I’exposition a un taux de glucose élevé (hyperglycémie
stable) puisque ¢a augmente les ERO du stress oxydative et influence la réponse antioxydante
tout en conduisant la cellule a des dommages cellulaires et une apoptose [Ceridllo et al., 1998 ;
Piconi, 2006 ; Zheng et al., 2010].

D’apres I’ADA, le mot postprandial veut dire aprés un repas, donc la glycémie postprandiale
(GPP) est la concentration du glucose aprés un repas dont la hausse et la durée dépendent
strictement de la quantité et l1a qualité des glucides, présence d’autres éléments nutritifs, temps
de la digestion et de I’absorption, la quantité de monosaccharides absorbés et de la vitesse de
leur absorption au niveau de I’intestin gréle. Chez I’individu sain, la glycémie est étroitement
controlée, tant a I’état de jelne que durant les périodes postprandiales [ADA, 2001 ; Rebolledo
et Dato, 2005]. Cette régulation repose sur plusieurs facteurs déterminant le profil de la GPP :
L’absorption de monosaccharides, la sécrétion de I’insuline et le glucagon et leurs effets
coordonnés sur le métabolisme du glucose au niveau du foie (production et stockage du glucose)
et tissus periphériques (I’utilisation du glucose) [ADA, 2001 ; Rebolledo et Dato, 2005 ;
Giugliano, 2008].

L’organisation mondiale de la santé (OMS) et |la fédération international du diabéte (IDF)
définissent la tolérance normale au glucose comme étant inférieure a 7,8 mmol/l (140 mg/dl)
deux heures aprés I’ingestion d’une charge de 75 g de glucose lors d’un test oral de tolérance au
glucose [WHO, 2006 ; I DF, 2007]. L hyperglycémie postprandiale (HGPP) est définie comme
un niveau de glycémie plasmatique supérieur a 7,8 mmol/l (140 mg/dl) deux heures apres

I’ingestion d’aliments [IDF, 2007]. Le pic est obtenu 1h apres la prise de repas et revient
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typiqguement aux niveaux préprandiaux aprés 2 a 3h. Méme s la concentration du glucose
revient au niveau préprandial, I’absorption du monosaccharide continue au moins 5-6h apres un
repas [ADA, 2001 ; Giugliano, 2008 ; Raghavan et Garber, 2008]. Basé sur I’évaluation de
I’HGPP 2 h apres ingestion d’un repas, une personne est classée comme normale, avec une

intolérance au glucose ou diabétique [Bonora et al., 2001].

L hyperglycémie postprandiale est un phénomene tres fréquent chez les personnes atteintes de
diabéte de type 1 et detype 2 [UKPDS, 1998 ; | DF, 2007].

6.1 Lesvariations dela glycémie chez une personne saine

Il apparait ains que chez les personnes qui ne sont pas diabétiques et qui prennent 3 repas
quotidiens a des heures relativement fixes, le nycthémeére peut étre divisé en 3 périodes qui
correspondent aux états de jeline, postprandiaux et post-absorptifs [Monnier, 2000 ; Monnier
et Colette, 2008].

Les périodes postprandiales (4 heures chacune) couvrent donc un intervalle de temps de
I'ordre de 12 heures, c'est a dire une demie journée. L'éat de jeline est limité uniguement a une
période de 3 a 4 heures en fin de nuit. Par ailleurs, compte tenu des superpositions entre états
postprandiaux et post-absorptifs, on peut considérer qu'une dizaine d'heures sont passées en

période post-absorptive [Monnier et Colette, 2008].

L'état postprandial, dérivé du latin "postprandium", sétale sur une période de 4 heures apres
ingestion d'un repas [Dinneen, 1992]. Pendant cette période, les glucides alimentaires (en
majorité les amidons) sont progressivement hydrolysés par les enzymes du tube digestif. Les
monosaccharides qui sont libérés par cette hydrolyse sont ultérieurement absorbés par I'intestin
pour pénétrer dans la circulation sanguine. La conségquence est une montée de la glycémie qui
peut étre plus ou moins intense [ADA, 2001 ; Raghavan et Garber, 2008]. Le taux de glucose
absorbé est plus que le double du taux de glucose produit et reste dépendant de la qualité et la
guantité du repas. Unefois, le glucose est en absorption, la production de glucose est supprimeée
et son utilisation par le foie, le muscle et le systeme adipeux est accélérée [Giugliano, 2008].
Ainsi, chez le sujet normal, les montées glycémiques postprandiales restent limitées en durée et
en amplitude [Monnier et Colette, 2008].

L'état post-absorptif qui suit I'état postprandial correspond a une période de 6 heures pendant
laquelle, chez une personne non diabétique, la glycémie est dans la zone normale. Au cours de
cette période, I'utilisation périphérique du glucose est compensée par une production équivalente
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de glucose par le foie a partir de I'nydrolyse du glycogene qui a été stocké dans la glande
hépatique au cours de la période précédente [ADA, 2001 ; Raghavan et Garber, 2008]. Une
fois le glucose est assimilé les concentrations reviennent a la norme (I’état du jelne)
[Giugliano, 2008].

L'état de jelne réd débute seulement a la fin de I'éat post-absorptif c'est a dire
approximativement 10 a 12 heures aprés le début du dernier repas. Pendant les états de jeline et
post-absorptifs, les glycémies restent stables et normales chez les personnes qui ne sont pas
diabétiques cela indique que le taux de glucose produit et utiliseé sont égaux [ADA, 2001 ;
Giugliano, 2008]. Cette stabilisation est due au fait que la production hépatique de glucose
passe progressivement de la glycogénolyse a la néoglucogenése c'est a dire a la production de
glucose a partir du lactate, d'aanine ou de glycérol.

Dans la mesure ou nous passons la moitié de notre vie en période postprandiae, il semble
important de s'intéresser aux variations glycémiques au cours de cette période. L amplitude et la
durée du pic de la glycémie plasmatique dépend de divers facteurs qui incluent le temps, la
guantité et la composition du repas [ADA, 2001 ; Raghavan et Garber, 2008].

6.2 La physiopathologie du pré-diabete

L e passage de I'état normal au diabete et la perte graduelle de I’homéostasie glucidique se font
par étapes SUCCesSIVeS :

La premiere qui va de I'&at normal a l'intolérance au glucose est caractérisée par une
dégradation du contréle glycémique limitée a la phase postprandiale. L'intolérance au glucose
est un état caractérisé par le maintien d'une glycémie ajeun inférieure a 1,26mg/dL (7 mmole/L)
mais par une montée anormale de la glycémie en période postprandiale.

La deuxiéme qui va de l'intolérance au glucose au diabéte (caractérisé par une augmentation
permanente de la glycémie a jeun qui devient > 1,26mg/dL et les excursions glycémiques
postprandiales sont plus longues et plus intenses que chez le sujet sain) se traduit par |'apparition
de désordres glycémiques en fin de nuit (phénomene de |'aube), par une dégradation progressive
de la glycémie a jeun, et par une aggravation progressive et supplémentaire des désordres
glycémiques dans les périodes qui suivent les repas. Cette évolution est expliquée par 3
anomalies désignées sous le terme de triumvirat biologique : un déficit progressif de
I'insulinosécrétion endogene, un état dinsulinorésistance qui évolue au cours du temps et une
exagération de la production hépatigue du glucose qui est a son maximum en fin de nuit et dans
lamatinée [Monnier et al., 2007 ; Monnier et Colette, 2008].
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6.3 L hyperglycémie chez les diabétiques

Puisque les individus atteints du diabéte type 1 sont privée d’une production endogéne de
I’insuline, I’amplitude et la durée des pics de la concentration d’insuline ainsi que le taux de
glucose dépendent de la quantite, le temps, le type et le mode de I’administration de I’insuline
[ADA, 2001 ; Rebolledo et Dato, 2005 ; Raghavan et Garber, 2008]. Pour les individus
atteints du diabéte type 2, le déclin progressif de I’action de I’insuline ains que son taux
insuffisant ne permettent pas le contr6le adéquat de I’HGPP. Il semble que pour ces diabétiques
(type 1 et 2) I’THGPP est supérieur, ainsi plus prolongée, comparée a celle d’un individu non
diabétique puisque €elle est apparentée a différents processus tel que la sécrétion de I’insuline et
de glucagon, la captation de glucose par les cellule hépatiques, suppression de la production
hépatique du glucose, et la captation de glucose par les tissus périphériques [ADA, 2001 ;
Gagliardino, 2005]

L’hyperglycémie postprandiale est I’une des anomalies métaboliques précoces du
déséquilibre de I'noméostasie du glucose associé au diabéte type 2 qui précede son diagnostic.
Elle persiste méme a I’état de jeline [ADA, 2001 ; Santilli et al., 2010]. C’est une phase qui se
caractérise par une forte, rapide et permanente augmentation du taux de glucose dans le sang
[Ceriello, 2005].

Compte tenu de son rdle délétere potentid, I’hyperglycémie postprandiale (HGPP) constitue
un facteur de risque absolu générant des effets néfastes. Elle joue un réle important dans le
développement du diabéte type 2 et ses complications micro- et macrovasculaires [I DF, 2007 ;
Giugliano, 2008 ; Zheng et al., 2010]. Elle est associée a un risque accru de rétinopathie et
cancer. Elle provogue un stress oxydatif, I’inflammation et un dysfonctionnement endothélial
[IDF, 2007 ; Giugliano, 2008 ; Node et Inoue, 2009]. L’hyperglycémie postprandiale est
associée a une diminution du volume et du flux sanguin myocardique ainsi qu’a une altération
de la fonction cognitive chez les sujets agés atteints de diabéte de type 2 [Rebolledo et Dato,
2005 ; IDF, 2007 ; Giugliano, 2008].

De cefait le contréle de I’THGPP est aussi important que le contrdle de la glycémie a jeun chez
les diabétiques [Giugliano, 2008]. Outre les mesures diététiques, trois grandes approches
pharmacol ogiques peuvent étre envisagees pour mieux contréler I'nyperglycémie post-prandiale
: rdentir, voire inhiber, la résorption digestive des glucides alimentaires; assurer une meilleure
imprégnation insulinique immédiatement apres le repas; et diminuer la sécrétion et/ou I'action
de glucagon [Scheen et al., 2002]
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7. Diabete sucré et stress oxydant

L’oxygene, molécule indispensable a la vie, est susceptible d’entrainer des effets
dommageables dans I’organisme via la formation de radicaux libres et d’especes réactives
oxygéneées (ERO) [Gardes-Albert et al., 2003]. D’une part, la mitochondrie fournit a la cellule
une source d’énergie importante (36 molécules d’ATP sont génerées lors de la réduction de
I’oxygene/molécule de glucose). D’autre part, dans les conditions physiologiques, environ 0,4 a
4 % d’électrons s’échappent, réagissent directement avec I’oxygéne dissous dans le cytoplasme
et donnent naissance a des ERO [Haleng et al., 2007]. Pour se protéger de leurs effets déléteres,
I’organisme dispose d’un systéeme de défense, mais lorsqu’il est dépassé par une quantité
importante des ERO le stress oxydant s’installe [Sies, 1991 ; Defraigne et Pincemail, 2008 ;
Araki et Nishikawa 2010]. Les ERO produites en permanence dans I’organisme ont aussi un
réle physiologique important, ils sont impliquées dans le maintien de I’homéostasie cellulaire
(prolifération cellulaire, métabolisme, état redox pour I’expression de génes). Dans cette
perspective, les antioxydants sont alors des régulateurs de la production des ERO, dont ils
préviennent les effets dél étéres potentiels [M agder, 2006].

Les espéces réactives de I'oxygéne sont soit des radicaux libres, entités chimiques trés
instables et réactionnelles suite a la présence d’un électron libre dans leur structure (I’anion
superoxyde Oe-, le radical hydroxyle OHe et le monoxyde d’azote NOs), soit des molécules
comme le peroxyde d’hydrogéne (H,0,), I’oxygéne singulet (*O, est un état métastable-cas
exité- de la moléecule de I’oxygene O,), Elles sont produites d'une maniére accrue lors du stress
oxydant et sont responsables, d'une maniere directe ou indirecte, de nombreux dommages
oxydatifs au niveau moléculaire (acides nucléiques, protéines, lipides membranaires...) pouvant
affecter considérablement les mécanismes cellulaires [Araki et Nishikawa, 2010]. Les radicaux
hydroxyles sont les especes les plus agressives et donc les plus dommageables du stress
oxydant, tandis que les radicaux superoxydes semblent peu réactifs. Toutefois, ces derniers
demeurent des especes potentiellement toxiques via leurs réactions avec le peroxyde
d'hydrogene ou le monoxyde d'azote, générant respectivement des radicaux hydroxyles et des
anions peroxynitrites, tous deux tres délétéres vis-a-vis des matériaux biologiques [Haleng et
al., 2007].

Pour se protéger des effets déléteres des ERO, I’organisme dispose de deux sources
d’antioxydants : I’une est apportée par I’alimentation sous forme de fruits et légumes riches en

vitamines C, E, caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique; I’autre est
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endogene et se compose d’enzymes (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, catalase), de
protéines (ferriting, transferrine, céruléoplasmine, albumine) et de systémes de réparation des
dommages oxydatifs comme les endonucléases. A cela s’ajoutent quelques oligoéléments
comme le sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs d’enzymes antioxydantes
[Haleng et al., 2007].

Le stress oxydant constitue un terrain favorable au développement de pathologies divers
(diabéte, athérosclérose, maladies neurodégénératives...) ou dans le développement de
complications associées a celles-ci, ainsi que dans les processus de vieillissement [Defraigne et
Pincemail, 2008]. De méme, dans le diabéte sucré, le stress oxydant provoqué par les
concentrations anormalement élevées de glucose dans I'organisme joue un role trés important,
en particulier dans la survenue des complications diabétiques, qu'elles soient macro- ou
microvasculaires [Bonnefont-Rousselot, 2002 ; Gardes-Albert et al., 2003].

Stress oxydant et complications du diabéte

Plusieurs mécanismes pathogéniques conduisent a une augmentation du stress oxydant et
semblent étre impliqués dans I’apparition des complications du diabéte :

La voie des polyols : en situation d’hyperglycémie, I’hexokinase qui permet la
phosphorylation du glucose et son utilisation dans les voies de la glycolyse et des pentoses
phosphates est saturée. En conséquence, le glucose est transformé en sorbitol puis en fructose,
respectivement sous I’action de I’aldose réductase et de la sorbitol déshydrogénase. Suite a ces
réactions, le rapport NADH/NAD" s’éléve, entrainant une inhibition de la glycéraldéhyde-3-
phosphate déshydrogénase et une accentuation de la formation des produits terminaux de
glycation (Advenced Glycated Ends ou AGE). En outre, les taux cellulaires de NADPH,
coenzyme nécessaire a I’activité de la glutathion réductase, diminuent avec pour conséquence
une diminution des capacités antioxydantes [Rebolledo et Dato, 2005 ; Haleng et al., 2007 ;
Araki et Nishikawa 2010].

La production de produits terminaux de glycation : la glycation est caractérisées par la
fixation non enzymatique initiale de métabolites ssmples aux protéines (oses surtout |e glucose,
dérivés de I'urée, aldéhydes, lipides). Ces modifications conduisent, par des remaniements
moléculaires ultérieurs, a des atérations structurales et fonctionnelles des protéines, expliquant
leur participation a de nombreux dysfonctionnements cellulaires [Rebolledo et Dato, 2005 ;
Gillery, 2006]. Ces produits, retrouvés en concentrations élevées dans la rétine et les glomérules
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rénaux, jouent un réle important dans le développement des complications du diabéte [Selvar aj
et al., 2006].

L’auto-oxydation du glucose : en présence de fer le glucose s’oxyde entrainant la génération
d’ERO, mais aussi la production de la forme aldehyde du glucose, le glyoxal. Cette molécule se
fixe rapidement sur les proténes dans lesquelles apparait un résidu carboxyméthyllysine captant
facilement le cuivre, ce qui provoque le déclenchement de réactions de type Fenton avec
production de radicaux libres : il s’ensuit une augmentation de la peroxydation lipidique. Ce
meécanisme pourrait expliquer pourquoi le diabéte est souvent associé a des complications
cardio-vasculaires [Araki et Nishikawa, 2010].

L’activation de la protéine kinase C (PKC) : I’hyperglycémie intracellulaire entraine
I’activation de la PKC, contribuant ainsi aux anomalies des flux sanguins locaux [Haleng et al.,
2007 ; Araki et Nishikawa, 2010].

[1. La digestion et I’absorption

La digestion et I’absorption des nutriments s’effectuent dans le tube digestif. L intestin gréle
est le siege principal de ces deux étapes. Sa longueur de 4 a 6 métres et sa surface d’absorption,
amplifiée par les villosités et les microvillosités formant des replis a la surface des entérocytes,
permettent un contact prolongé avec les nutriments et les sécrétions gastriques, biliaires,
intestinales et surtout pancréatiques, qui vont toutes contribuer a la digestion des nutriments. La
digestion et I’absorption des glucides different selon leur nature. Ainsi, ils sont digérés puis
absorbés suivant des mécanismes specifiques nécessitant des enzymes et des systémes de
transport dédiés. L’absorption est principalement le fait du duodénum et j§unum [Lecleire,
2008].

1. Digestion des glucides

La digestion est I’ensemble de processus de simplification moléculaire par lesquels les
aiments complexes ingérés sont transformés en nutriments, molécules de petite taille,
susceptibles d’étre assimilées, ces molécules atteignent le flux sanguin pour qu’elles soient
utilisées par les cellules de I’organisme [Goodman, 2010] soit sous forme d’énergie immédiate
ou plus souvent apres un stockage provisoire [L ecleire, 2008]. Ce processus associe deux types
d’actions sur les aliments : des actions mecaniques (de fragmentation, de trituration et de
mélange des aliments) et des actions chimiques (de dégradation des molécules contenues dans

les aliments sous I’action des enzymes présentes dans les sucs digestifs). Les glucides sont la
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source principale d’énergie rapide, a court terme, pour le corps; facile a digérer, a absorber et a
transformer en énergie celulaire. L’amidon (polysaccharide constitué de I'amylose et
I’amylopectine) et les disaccharides (saccharose, lactose et maltose) sont les glucides les plus
courants dans I’alimentation et constituent la majeure partie des glucides digestibles [Dahlqvist,
1961 ; Schneeman, 2002]. La digestion des glucides est une voie métabolique d’hydrolyse des
polyosides en oligosides, puis en oses simples, sous I’action des enzymes digestives (tableau
n°2), initiée par les a-amylases (les a-amylases salivaire et pancréatique) est terminée par les o-
glucosidases (isomaltase, maltase, saccharase) [Schneeman, 2002 ; Barrett et al., 2010],
enzymes de la bordure en brosse de la membrane luminale des entérocytes de I’intestin gréle
[Dahlqvist, 1961].

La digestion de I’amidon

Ladigestion pré-intestinale de I’amidon commence deés la mastication sous I’influence de I’0-
amylase salivaire (ptyaine) qui débute son hydrolyse a pH neutre [Fogel et Gray, 1973;
Sibernagls et Despopoulos, 2001]. L’importance de cette enzyme n’est pas bien connue, car
son activité est trés vite inhibée par I’acidité du suc gastrique apres la déglutition [Ganong,
1986 ; Barrett et al., 2010]. La digestion de I’amidon est donc essentiellement intestinale,
effectuée au niveau de I’intestin gréle et passe par deux sites de digestion: digestion
extracellulaire dans la lumiére du tube digestif (intraluminale) par I’a-amylase pancréatique,
enzyme majeure du suc pancréatique, qui clive I’amidon au niveau des liaisons internes a-(1,4)
glucosidiques [Fogel et Gray, 1973 ; Whitcomb et Lowe, 2007] a I’exception des liaisons
0-(1,4) terminales et les liaisons a-(1,4) a coté des branchements tout en épargnant les liaisons
a-(1,6). Par conséquent les produits finaux de cette digestion sont des oligosaccharides, des
disaccharides (maltose), des trisaccharides (maltotriose) et a-limite dextrine (quelques
polymeéres de branchements avec une moyenne de 8 molécules de glucose liées par des liaisons
0-(1,6)) [Ganong, 1986 ; Barrett et al., 2010. Goodman, 2010]. L’activité de cette enzyme
dans la lumiére duodénale est si importante que I’amidon est majoritairement transformé des les
premiéres anses j§unales, permettant a la digestion membranaire de poursuivre tres tét I’étape
finale de la digestion compl éte de I’amidon gréace aux a-glucosidases (disaccharidases) enzymes
de la bordure en brosse de I’intestin [Barrett et al., 2010 ; Goodman, 2010]. Ces enzymes
sont : la maltase, isomaltase , saccharase et lactase, principalement qui hydrolysent les produits
de la digestion extracellulaire en monosaccharides: glucose, galactose et fructose [Fogel et
Gray, 1973 ; Goodman, 2010].
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Tableau n° 2 : Caractéristiques des enzymes majeurs de la digestion de glucides [Champ, 1985 ; Ganong, 1986 ; Barrett et al., 2010].

i , Typesdeliaisons
Numeéro Sitesde o pH .
] o Enzymes ] Sour ces glycosidique Substrats _ Produits
d’identification I’action ] optimal
hydrolysée
salivaire Labouche Glande sdlivaire 0-(1,4) et non pas amidon 6,7 Maltose,
% les liaisons a-(1,6) maltotriose et
> (EC 3211 o o
% _ _ o Sécrétion et lesliaisons _ limites o-
5 pancr éatique L’intestin gréle pancréatiue terminales o-(1,4) amidon 6,7-7,0 dextrines
maltose,
Maltase (EC 3.2.1.20) a-(1,4) ] 50-7,0 Glucose
maltotriose
Glucose et
% Saccharase (EC 3.2.1.26) Cdlules a-(1,2) saccharose 50-70 fruct
ructose
S .. L épithdlidesdela
g (EC 3.2.1x) L’intestin gréle Glucose et
S Lactase (EC 3.2.1.23) bordure en a-(1,4) lactose 58-62
ro) galactose
& brosse
dextrinase .
_ a- dextrine
(isomaltase) 0-(1,6) et a-(1,4) o Glucose
limites
(EC3.2.1.11)

o-amylase: 1,4- a-D-glucan-glucanohydrolase; Lactase: -galactosidase; [-D-galactoside galactohydrolase; Maltase: a-glucosidase: a-D-glucoside glucohydrolase; Saccharase ou

invertase : B-fructofuranosidase ; Dextrinase (isomaltase) : 1,6-0-D-glucan 6-glucanohydrolase.
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La maltase hydrolyse seulement laliaison a-(1,4) glucosidiques celle qui se trouve entre deux
molécules de glucose dans le maltose, et celle de I’extrémité non réductrice d’un polysaccharide
[Goodman, 2010], I’isomaltase (enzyme débranchante ou limite dextrinase) hydrolysela liaison
0-(1,6) glucosidiques au niveau des points de branchements dans les limites dextrine et la
liaison a-(1,4) glucosidiques au niveau du maltose et maltotriose. La saccharase hydrolyse la
liaison 0-(1,2) glucosidiques entre le glucose et le fructose dans le saccharose. La lactase
hydrolyse la liaison a-(1,4) glucosidiques entre le glucose et le galactose dans le lactose
[Liecberman et Marks, 2009; Goodman, 2010]. Une fois la digestion membranaire est
terminée les monosaccharides peuvent étre absorbés par les membranes d’entérocytes de la

bordure en brosse pour se retrouver dans le flux sanguin [Shirazi-Beechey, 1990].

2. Absor ption des glucides

L'absorption est un phénomene assez complexe du passage des nutriments dans le sang a
travers la paroi du tube digestif. Ce phénomene, comme la digestion, seffectue principalement
dansl'intestin gréle [Mar shall et Bangert, 2005 ; L ecleire, 2008 ; Lieberman et Marks, 2009].
Les glucides réduits en monosaccharides par la digestion (glucose, galactose et fructose), vont
étre immédiatement absorbés au niveau des entérocytes selon des mécanismes différents et
spécifiques, pour atteindre la circulation sanguine et tous les tissus [L ecleire, 2008 ; Lieberman
et Marks, 2009]. Etant des molécules trés hydrophiles, les monosaccharides ne peuvent pas
traverser librement les phases lipidiques des membranes cellulaires. 1ls ont besoin de ce fait de
transporteurs spécifiques présents dans la membrane cellulaire de la bordure en brosse, ces
transporteurs sont soit des transporteurs SGLT : “sodium-glucose linked transporter” ou
cotransporteur sodium-glucose qui assure un transport actif (secondaire) soit des GLUT :
“glucose transporter” ou transporteur de glucose qui assure une diffusion facilitée (ne nécessite
pas d’ATP) [Lieberman et Marks, 2009].

Le glucose (et le galactose) doit traverser une cellule de la couche céllulaire de surface de
I’intestin avant de parvenir au sang. Il doit donc traverser une premiére fois la membrane de cette
cellule pour y pénétrer, puis la traverser de I’autre coté pour en sortir. Puisque le glucose (et le
galactose) peut étre absorbé méme lorsque sa concentration est trés faible dans I’intestin, il doit
donc y avoir un mécanisme de transport actif qui lui permet de passer a travers la membrane
contre son gradient de concentration. Le glucose (et le galactose) franchit la membrane de

I’entérocyte par I’intermédiaire d’une protéine spécifique : un co-transporteur Na'-glucose
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(galactose), appelé SGLT1 qui se trouve au niveau de la membrane apicale (c6té luminal)
[Wright et al., 2003 ; Lieberman et Marks, 2009].

Le systeme de transport impliqué dans I’absorption du glucose (galactose), situé du coté
luminal des cellules muqueuses de I’intestin est un co-transporteur actif secondaire couplé au
sodium (SGLT1). C’est un systéeme symport : déplacement dans le méme sens du glucose
(galactose) et Na', dans un rapport glucose (galactose)/Na” = 1/1. L’énergie a cette entrée active
secondaire du glucose provient du gradient éectrochimique du Na" (pour lequel la pompe Na'™
K*-ATPase intervient a différents endroits de la cellule) [Sibernagls et Despopoulos, 2001 ;
Lieberman et Marks, 2009 ; Goodman, 2010]. Ainsi le glucose (galactose) accumulé dans la
cellule quitte, celle-ci, passivement, du cbté sanguin, par diffusion facilitée assurée, par uniport,
par un transporteur de glucose de type 2 (GLUTZ2), aors que le fructose, entre tout a fait
passivement dans la cellule, est transféré par le GLUTS [ Sibernagls et Despopoulos, 2001 ;
Lieberman et Marks, 2009].

[11. Plantes médicinales antidiabétiques

Depuis des temps immémoriaux, les plantes ont servis comme source précieuse de
médicaments pour I’homme. D’apres I’OMS, 65% de la population mondiale utilise encore les
plantes médicinadles pour leur soin primaire ou incorporées dans leur systéme de santé
[Fabricant et Farnsworth, 2001 ; Prabhakar et Doble, 2011]. Cette proportion est encore plus
importante dans les pays en voie de développement, surpeuplés et pauvres [Wadkar et al.,
2008]. L’utilisation des plantes médicinales a travers le monde est liée a leur efficacité,
disponihilité, faible colt et moins d’effets secondaires [Prabhakar et Doble, 2011 ; Prabhakar
et al., 2014]. Les plantes médicinaes trouvent encore leurs indications thérapeutiques dans le
traitement de plusieurs maladies en Algérie, cette derniére caractérisée par un climat diversifié et
une position géographique qui favorisent une diversité de plantes dans ses différentes régions
(cGtiéres, montagneuses et sahariennes). Ces plantes constituent des remedes naturels potentiels

qui peuvent étre utilisés en traitement curatif et préventif [Mahmoudi, 1989 ; Belouad, 1998].
1. Phytothérapie et diabéte sucré

La phytothérapie, telle que définie par I’OMS, fait partie de la médecine traditionnelle
regroupant une somme de connai ssances, compétences et pratiques qui reposent sur les théories,

croyances et expériences propres a une culture et qui sont utilisées pour maintenir les étres
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humains en santé. Dans certains pays, les appellations médecine paralléle, alternative et douce

sont synonymes de la médecine traditionnelle [OM S, 2000].

La phytothérapie, basée sur I’utilisation de plantes médicinales, continue a occuper une place
de choix malgré le développement des médicaments de synthése et le progres de la

pharmacologie [Fabricant et Farnsworth, 2001].

Malgré I’intérét particulier porté sur I’étude des plantes médicinales par la recherche, le
potentiel des plantes médicinales pour la découverte de nouveaux médicaments, reste largement
inexploité en égard au nombre d’espéces de plantes supérieures (angiospermes et
gymnospermes) sur la planete qui est estimé a 250 000. En effet, sur ce nombre, seulement 15 %
ont été évaluées sur le plan phytochimique et 6% ont été testées pour leur activité biologique y
compris I’activité antidiabétique [Fabricant et Farnsworth, 2001].

Selon la bibliographie, différentes enquétes ethnobotaniques réalisées a travers le monde ont
permis le recensement de plus de 800 plantes utilisées traditionnellement pour le contréle du
diabete sucré, dont 450 especes ont prouvé leur effet antidiabétique suite a I’expérimentation
scientifique, tandis que le meécanisme d’action a été élucidé seulement pour 109 plantes
[Prabhakar et Doble, 2011].

Les études expérimentales et recherches menées sur les plantes médicinales empreintant
I’approche ethnopharmacologique confirment de plus en plus leurs propriétés antidiabétiques
[Grover et al., 2002]. Le controle du diabéte sans effets secondaires reste un defi, ¢’est pourquoi
I”investigation et la recherche de nouveau agent thérapeutique a partir de plantes médicinales est
devenu tres important (un moyen efficace et sans effets secondaires) pour cette maladie
[Prabhakar et Doble, 2011]. Malgré les progres en chimie organique de synthese du vingtieme
siecle, plus de 25 % des médicaments tirent directement ou indirectement leurs origines des
plantes [Newman et al., 2000]. Des recherches scientifiques récentes montrent que différentes
substances isolées a partir de plantes ont montré un effet hypoglycémiant important [Benalla et
al., 2010].

Les plantes médicinales constituent une source de composés naturels qui présentent une
grande diversité structurale et peuvent ainsi constituer un réservoir de molécules douées de
vertus thérapeutiques [Oubre et al., 1997]. La premiere plante medicinale dont I’effet
antidiabétique, clairement décrit était Galega officinalis L. (Fabaceae) prescrite en médecine
traditionnelle européenne depuis le moyen age pour traiter e diabéte sucré. Son principe actif, la
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gaégine, a servi de modele de synthese de la metformine et d’autres médicaments

antidiabétiques appartenant a la classe des biguanides [Oubreet al., 1997 ; Rios et al., 2015].

D’autres plantes intensivement étudiées pour mettre en valeur leur effet antidiabétique ont été
rapportées dans de nombreuse éudes, parmi lesquelles : Allium sativum (Liliacées), Azadirchta
indica (Meliacées), Coccinia indica (Cucurbitacées), Gymnema sylvestre (Ascelpidacées),
Mamordica charantia (Cucurbitacées), Olea europaea (Oleacées), Punica granatum
(Lythracées), Citrullus colocynthis (Cucurbitacées), Trigonella foenum graecum (Léguminosées)
et VVaccinium arctostaphylos (Ericacées) [Arulselvan et al., 2014 ; Rioset al., 2015].

2. Lesprincipes actifs des plantes antidiabétiques et leurs modes d’actions

L es plantes médicinal es antidiabétiques peuvent agir par différents mécanismes d’action, elles
peuvent exercer un effet direct sur le pancréas en stimulant la sécrétion voire I’inhibition du
processus de dégradation de I’insuline, la régénération ainsi que la cytoprotection des cellules 3
pancréatiques par la prévention du stress oxydant (piégeage de radicaux libres) qui peut étre a
I’origine de leur dysfonctionnement. L’effet antidiabétique peut étre extra-pancréatique en
contrélant le métabolisme glucidique, tout en stimulant la captation du glucose et son
métabolisme dans les cellules cibles a I’insuline, en inhibant la glycogénolyse hépatique et les
enzymes intestinaux I’a-amylase et les a-glucosidases, en inhibant I’absorption intestinale du
glucose ou le transport de glucose [Prabhakar et Doble, 2011; Prabhakar et al., 2014 ; Rios et
al., 2015]. Les tableaux 3 et 4 regroupent les effets antihyperglycémiants de quelques plantes

meédicinales.

Les principaux phytoconstituants actifs isolés de plantes médicinales antidiabétiques sont
généralement des métabolites secondaires, substances chimiques de structures tres diversifiees.
Elles sont produites par les plantes pour se défendre contre les pathogenes microbiens et attirer
les organismes utiles (pollinisateurs...), comme les polyphénols, acaloides, flavonoides,
saponines... [Prabhakar et Doble, 2011].

Certains polyphénols controlent le métabolisme glucidique et lipidique, atténuent
I’hyperglycémie et la résistance a I’insuline, améiorent le métabolisme du tissu adipeux,
apaisent le stress oxydatif et les processus d’inflammation. Les polyphénols préviennent le
développement de complications du diabéte a long terme (maladies cardiovasculaires,
neuropathie, rétinopathie et néphropathie) [Bahadoran et al., 2013].
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Les flavonoides, se différencient en six sous classes: flavonols, flavones, flavanones,
flavanols, anthocyanines et isoflavones, ils sont doués de propriétés hypoglycémiantes et
antioxydantes. Ils contrélent le métabolisme glucidique et oxydatif touché au cours du diabéte
sucré [Pandey et Rizvi, 2009 ; Prabhakar et Doble, 2011 ; Hussain et al., 2013]. IIs inhibent
I’absorption de glucose, les enzymes digestives (a-amylase et a-glucosidase) et |es transporteurs
de glucose au niveau de I’intestin gréle [Wenzel, 2013]. Les flavonoides agissent comme agents
antidiabétiques en diminuant le taux du glucose et aussi en réduisant significativement le taux du
cholestérol, des triglycérides plasmatiques, en améliorant I’activité de la glucokinase hépatique,
en stimulant la sécrétion dinsuline et la captation de glucose par les cellules cibles a travers la
signalisation cellulaire [Hussain et al., 2013].

A leur tours, les saponines (steroides akaloides ou triterpenoides) exercent leur effet
hypoglycémiant par le bais de la restauration de la réponse dinsuline, I'améioration de la
signaisation dinsuling, l'augmentation du taux dinsuline plasmatique, I’induction de la

libération d'insuline du pancréas [Prabhakar et Doble, 2011].

De méme les alcaloides peuvent inhiber I'a-glucosidase et diminuer le transport du glucose a
travers|'épithélium intestinal [Bhushan et al., 2010].
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Tableau n° 3 : Effets antihyperglycemiants de quel ques plantes médicinales.

Plantes et composés

Dose

Modeéle d’essai

Résultats majeurs

actifs Références
- Réduit significativement le
o . Rats normaux et taux de glucose sanguin (dose
Egrg:aﬁ]rgn(%lcl)%lfe d’autres rendues dépendant). [Ajbnoor et
400 mg/kg p.) diabétiques par - Effet hypoglycémiant chez Tilimsany, 1988]
gp: I’alloxane les rats diabétiques (dose
dépendant)
- Réduction du taux de
glucose sanguine basale et
apres test de tolérance orale
au glucose.
Graines en poudre . L -Réduction de la glycosurie et
25g /jour pendant 24 ?to péitzu)ents diabetiques de I’hémoglobine glyquée a [Sharlg;}]et al.,
semaines yp 13% et 12,2%, respectivement
chez 40 patients apres 8
semaines de consommeation de
la poudre des grains de cette
plante
. Sujets normaux (20 a | -Diminution significative de
Extrait agueux - N . [Abdel-Barry et
40mg/kg p.c 30 ans) Ila glycc_emle 13,4 % 4h agpres al., 2000]
Trigonella gge;tlotp de laglveémi Marl
- Diminution de la glycémie arleset
foenurrgraecum (Fj{ié:sértiengsﬁ%w postprandiale. Farnsworth,
’ Extraits bruts I’alloxgne P 1994 ; Dey et al.,
2002]
] - Amédiore la tolérance au
;88 d%gzgg.“&ie” glucose et démunie le taux de
par jour pendant 10 Patients diabétiques glucose sanguin basal avec [Srinivasan,
jours (type 1) une réduction concomitante 2006]
de 50% de glucose urinaire
excrété
Extrait _ethanollque Rats rendues - Lado_sede lg/kgp.c:la [Mowlaet al.,
des graines (2g/kg, diabétique par plus efficace 2009]
1lg/kg, 0.5g/kg et I’alloxgne P extrait riche en: acaoides,
0.1g/kg) stéroides et sucres.
-Diminution de I’incrémental
de la surface sous la courbe [Robert et al
559 Personnes obéses de la glycémie (AUC) par "
e 2014]
rgpport au témoin et
diminution de I’HGPP
50 g de graines en - Effets  antidiabétiques
poudre par semaine (I;a:sért(iengé%ar Nitrate réduction significative du taux [EI-V\égli;]et al,
pendant 2 semaines quesp de glucose et HbA1c.
Securigera
securidacea L
cardenolide,
rfq‘é;ﬁ(‘)")‘(yhymanog et gE;‘at‘.rrf“éaq“e”X de | Reatsdiabétiques - Effet hypoglycémiant [Ali et al., 1998]
cing nouveau derivées
dihydrobenzofurane
(securigran | aV)
Otholobium pubescens
(Poair.) JW. bakuchiol, _ . - Réduisent laglycémie de [Krenisky et al.,
Grimes meroterpene Rats diabétiques mani ere dose dépendant 1999]
. Rats Wistar rendu - Réduit significativement le .
Retama raetam Elxatrr];dletean(ziuéertéx dela diabétiques par taux de glucose sanguin (M agg(r)gg]l etd.
P streptozotocine
Genista teneva Rats Wistar rendu - Réduit significativement le
apegénine . diabétiques par taux de glucose sanguin. [Rauter et al.,
chrysoeriol, gensteine7- 4 mg/kg p.c/jour streptozotocine - Améliorelatolérance orde 2010]

O-glucoside et rutine

au glucose
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- Extrait aqueux a - Ratsrendues - activité hypoglycémiques [Manickam et
250 mg/kg p.c diabétiques par - induit la sécrétion d’insuline al., 1997]
I’alloxane et laconversion de
proinsulineen insulinein
Pterocarpus mar supium vitro. .
Roxb - restaure et protége Igs
S cellules B chez des patients
(-)-Epi catéchine diabéi
; jabétiques
Marsupsin
Sttero <ilbene - Extrait éthanolique | - Rats Wistar rendu - exerceun effet Anti- [Patel et al.,
a0,25 g/kg p.c. diabétiques par hyperglycémie. 2012]
streptozotocine.
- Extrait - effet Antidiabétique [Noor et al.,
méthanolique de - Rats Wistar rendu similaires & celui de 2013]
I’écorce300 mg/kg. diabétiques par metformine
streptozotocine.
Graines delupin - Réduit significativement le
fraction enrichi en - Rats rendues taux de glucose sanguin [Gaikwad et al
Lupinus termis Forssk quinolizidine diabétiques par 2014] v
alcaoides I’alloxane
Fraction enrichi en - Réduction de I’AUC du test
. kaempferol de tolérance orale au glucose .
(LLV‘;' e max glycoside &t - Rats diabétiques (TTOG) [Ga’%ﬂ]et a,
: kaempferol des
feuilles
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Tableau n°® 4 : Effets antihyperglycemiants de quelques plantes médicinales agissant au

niveau intestinal : inhibition de la digestion enzymatique de glucide et absorption de glucose.

Parties utilisées de la plante Extraits Effets biologiques Références
- L’administration Orale de cet extrait aux rats normaux
] ) Extrait inhibe significativement (P<0,01) I’activité de la sucrase.
Lesgraines de Trigonella i ) o o o [Hannan et al.,
méthanolique - Inhibition significative (P<0,05) de la digestion et
foenum-graecum (fenugreek) . . ) 2007a]
(0-5 g/kg p.c) I’absorption des glucides durant la perfusion du glucose
in situ.
- Réduction importante et significative (P<0,01) de
I’hyperglycémie par  I’inhibition  de [I’absorption
intestinale de glucose (2,5 g/10 ml/ kg p.c), utilisant la
technique de perfusion dans I’intestin gréle (in situ).
) Extrait agueux (0,5 | -L’administration orale de cet extrait améliore [Hannan et al.,
I’écorce de Plantago ovata o
g/kg p.c) significativement (P<0,01) latolérance orae au glucose 2007b]
chez les rats normauix et diabétiques (type 1 et type 2).
- Quand cet extrait est administré oralement avec le
sucrose (2,5 g/kg p.c), il supprime I’hyperglycémie
postprandiale et retarde I’absorption intestinale (P<0,01).
- Les résultats montrent que tous les extraits administrés
par voie orale simultanément avec le glucose exercent un
effet  antihyperglycemiant significatif  (p<0,05-0,01;
Extrait é&hanolique | p<0,005-0,001) chez les rats diabétiques.
Les feuilles, tiges et écorce de et aqueux - L’extrait éthanolique de tiges et écorce exercent un effet [Bhowmik et
Mangiferaindica Linn (1.25 g/10 mL/kg antihyperglycemic significatif (p<0.01) lors qu’il est al., 2009]
p.c) administré 30 min avant le glucose.
- Cet extrait redui I’absorption de glucose graduellement
Durant toute la période de perfusion intestinae chez les
rats diabétiques.
- L’extrait a 250mg/kg montre que I’absorption de glucose
(2,5 g/kg) est inhibée significativement (p<0,05) tout au
. o Extrait éthanolique long de [Iintestin pendant 15 minutes de perfusion
Laplante entiére de Spirulina ) ) [Fayzunnessa et
] (250 et 500 mg/kg | intestinale.
platensis . o o al., 2011]
p.c) - L’extrait a 500mg/kg inhibe significativement (p<0.05)
I’absorption du glucose au cours de 10 a 15 min de
perfusion intestinale.
- L’administration orale de cet extrait améliore la
] ] tolérance orale au glucose. Le pic de laglycémie est
Extrait éthanolique ] ) i
) supprimé a 30 min (P<0,05) et a 60 min (P<0,05) chez
Lesracines de Asparagus (25 mg/ml), o [Hannan et al.,
o les rats normaux et diabétiques.
racemosus équivalent de 1,25 o o 2012]
ok - Diminution significative (P<0,05 a P<0,01) de la
g

digestion et I’absorption intestinale de glucose (54 g/l)

durant la période de perfusion.
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Les racines de Hemidesmus

indicus

Extrait éhanolique
(250 mg/kg p.c)

- Cet extrait exerce un effet antidiabétique par inhibition
significative (p<0,05) de la digestion et I’absorption de
glucose.

- Les résultats obtenus des deux techniques: perfusion
intestinale in situ et sac intestins in vitro montrent que cet

extrait est efficace pour le traitement du diabéte.

[Sirgj et al.,
2013]

Laplante entiére de Centella

asiatica

Extrait éthanolique
(1000 mg/kg.p.c)

- Une combination de tests in-vitro, in-vivo et in-situ
confirme I’activité anti-hyperglycemiante de cet extrait.
-I’administration orale de cet extrait améliore
significativement (P<0,05) la tolérance orale au glucose
(2,5 g/10 mi/kg p.c) acourt et along terme.

- L’extrait a 1g/kg réduit significativement (p < 0,05)
I’absorption de glucose (54 g/l) in-situ durant toute la
période de perfusion intestinale.

- Il inhibe I’action des enzymes intestinales disaccharidase
et a-amylase ce qui est confirmé via la technique de six
segments intestinaux, ou la digestion de sucrose (2,5 g/kg)
et I’absorption de glucose sont complétement inhibées

tout au long de I’intestin gréle.

[Kabir et al.,
2014 (b)]

Les feuilles de Alpinia nigra

Extrait éthanolique
(500 mg/kg et 800

mg/kg p.c)

- L’administration orale de cet extrait (800 mg/kg p.c)
améliore significativement (P<0,05) latolérance orale au
glucose (2,5 g/10 mi/kg p.c) a court terme chez les rats
normaux avec un pourcentage de réduction de 20,82%
apres 2h de I’administration de glucose.

- L’extrait (500 mg/kg p.c) réduit significativement
(p < 0.05) I’absorption de glucose (54 g/l) in-situ durant
toute la période de perfusion intestinal.

- Cet extrait inhibe significativement I’activité de la
disaccharidase intestinale ce qui est confirmé via la
technique de six segments intestinaux, ou la digestion de
sucrose (2,5 g/kg) et I’absorption de glucose sont

completement inhibées tout au long de I’intestin gréle.

[Kabir et al.,
2016]
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3. Laplante étudiée Ononis angustissima

La plante qui a fait I’objet de cette étude est Ononis angustissima Lam. subsp. polyclada
Murb [Dobignard, 2013 ; Benabderahmane et al., 2014], appel ée la bugrane

3.1 Taxonomie et description botanique
Selon Dobignard, 2013 la classification botanique de Ononis angustissima est la suivante :

Régne Végeta
Embranchement Spermatophytes

Sous Embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones
Ordre Rasales (Fabales)
Famille Fabaceae

Sous Famille Papilionacées
Tribus Trifoleae

Genre Ononis

Espéce angustissima

Figure1: Différentes parties de O. angustissima

[Dobignard 2013]_ A : laplante entiére ; B : tiges et feuilles
’ C:fleur; D : fleurs.

Le genre Ononis comprend 75 espéeces trés répandues a travers I’Europe, I’Asie, le Nord-Est
de I’Afrique et le Nord de I’Amérique, largement distribué principalement dans les régions
semi-arides et arides [Mezrag et al., 2013]. O. angustissima est de type biologique Chaméphyte
[Bouheroum et al., 2009 ; AJAA, 2012], est connue sous le nom vernaculaire « Hennete el-bel
et Tfiza » en Algérie [Chahma et Djebar, 2008]. La variété O. angustissima Lam. subsp.
polyclada Murb est spontanées et endémique du Sahara septentrional [Bouheroum et al.,
2009 ; Mezrag et al., 2013]. Elle est inventoriée et se répartie suivant les différents types de
parcours, dans les lits des oueds, dépressions, sols sableux et les hammadas (Ouargla, Guardaia,
Ain Safra, Bechar, Biskra, Boussaada, jusqu’a Beni Abbas) [Bouheroum et al., 2009 ; Cheriti
et al., 2011 ; Benabderahmaneet al., 2014].

C’est une plante herbacée pouvant se développer en petits buissons a tigestrés ramifiées
ala base [Chebli et al., 2001 ; Vanden Berghen, 2015]. Elle est caractérisée par des fleurs
jaunes, sur des pédoncules allongés (qui se prolonge au-dela de I'insertion de la fleur) et réunis
en grappes laches; folioles étroites presque linéaires peu ou pas dentées. Elle est de taille: 30 cm

a 1m, pourvue d'une longue racine pivotante ; de leur base ligneuse et tortueuse, partent des
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rameaux, dressés et agglomérés pour former un déme haut (figurel) [Bouheroum, 2007 ;
Vanden Berghen, 2015], rameuse a nombreuses tiges dressées bien verte. La touffe est
robustes, les rameaux sont persistants aprés la floraison et devenant un peu épineux. Les feuilles
atrois folioles étroites quatre a cing fois plus longues gue larges, plus ou moins dentées. Elles
sont munies de deux stipules engainantes a leur base, |e pétiole des feuilles est court. Le fruit est
une gousse cylindrique [Ozenda, 1991 ; Bouheroum, 2007]. Les gousses pendantes, linéaires,
briévement stipuléées, mesurent moins de 3 cm de long et contiennent plusieurs graines d'environ
1,5 mm de diamétre courbées, brunes, tuberculisées. La floraison alieu au mois de Mars ou elle
est échelonnée durant cette période [Chebli et al., 2001], cette plante peut ainsi varier, dans le
détail, d'une année al'autre. O. angustissima, est considérée comme une espéece appartenant a un
groupe écologique indicateur de la présence d'eau douce dans le sol, a une profondeur
relativement faible (2 a5 m) [Vanden Berghen, 2015].

3.2 Phytochimie

La famille des [égumineuses extrémement riche en flavonoides, et caractérisée par la présence
d’isoflavones, de rotenoides, d’anthocyanines et de flavonols glycosylés [John Ingham, 1982].
Plusieurs espéces de Ononis produisent une substance cireuse dans ses racines nommeée

Onocerin, utilisée comme critére de classification taxonomique [Kloda et al., 2008].

Ce n’est que récemment que cette plante a fut I’objet d’étude de sa composition
phytochimique et différents flavonoides ont éé isolés pour la premiere fois de cette espéce
[Bouheroum et al., 2009 ; Mezrag et al., 2013 ; Benabderahmane et al., 2014]

L’etude de Youcef et al., (2014) effectuée pour la premiere fois concernant la détermination
de la composition chimique des huiles essentielles de O. angustissima récolté a Mogheul a 40
km d Bechar au sud-ouest de I’Algérie. Le rendement de la digtillation est de 0,73% (p/p) en
relation avec le poids sec de la plante. Un total 24 constituants a é&té déterminé ce qui est
I’équivalent d’environ 78,8% des huiles essentielles. Les composes maeurs sont : phytol
(17,4%), valencene (5%), &-cadinene (5,0%), B-eudesmol (7,5%) et Z,Z-farnesol (8,8%).

Les travaux réalisés par Djeridane et al., (2010) montrent que la teneur d’ononis
angustissima en composes phénoliques totaux est de 12,03 mg/g de matiére seche et les
flavonoides (02,35 mg Rutine/g matiere séche). Ces derniers éaient dominants (4,24%
équivalent de catéchine (p/p)) suivis par les dérivés hydroxybenzoique (1,37% équivalent
d’acide gallique (p/p)) et les dérivés hydroxycinnamiques (0,09% équivalent d’acide caféique

(p/p)). Le potentiel antioxydant de I’extrait acétate d’éthyle de O. angustissima utilisant la
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méthode de DPPH a donné une I Csq de I’ordre de 20,83 + 0,08 mg/L. Ains sa partie aérienne est
considérée comme une bonne source d’antioxydants dont les polyphénols et flavonoides
[Djeridaneet al., 2010 ; Ghribi et al., 2015].

L’investigation phytochemique approfondie des extraits et fractions méthanoliques,
chloroformique et d’acetate d’éthyle des racines de O. angustissima L, a permis I’isolation de
nouveaux isoflavones:  5-hydroxy-6,7,8-trimethoxyflavone  (Alnetin) ;  5-hydroxy-6,7-
dimethoxyflavone (6,7-dimethoxybaicalein) ; 5,6-dihydroxy-7-methoxyflavone
(7-methoxybaicalein) ;  5,7-dihydroxyflavone(chresin)  [Bouheroum et al.,, 2009].
2’ ,4’-dihydroxychalcone ; 2’'-hydroxychalcone; 6-hydroxy-4-methoxyaurone [Mezrag et al.,
2013]. 2, 3, 4-Trihydroxyphenyl)-3-phenylprop-2-en-1-one ou 2’,3’,4’-Trihydroxychalcone;
6-Hydroxyaurone; 2’,4’-Dihydroxychalcone; 5-Hydroxy,7-Metoxyflavone (tectochrysin)
[Benabderahmane et al., 2014]. ononin ; formononetin ; 3-(4-(glucopyranosyloxy)-5-hydroxy-
2-methoxyphenyl)-7-hydroxy-4H-chromen-4-one ; (+)-puerol A-2-O-B-D-glucose ; (-)-puerol
B-2-O-B-D-glucopyranose  ((-)-sophoraside A); (+)-puerol A ;  (-)-trifolirhizin;
(-)-trifolirhizin-6’-O-malonate ; (-)-maackiain et (-)-medicarpin [Ghribi et al., 2015]. (3S)-7-
hydroxy-4’-methoxy-isoflavone  3’-B-D-glucopyranoside (1) ; kaempferol 3-O-B-D-
glucopyranoside-7-O-(2"-acetyl)- B-D-galactopyranoside (4) [Mezrag et al., 2016].

3.3 Donnés ethnophar macologiques

Selon la bibliographie et les données ethnopharmacologiques plusieurs especes du genre
Ononis sont utilisées dans le traitement de la jaunisse, I’inflammations urinaire, les calculs du
rein, diarrhée et rhumatisme [Abdel-Kader., 1997 ; Benabderahmane et al., 2014 ; Youcef et
al., 2014 ; Ghribi et al., 2015]. Ononis sessilifolia Bornm, Ononis basiadnata Hub.—Mor et
Ononis macrosperma Hub.—Mor) sont utilisées pour traiter et désinfecter les blessures. Le
décocté de Ononis est utilisé comme remede pour plusieurs maladies : maladies de peau (eczéma
et cancer de peau), affections rhumatismales et 1a goutte [Slntar et al., 2011 ; Tumova et al.,
2011 ; Benabderahmane et al., 2014; Youcef et al., 2014 ; Ghribi et al., 2015] ; En outre des
travaux scientifiques sur les membres de ce genre ont montré qu’ils possédent de nombreuses
activités pharmacol ogiques : antidiabétiques, antibiotiques (Ononis viscosa contre les bactéries a
Gram positive) antifongique, antipyrétique, anti-inflammatoire, antiviral, cytotoxique,
anal gésique, diurétique (les racines de Ononis spinosa et Ononis arvensis), laxatif et antiseptique
[Slntar et al., 2011 ; Tumova et al., 2011 ; Santoro et al., 2013; Youcef et al., 2014 ; Ghribi
et al., 2015].
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O. angustissima est fréeguemment utilisée en Algérie dans la pharmacopée traditionnelle en
décoction de sa partie aérienne. Cette plante présente un effet thérapeutique et propriétés
hémostatiques dues aux métabolites secondaires spécifiques avec des caractéristiques chimiques
et biologiques originales [Chahma et Djebar, 2008 ; Chehma and Y oucef, 2009]. Cette plante
est utilisée auss en Algérie dans la médecine traditionnelle pour le traitement du diabete
[Khacheba et al., 2014].
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Chapitre | : Etude phytochimique de ononis angustissima Matériel et méthodes

Matériel et Méthodes
1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est |a partie aérienne de Ononis angusttissima Lam
subsp. polyclada Murb (Fabaceae) récoltée a maturité durant la période de floraison au mois
d’Avril 2012 et 2013 dans la région d’Ain Safra wilaya de Nadma (Algérie). Au sein du
laboratoire, les différents organes de la plante feuilles et tiges sont récupérées ensemble, les
fleurs sont récupérées séparément, I’ensemble est mis a secher a température ambiante pendant
quelques jours. lls sont ensuite conservés a I’abri de I’humidité et la lumiere jusqu’a leur
utilisation.

2. Extractions

A partir des fleurs on a préparé |’extrait aqueux de fleurs. A partir des feuilles et tigeson a
préparé I’extrait aqueux et I’extrait eau méthanol (figure 2). Tous les extraits une fois récupérés

sont conservés hermétiquement jusqu’a leur utilisation ultérieure.
2.1 Préparation de I’extrait aqueux de fleur (AqFl)

Lapréparation de cet extrait est réalisée comme sulit :
Extraction sous reflux a 50°C pendant 30 minutes de 50 g de fleurs séchées dans 750 ml d’eau
distillée. Aprés refroidissement, la solution est ainsi séparée du marc, filtrée puis évaporée a
sec a I’issue duquel I’extrait sec de fleurs AgFI est obtenu.

2.2 Preparation de I’extrait aqueux defeuille et tiges (AQFT)

30 g de la partie aérienne séchée d’Ononis angustissima (feuilles et tiges) sont soumis a une
extraction sous reflux dans 450 ml d’eau distillée pendant 30 minutes a 50 °C. La solution
récupérée est filtrée, lefiltrat récupéré est évaporé a sec. Le produit obtenu est AQFT

2.3 Preparation de I’extrait hydro-méthanolique (EMFT)

60 g du matériel végétal (feuilles et tiges) dans 480 ml du mélange eau/méthanol (30/70) sont
mis a macérer pendant 48 heures a température ambiante, la solution est ainsi séparée du marc
puis filtrée, lefiltrat récupéré est ensuite évaporé a sec et le produit obtenu représente I’extrait
EMFT.
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2.4 Préparation de I’extrait acétate d’éthyle (AcFT)

Cet extrait est préparé a partir de I’extrait EMFT, aprés éimination du méhanol dans le
rotavapeur la phase aqueuse restante fait I’objet d’une extraction liquide-liquide par I’hexane
(V/IV) puis deux fois par I’acétate d’éthyle (V/V), la phase organique récupérée est évaporee a

sec et le produit récupéré représente I’extrait AcFT.
2.5 Préparation de I’extrait n butanol (n-BFT)

L a phase aqueuse récupérée au cours de la préparation de I’extrait acétate d’éthyle (AcFT) est
soumis a une extraction liquide-liquide en utilisant le n-butanol. Aprés évaporation a sec le
produit récupéré est I’extrait n butanol (n-BFT).
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Matériel végétal : Partie aérienne de O. angustissima

v

Fleurs séchées

Matériel et méthodes

Feuilles et tiges

3049

(509) 60 g
Décoction pendant 30 min Macération dans 480 ml eau
2450 °C méthanol (30/70) pendant 48
Dans 750 ml d’eau heures
distillée

Filtration et l

évaporation asec du F|Itrat_| ondela
filtrat solution eau-
méthanol

'

Extrait aqueux de
fleurs (AgFl)

l

Concentration de la solution eau-
méthanol et récupération de la
phase aqueuse

v

l

v

Décoction pendant 15min
a50°C dans 450 ml d’eau
digtilléea50 °C

Filtration et
évaporation a sec du
filtrat

v

Extrait agueux de
feuilles et tiges
(AQFT)

Evaporation & sec de la solution
eau-méthanol

Extraction liquide/liquide de la Extrait Eau-Méthanol

phase agueuse (EMFT)

'

Hexane (V/V)

Extraction liquide/liquide de
la phase agueuse

v
Phase Organique - acgtate d’éthyle

Evaporation a sec

Extrait acétate
d’éthyle (AcFT) Extraction liquide/liquide de
v la phase agueuse

n-butanol

Phase Organique l

Evaporation a sec l l
Extrait n-butanol Phase aqueuse
(n-BFT)

Figure 2 : Schémaexplicatif dela préparation des extraits agueux et organiques de la partie aérienne

de O. angustissima (fleurs, feuilles et tiges)
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3. Criblage phytochimique

Tous les extraits préparés (10 mg/ml) ont fait 1I’objet d’un criblage phytochimique par des
tests qualitatifs basés sur des réactions spécifiques (coloration, précipitation) qui permettent de
mettre en évidence certaines familles chimiques de métabolites secondaires, principalement : les
tanins, flavonoides, alcaloides, quinones libres, anthraguinones, coumarines, saponisides,
terpénoides, composés réducteurs et amines dans un extrait végétal.

Nous nous sommes basés sur les méthodes classiques decrites précédemment par Harbor ne,
(1998), Trease et Evans, (1989) et par De et al., 2010. Les extraits secs sont dissous au

préalable dans I’eau distillée, le mélange eau méthanol ou bien utilisés a I’état sec.

- Flavonoides
Pour mettre en évidence la présence de flavonoides au niveau des extraits, nous avons réalisé le
test suivant :

10 gouttes de I’acide chlorhydrique HCI concentré et quelques coupeaux de tournures de
magnésium sont gjoutés a 1 ml de chaque extrait. La coloration rose ou rouge, aprés 3 min

d’incubation a température ambiante, indique la présence des flavonoides.

- Tanins

Dans un tube a essai contenant 1 ml de chaque extrait ajouter 0,4 ml de la solution de chlorure
ferrique (FeCl3) a 1%. Aprés quelgues minutes d’incubation a température ambiante, I’apparition
de la couleur verte indique la présence de tanins catéchiques tandis que la couleur bleue-noirétre

révéle la présence de tanins galliques.

- Alcaloides

Deux réactifs sont utilisés, le réactif de Mayer et le réactif de Wagner. Un volume de 2 ml
d’HCI 1% est ajouté & 1ml d’extrait, I’ensemble est incubé dans un bain marie pendant 10 min,
puis on divise le mélange en deux fractions a volume égal, la premiére fraction est traitée par le
réactif de Mayer, tandis que la seconde est traitée par le réactif de Wagner. L’apparition d’un

précipité blanc, brun ou orangé révele la présence des alcaloides.

- Quinoneslibres
Les quinones libres sont détectées par I’addition de quelques gouttes de NaOH a 1% a 1 ml de
chaque extrait, I’apparition d’une couleur rouge, jaune ou violette indique la présence des

quinones libres.
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- Anthraquinones
A 1 ml de chague extrait on gjoute 0,5 ml de NH,OH & 10% avec agitation. L’apparition de

couleur violette indique un test positif.

- Coumarines

Une quantité de quelques milligrammes de chaque extrait est solubilisée dans 2 ml d’eau
chaude. La solution obtenue est divisée en deux parties égales dont la premiére représente un
témoin et la deuxiéme est traitée avec 0,5 ml de NH,OH & 10 %. L’examen est réalisé sous la
lumiére ultraviolette (225 ou 336 nm) et I’apparition d’une fluorescence intense révele la

présence de coumarines.

- Saponosides

L es saponosides peuvent étre caractérisees selon :
- Letest de mousse qui consiste a introduire un volume de 2 ml de chaque extrait dans un tube a
essai et I’ajusté a 5 ml avec de I’eau distillée. Agiter les tubes pendant 15 secondes dans le sens
de la longueur puis laisser reposer pendant 20 minutes. Le résultat est positif si la hauteur de la

mousse est supérieureal cm.

- Le test de Libermann-Burchard qui consiste a gouter 1 ml d’anhydride acétique a 0,5 g
d’extrait et 20 gouttes d’acide sulfurique concentré (H.SO,). L’ensemble est agité puis incuber
pendant 30 min a température ambiante. L’apparition d’un anneau marron séparant deux phases,
la couleur verte de la phase supérieure révele la présence de saponosides stéroidiennes et la

couleur rouge de la phase inférieure révele la présence de saponosi des triterpéni ques.

- Terpénoides
A 1 ml de chaque extrait, on gjoute 0,5 ml de chloroforme (CHCl3) et 0,7 ml de H,SO,
concentré, la présence de terpénoides est révélée par I’apparition de deux phases et une couleur

marron en interphase.

- Composés réducteurs

Leur détection consiste a traiter 1 ml d’extrait par 0,5 ml de liqueur de Fehling (0,250 ml
liqueur de Fehling A et 0,250 ml liqueur de Fehling B), puis incuber I’ensemble 8 min dans bain
marie bouillant. L apparition d’un précipité rouge brique indique la présence de composés

réducteurs (oses, holosides et mucilages).
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- Amines

On applique sur du papier filtre une goutte de chaque extrait. Aprés sechage a 80 °C a I’étuve,
le papier est pulvérisé avec une solution aqueuse de la ninhydrine a la concentration de 7,6
mg/ml. Ensuite le papier est séché une 2°™ fois & I’étuve & 110 °C pendant 5 min. La présence
des amines est révélée sous forme d’une tache jaune pour les amines secondaires ou violette pour

les amines primaires.
4. Dosage de polyphénaols et flavonoides totaux
4.1 Dosage de polyphénols totaux

4.1.1 Principe

La méthode utilisée pour le dosage de polyphénols dans les différents extraits de O. angustissima
(feuilles, tiges et fleurs) est celle utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dernier est un mélange
d'acide phosphotungstique et d'acide phosphomolybdique, qui est réduit lors de I'oxydation des
phénols en un mélange d'oxydes bleus de tungsténe et de molybdene. La coloration produite,
dont I'absorption maximum comprise entre 700 et 765 nm, est proportionnelle a la quantité de
polyphénols présents dans I’extrait végétal [Peri et al., 1971 ; Boizot et al, 2006 ; Bonnaillie et
al., 2012].

4.1.2 Mode opératoire

Le dosage de polyphénols est réalisé selon la méthode décrite par Vermerris et Nicholson,
(2006).
0,1 ml de l'extrait étudie est mélangé avec 2 ml d’une solution de carbonate de sodium a 2 %
fraichement préparée, Aprés 5 min d’incubation, 100 pl du réactif de Folin-Ciocalteu (0,2 N) est
ajouté au mélange, apres que I’ensemble est incubé pendant 30 min a température ambiante,

I’absorbance est mesurée au spectrophotomeétre a 700 nm contre le blanc (tableau n° 5).

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en
utilisant I’acide gallique (Sigma, Aldrich) comme contréle positif a différentes concentrations
alant de 50 a 700 pg/ml.

Les résultats sont exprimés en pg équivalent acide galique par milligramme d’extrait (ug
GAE/mg).
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Tableau n° 5 : Mode opératoire du dosage de polyphénols totaux dans les extraits de Ononis

angustissima

Concentration de I’acide gallique (ug/ml) Extraits (mg/ml)
50 100 200 300 400 500 600 700 AQFT AgFl EMFT AcFT n-BFT
I’acide galligue 01 01 01 01 01 01 01 01

Volumes (ml)

Extrait - - - - - - - - 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
NaCO3; 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Incubation pendant 5 min a température ambiante

Folin Ciocaltes 01 01 01 01 O01 01 01 01 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Incubation pendant 30 min a température ambiante et a I’obscurité

L ecture au spectrophotomeétre a 700 nm

La teneur ou la concentration en polyphénols totaux présents dans nos extraits est calculée

selon laformule suivante :

[Polyphénols] = a.f / ¢

a : Concentration de polyphénols (ug/ml) déterminée a partir de la courbe d’étalonnage ;
f : Facteur dedilution (x 22) ;
Ci : Concentration initiale de chaque extrait (10 mg/ml).

4.2 Dosage de flavonoides totaux
4.2.1 Principe

Le dosage de flavonoides est réalisé en utilisant la méthode colorimétrique au trichlorure
d’aluminium (AICI5) et la soude (NaOH). Le trichlorure d’aluminium forme un complexe jaune
avec les flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose qui absorbe dans le visible a
510 nm [Zhishen et al., 1999 ; Ardestani et Y azdanparast, 2007].

4.2.2 Mode opératoire

L e dosage de flavonoides des différents extraits est réalise comme suit :

- 500 pL de chaque extrait ou de catéchine est mélangé avec 2 ml d’eau distillée ;
- Addition de 150 pl d’une solution de nitrite de sodium (NaNO,) a15 % ;

- Incubation atempérature ambiante pendant 6 min ;

- Addition de 150 pl de chlorure d’aluminium (AICl3, 6H,0) 210 % ;

- Deuxieme incubation a température ambiante pendant 6 min ;
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- Addition de 2 ml d’hydroxyde de sodium a4 % ;
- Le volume fina de chaque tube est complété a5 ml ;
- Agitation et incubation atempérature ambiante, pendant 15 min ;

- mesure de I’absorbance a 510 nm contre le tube blanc (tableau 6) ;

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en
utilisant la catéchine (Sigma, Aldrich) comme contréle positif a différentes concentrations allant
de 50 a 700 pg/ml. Les résultats sont exprimés en pg équivaent catéchine par milligramme
d’extrait (ug CEg/mg).

Tableau n° 6 : Mode opératoire du dosage de flavonoides totaux dans les extraits de Ononis
angustissima

Concentration dela catéchine (ug/ml) Extraits (mg/ml)
50 100 200 300 400 500 600 700 AQFT AgFl EMFT AcFT n-BFT
Catéchine 05 05 05 05 05 05 05 05 - - - - -

Volumes (ml)

Extrait - - - - - - - - 05 0,5 0,5 0,5 05
Eau Distillée 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
NaNO, 01 015 0315 015 0315 015 0315 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
1%€ Incubation (6 min) & température ambiante
AlCl3 015 015 015 0315 0315 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
2°™ | ncubation (6 min) & température ambiante
NaOH 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Ajuster le volume final a5 ml et incuber pendant 15 min a température ambiante

Mesure de I’absorbance au spectrophotomeétre a 510 nm

La concentration des flavonoides totaux présents dans les extraits est calculée selon la

formule suivante :

[Flavonoides] = af /¢

a : Concentration de flavonoides (ug/ml) déterminée a partir de la courbe d’étalonnage ;
f : Facteur dedilution (x 10) ;
Ci : Concentration initiale de chaque extrait (10 mg/ml).
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5.1 Evaluation du pouvoir antiradicalaire des extraits de O. angustissima par la méthode de
DPPH

5.1.1 Principe

Le DPPH (2,2 DiPhényle-1-picryl-hydrazyle) est un radical libre stable de couleur bleue-
violacée dans le méthanol. Il fut I’'un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la
relation structure-activité antioxydante des composés phénoliques. La mesure de [I’efficacité
d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la coloration bleue, lorsque le DPPH
est réduit en diphényle picryl hydrazine sa couleur disparait rapidement entrainant ainsi une
décoloration en une couleur jaune en présence de composés anti-radicalaires, Le changement de
couleur peut étre suivi par spectrophotométrie a 517 nm. L’intensité de la couleur est

proportionnelle ala capacité des antioxydants présents dans le milieu.
5.1.2 Mode opératoire

L effet des extraits sur le radical DPPH est réalisé selon la méthode de Popovici et al
(2009) avec quelques modifications.

Dans des tubes on a introduit 25 pl de chaque extrait a différentes concentrations 3 a 20
mg/ml (pour chague concentration un tube blanc est préparé) et 975 pl de la solution
méthanolique du DPPH (0,025 mg/ml) fraichement préparée, le mélange est vigoureusement
agité, puis les tubes sont incubés a température ambiante et & I’obscurité pendant 30 minutes. La
mesure de I’absorbance s’effectue a 517 nm contre le blanc de chaque concentration contenant
25 pl de I’extrait et 975 pl du méhanol. En ce qui concerne le témoin négatif (contenant
uniquement le DPPH) ce dernier est préparé en paralléle en mélangeant 975 pl de la solution
méthanolique du DPPH avec 25 ul méthanol, le blanc de ce tube est la solution du méthanol. Le
control positif est I’acide ascorbique utilisé a différentes concentrations (0,005 a 0,1 mg/ml) dans

les mémes conditions expérimental es.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition selon la formule suivante [M eddour
et al., 2013 ; Ladoh et al.,2014]

% DPPH = [(Ac-AT)/ AC]*lOO

% DPPH : pourcentage de réduction du radical DPPH.
Ac : absorbance du controle.

A+ : absorbance du test effectué.
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Les valeurs I1Cso (concentration inhibitrice nécessaire pour réduire 50% de radical
DPPH) sont déterminées graphiquement sur les graphes tracés : pourcentages d’inhibition
en fonction de différentes concentrations des extrais testés (I = f (C)) en utilisant le logiciel
de traitement des données Microcal Origin 5.0 (Microcal software, Inc. 1.0.0.1) [Sharififar
et al., 2012 ; Ladoh et al.,2014].

5.2 Evaluation du pouvoir réducteur du fer des extraits de O. angustissima par la
méthode de FRAP

5.2.1 Principe

Le pouvoir réducteur d’une molécule est relatif a sa capacité du transfert des électrons
qui peut servir comme indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle.

La méthode FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Power) est basée sur |a capacité des
extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe**) présent dans le complexe ferricyanure de
potassium K3Fe(CN)g en fer ferreux (Fe®*) dans un milieu acide ol la couleur jaune de la
solution change au vert bleu selon e pouvoir réducteur. L’absorbance du milieu réactionnel
est mesurée a 700 nm. Une augmentation de |I’absorbance correspond a une augmentation
du pouvoir réducteur des extraits testés [Badarinath et al., 2010]. L’acide ascorbique et le
butylated hydroxyl toluene ou butylhydroxytoluene (BHT) sont utilisés comme contréles positifs
dans les mémes conditions opératoires.

5.2.2 Mode opératoire

Le pouvoir réducteur du fer est déterminé selon la méthode décrite par Oyaizu 1986,
Benzie et Strain 1996 et Pulido et al., 2000 avec de |égéres modifications.

Les solutions d’extraits et de BHT sont préparées aux concentrations suivantes : 0,05;
01; 02;025;0,3;04;045;0,5; 1 mg/ml. La solution d’acide ascorbique est préparée
aux concentrations : 0,005 ; 0,01 ; 0,02 ; 0,03 ; 0,04 ; 0,05; 0,07 ; 0,08 ; 0,1 mg/ml.

100 pl de chague concentration de I’échantillon a tester : extrait ou standards (BHT ou
acide ascorbique) sont mélangés avec 250 pl de la solution tampon phosphate (0,2 M a pH
6,6) et 250 ul de ferricyanure de potassium (K3Fe(CN)g) a 1%. Les tubes sont incubés a
50°C pendant 20 minutes puis refroidis a température ambiante. Ensuite, 250 pl de I’acide

trichloracétique (TCA) a 10% est ajouté. Puis 500 ul de ce mélange sont préleveés et g outés
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a500 pl d’eau distillée et 100 ul chlorure de fer (FeCl3) a0,1%. La mesure de I’absorbance
s’effectue a 700 nm au spectrophotométre contre le tube blanc ou I’échantillon est
remplacé par 100 uyl de solution tampon. L’ acide ascorbique et le BHT sont utilisés comme
contréles positifs dans les mémes conditions expérimental es. Les résultats sont exprimeés en
pourcentage de pouvoir réducteur de fer selon Ghaisas et al., 2008 et Medjoujda et
Benlifa., 2014, ou en IC50 selon Benhammou et al., 2009 ; Ghribi et al., 2015.

L e pourcentage de pouvoir réducteur de fer est calculé par la formule suivante :
Pouvoir réducteur defer (%) = [{Ao - A1/ Ag}] x 100

A, : est I'absorbance de FeCl ;.
A1 : est I'absorbance de FeCl3 solution en présence de I'extrait.

L’ICso est la concentration des antioxydants nécessaire pour réduire 50% de la
concentration initiale du ferricyanure de potassium. Elle est déterminée graphiquement en
utilisant le logiciel de traitement des données Microcal Origin 5.0 (Microcal software, Inc.
1.0.0.2).

Corréation
La corrédation se définit comme étant la relation linéaire entre deux variables quantitatives,
elle est calcul ée par laformule suivante :
(X -X)¥-F)
(X=X xS -7}

Par convention, on diraque larelation entrex ety est :

-nulsir=0

- faibles r sesitueentre 0 et 0,2.

- d’intensité moyenne si r se situe entre 0,2 et 0,5
- fortesi r sesitueentre 0,5 et 0,8

- trésforte s r sesitue entre 0,8 et 0,99

- parfaitesir=1
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Résultats et inter prétation

1. Caractéristiques des extraits de la partie aérienne de Ononis angustissima
Chaque extrait a été caractérise par son aspect, sa couleur et le rendement de son extraction

par rapport alamatiere seche. Ces éléments sont résumeés dans le tableau n°7.

Tableau n°7 : Caractéristiques des extraits préparés de la partie aérienne de O. angustissima.

Caractéristiques masse (g) pﬁ%ﬁe couleur solubilité d,e;??ggginz%)
AQFT 1,89 poudre marron eau distillée 9,5
AqgFl 1,06 poudre  marron doré eau digtillée 16,1
EMFT 0,73 poudre  marron foncé eau-méthanol (30/70) 5
AcFT 1,02 pateux marron méthanol 6,8
n-BFT 0,61 poudre marron eau distillée 41

AQFT : Extrait aqueux de tiges et de feuilles. AgFIl : Extrait aqueux de fleurs. EMFT Extrait eau-méthanol de tiges et de
feuilles. ACFT : Extrait acétate d’éthyle de tiges et de feuilles. n-BFT : Extrait n-butanol de tiges et de feuilles.

Selon les résultats consignés dans le tableau ci-dessus, nous remarquons que la plupart des
extraits sont récupérés sous forme de poudre a I’exception de I’extrait acétate d’éthyle (AcFT)
qui présente un aspect pateux et hygroscopique. L’extrait aqueux de fleurs (AgFL) présente un
rendement d’extraction le plus élevé (16,1%), par rapport aux autres extraits suivi par I’extrait
aqueux de tiges et feuilles (AgFT) (9,5%), I’extrait acetate d’éthyle (AcFT) (6,8%) et I’extrait
eau-méthanol (EMFT) (5%). Par contre I’extrait n-butanol (n-BFT) présente le rendement
d’extraction le plus faible 4 %. Le mode d’extraction, le solvant utilisé et la composition de la
matiere végétale font que les rendements obtenus soient variables. Tous les extraits se
caractérisent par une solubilité totale soit dans I’eau distillée comme c’est le cas pour les extraits
AQFT, AgFL et n-BFT, soit dans le méthanol pour les extraits EMFT et AcFT.

2. Criblage phytochimique

L apparition d’une coloration, floculation voire précipitation plus ou moins intenses suite a
I’addition de certains réactifs spécifiques révele la présence de certaines familles de composés
chimiques maeurs dans les extraits de O. angustissma. Les résultats de leur anayse

phytochimique sont reportés dans le tableau n°8
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Tableau n°8 : Criblage phytochimique des extraits de la partie aérienne de O. angustissima.

Composés chimiques AgQFT AqFl EMFT n-BFT AcFT
Flavonoides + + 4+ +++ A+
-g Réactif M ayer - - +++ + 4+
S
8 .
< Réactif Wagner + + ++ 4 +
o Cathéchiques + ++ - +++ =
'S
]
= Galliques - - +++ = +++
[ % g S. Stéroidiens ++ ++ - ++ -
©
EG
8 85 5
> FEad S. triter péniques - - +H+ ; +
e
o
5§ sy |
g3 Saponosides ++ +++ - - -
— E
Terpénoldes 4+ +++ +4++ +4++ ++
Quinoneslibres ++ + +++ ++ 4+
Coumarines ++ ++ + + -

Anthraquinones - - - - -

Composésréducteurs ++ ++ ++ i+ +

Amines + +++ ++ +++ +

AQFT : Extrait agueux de tiges et de feuilles. AgFI : Extrait agueux de fleurs. EMFT Extrait eau-méthanol de tiges et de
feuilles. ACFT : Extrait acétate d’éthyle de tiges et de feuilles. n-BFT : Extrait n-butanol de tiges et de feuilles ; +++ : fortement
présent ; ++ : moyennement présent ; + :.faiblement présent ; - : absence

Les résultats du criblage phytochimique sont préliminaires et qualitatifs et nous renseignent
sur les phytoconstituants majoritaires des extraits de la partie aérienne de O. angustissima. Ces
résultats indiquent la présence des principales familles de métabolites secondaires, a savoir : les
flavonoides, tannins (catéchiques et galliques), alcaoides, saponosides (Stéroidiques et

triterpéniques), coumarines, terpénoides, quinones libres, amines et I’absence des
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anthraquinones, répartis inégalement selon les extraits, la nature du solvant, le mode d’extraction
et I’organe de la plante utilisé.

Les résultats consignés dans le tableau ci-dessus, ont permis de déceler une forte présence de
terpénoides dans tous les extraits. Nous remarquons aussi que les flavonoides, les alcaloides ainsi
gue les tanins sont fortement présent dans les extraits EMFT, n-BFT et AcFT. Ces composés
sont faiblement présents dans les extraits AQFT et AgFl. Les tannins catéchiques sont détectés
seulement dans les extraits AgFT, AgFl et n-BFT tandis que les tannins galliques sont détectés
uniquement et fortement dans les extraits EMFT et AcCFT. Les saponosides stéroidiens sont
surtout présents dans les extraits AgFT, AgFl et n-BFT alors que les saponosides triterpéniques
sont présents dans les extraits EMFT et AcFT. Les quinones libres sont détectées dans tous les
extraits et fortement présents dans les extraits EMFT et AcCFT. Les coumarines sont détectées
dans tous les extraits a I’exception de I’extrait ACFT. Les composés réducteurs sont présents
dans tous les extraits notamment AgFT, AgFl et EMFT. Les amines sont surtout présentes dans
les extraits AgFl, n-BFT et aun degré moindre dans le reste des extraits.

3. Dosage de composés polyphénoliques

Le taux de polyphénols totaux dans les extraits de O. angustissima, exprimé en milligramme
équivalent acide gallique par gramme d’extrait (mg Eq AG/g), et représenté dans le tableau n°9

apartir d’une équation linéaire du type y = 0,016 X, de I’acide gallique comme étalon.

Le taux de flavonoides totaux dans chaque extrait est exprimé en milligramme équivalent
catéchine par gramme d’extrait (mg Eq Cat /g) et représenté dans le tableau n°9 a partir d’une
équation linéaire du type y = 0,023 x, de la catéchine comme étalon. La figure 3 représente les

courbes étalons de I’acide gallique et la catéchine respectivement.

A ot ¥ =0,016x 3 16 y = 0,023x
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Figure 3 : Courbe étalon de I’acide gallique pour le dosage colorimétrique de polyphénols

totaux (A), de catéchine pour le dosage de flavonoides totaux (B).
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Tableau n°9 : Taux de polyphénols et de flavonoides totaux dans les extrais de la partie aérienne

de Ononis angustissima

Extraits Polyphénals _ Flavonoides _
(mg Eq AG/g d’extrait) (mg Eq Cat/g d’extrait)
AQFT 65,29+0,03 12,60+0,01
AgFI 59,43+0,00 11,18+0,00
EMFT 78,11+0,01 34,14+0,03
n-BFT 74,55+0,01 16,66+0,00
ACFT 72,21+0,04 32,01+0,01

AQFT : Extrait aqueux de tiges et de feuilles. AgFIl : Extrait aqueux de fleurs. EMFT Extrait eau-méthanol de tiges et de
feuilles. ACFT : Extrait acétate d’éthyle de tiges et de feuilles. n-BFT : Extrait n-butanol de tiges et de feuilles. Vaeur moyenne
de 6 essais + erreur standard (ES).

Nous remarquons que I’ensemble des extraits contiennent des proportions relativement
importantes de composés phénoliques (tableau n°9), notamment les extraits hydromethanoliques

defeuilles et tigeset leurs fractions butanolique et d’acétate d’éthyle.

La teneur la plus élevée en polyphénols et flavonoides est notée dans I’extrait EMFT (78,11
mg Eq AG/g et 34,14 mg Eq Cat/g respectivement) suivie par les extraits n-BFT et AcFT qui
renferment des teneurs comparables en polyphénols (74,55 et 72,21 mg Eq AG/g) mais des
teneurs variables en flavonoides (16,66 et 32,01 mg Eq Cat/g), respectivement. Par ailleurs les
extraits agueux AgFT et AgHl, présentent des taux en polyphénols |égérement plus bas (65,29 et
59,43 mg Eq AG/q) et en flavonoides (12.6 et 11,18 Eq Cat/g) respectivement.

En effet, il parait clairement que le mélange eau-méthanol (30/70) permet d’extraire le plus de
composés phénoliques a partir de la matiere végétale par rapport a I’eau distillée. L’extraction
des phytocomposants dépend de plusieurs facteurs : la polarité du solvant utilisé, leur degré de
solubilité et leur interaction avec d’autres constituants. Par ailleurs le réactif de Folin-Ciocalteu
utilisé pour le dosage des composés phénoliques ne leur est pas exclusivement spécifique mais
interagit auss avec les groupements hydroxyles d’autres composés tels que les protéines, sucres

encore présents dans I’extrait. Ce qui entraines en conséquence, une surestimation de leur taux.
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3.1 Corréation entreteneur en polyphénols et en flavonoides

Selon la figure 4 nous notons une forte corrélation entre la teneur en polyphénols et
flavonoides r = 0,6008. Ce coefficient de corrédlation nous permet de constater que les
composants dans la classe des pol yphénols isolés de Ononis angustissima sont principalement les

flavonoides.

100 r = 0.6008

8O

8 13 18 pL 28 33 38
Flavonoides totaux (mg Eq Cat /g)

Figure 4 : Corréation entre lateneur en polyphénols et en flavonoides dans les extraits de

Ononis angustissima

4. L’activité antiradicalaire des extraits de Ononis angustissima
Tableau n°10 : Pourcentage de réduction du DPPH et 1Csy des différents extraits de Ononis

angustissima.

Concentration de A.asb mg/ml

1Cso

0,005 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,07 0,08 0,1
(mg/ml)

9,1+0,00 26,5+0,01 52,7+0,01 64,1+0,01 87,4+0,00 89,8+#0,00 90,6+0,00 93,7+0,01 954+0,00 0,019+0,000

Concentration des extraits mg/ml

3 6 6 10 12 14 16 18 20 ( r:]gf%l
AGFT 193:000 353000 490:001 515:001 686000 748:001 837:001 87,0600 91,2¢0,00 837+0,01
AgFl 164+001  330:001 466:000 584001 751002 789+001 892:001 89,96002 945:001 854+0,01
EMFT 326000  574t000 693:001 87,9:000 9L8:000 922¢000 925:000 927+000 931000 5,12+0,00
n-BFT 363002  544:001 689+001 79,9:003 004+002 044+001 956+001 90,8001 917001  4,9+0,01
ACFT 3074002  57,8:001 602+003 853t001 87,6001 894+001 (90,8:001 9L,6:000 963+0,00 5,150,01

AQFT : Extrait aqueux de tiges et de feuilles. AgFIl : Extrait aqueux de fleurs. EMFT Extrait eau-méthanol de tiges et de
feuilles. ACFT : Extrait acétate d’éthyle de tiges et de feuilles. n-BFT : Extrait n-butanol de tiges et de feuilles. A.asb : acide
ascorbique. Pourcentage de réduction + erreur standard.
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Les résultats de I’effet des extraits de Ononis angustissma AgFT, AgFl, EMFT, n-BFT et
ACFT, sur le piégeage du radicale libre le DPPH sont représentés dans le tableau n°10 comparé

a I’acide ascorbique utilise comme témoin positif (molécule de reférence).

L’ensemble des extraits provoque la réduction du DPPH et possédent une activité
antiradicalaire variable et relativement faible par rapport a I’acide ascorbique. La concentration
de 6 mg/ml des extraits organiques EMFT, n-BFT et AcFT réduit plus de 50 % du DPPH, tandis
gue les extraits agueux AgFT et AgFl ne dépassent pas 40 % de réduction du radicale. A forte
concentration (20 mg/ml), les extraits organiques EMFT, n-BFT et AcFT et les extraits agqueux

AQFT et AgFl présentent des pourcentages de réduction comparables environ 90 %.

En terme de valeur d’ICsy obtenus (valeur inversement proportionnelle a I’activité
antioxtdante), I’extrait n-BFT présente la plus faible valeur 4,9 mg/ml, suivi par les extraits
EMFT et AcFT (5 mg/ml). Tandis que les extraits aqueux AgFT et AgFl présentent des valeurs
plus élevées 8 mg/ml par rapport aux extraits organiques. 1Cso de I’acide ascorbique (antioxydant
standard) est laplusfaible, elle est de I’ordre de 0,02 mg/ml.

5. Lepouvoir réducteur du fer FRAP par les extraits de Ononis angustissima

Tableau n°11 : Pourcentage de réduction du fer et 1Cs, des extraits de Ononis angustissima

Concentration de A.asb mg/ml

1Cso

0005 001 0,02 0,03 0,04 0,05 0,07 0,08 01 (mg/ml)

9,0+0,01 67,7+0,01 69,1+0,00 78,8+0,04 82,3+0,04 86,7+0,00 87,9+0,01 90,0£0,01 0,017+0,010

Concentration desextraitset BHT mg/ml

0,05 01 02 025 03 04 045 05 1 ( n:g/f;’ﬂ)
AQFT 1143t0,00 1737+001 3412+001 3800+001 4873:t000 69,5:000 0494+0,010
AgFl 265:001  27,6:000 4196000  481:001 552000 7468000 0464+0,000
EMFT 2074000 566000 591000 689000 72900l  750+0,00  96,8:0,03 0,262+0,010
n-BFT 195:000 260000 431000 526:000 538001  79,1+0,03 0436:0,010
ACFT 4821001 656£002 657000  772t000 8L0+001 827000 832+000  89,8:001 0,109+0,010
BHT 3408:000 8385:002 8513t001 8542+000 OL66:001 O9146:003 9269:004 9509:000 0,131+0,010

AQFT : Extrait agueux de tiges et de feuilles. AqFI : Extrait agueux de fleurs. EMFT Extrait eau-méthanol de tiges et de
feuilles. ACFT : Extrait acétate d’éthyle de tiges et de feuilles. n-BFT : Extrait n-butanol de tiges et de feuilles. BHT : Butylated
Hydroxyl Toluene ou butylhydroxytoluene A.asb : acide ascorbique. Pourcentage de réduction + erreur standard.
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Les résultats sont exprimés en pourcentages de réduction du fer dans le tableau n°11.
L’ensemble des extraits montrent un pouvoir réducteur du fer dose dépendant. L’extrait ACFT
(0,4 mg/ml) présente un effet important jusqu’a 81 % de réduction par rapport aux autres
extraits. Tandis que, aforte concentration (1 mg/ml) I’ensemble des extraits ne dépasse pas 80 %
a I’exception des extraits ACFT et EMFT qui atteignent 89,8% et 96,8 % de réduction du fer,
respectivement. Les contréles positifs I’acide ascorbique et le BHT entraine une réduction du fer
de 95 % et 90 %, respectivement.

En ce qui concerne les valeurs d’1Cs, la plus faible valeur est celle de I’acide ascorbique
0,017 mg/ml, alors que I’extrait AcFT présente une valeur de 0,109 mg/ml |égérement inferieure
a celle du témoin positif le BHT (0,131 mg/ml), tandis que les autres extraits présentent des
valeurs relativement élevées variant de 0,26 a 0,49 mg/ml. La valeur d’ICsq la plus faible traduit

un pouvoir réducteur plus éevée.

5.1 Corrélation entre les teneurs en polyphénols, flavonoides totaux et I’activité

antioxydante des différents extraits de Ononis angustissima

L’etude de I’influence des teneurs en composés phénoliques et flavonoides des différents
extraits de Ononis angustissima sur I’activité antioxydante évaluée par le test du piégeage du
radical libre DPPH et le test de pouvoir réducteur du fer, a éé réalisée en impliquant le test de
corrélation en utilisant EXCEL. La détermination du coefficient de corréation (r) permettant
d’estimer la relation entre la teneur en composes phénoliques et I’activité antioxydante des

extraits de la plante. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau n°12 .

Tableau n°12 : Coefficients de corrélation linéaire (r) entre I’activité antioxydante et les teneurs
en polyphénols et flavonoides totaux des différents extraits de O. angustissma

Pouvoir du piégeage du

radicale libre DPPH Pouvoir réducteur du fer

Polyphénols totaux 0,858 0,311

Flavonoides totaux 0,570 0,829

L’activité antioxydante des extraits semble étre influencée par la teneur en polyphénols et

flavonoides totaux.

L’ analyse de larelation entre le piégeage du radicale libre DPPH et la teneur en polyphénols
et flavonoides totaux indique qu’il existe une trés forte corrélation entre le pouvoir anti-

radicalaire et le taux de polyphénols (r=0,858) tandis que elle est moyenne avec le taux de
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flavonoides (r=0,570). Ces résultats nous indiquent gue le pouvoir antioxydant des extraits est lié

aux polyphénols principalement les flavonoides (Figure 5).

La corrélation entre le pouvoir réducteur du fer et la teneur en polyphénols totaux est
moyenne (r=0,311) par contre, la corréation est forte entre cette activité et la teneur en

flavonoides totaux avec un coefficient de corrélation r = 0,829 (Figure 5).

La détermination de coefficient de corrélation entre la composition chimique et I’activité
antioxydante a bien montré que les composés phénoliques notamment les flavonoides sont
responsables de I’activité antioxydante, piégeage du DPPH et FRAP, des extraits de O.
angustissima. La plupart des études précédentes convergent vers et confirment cette hypothese,
elles ont montré que parmi ces phytoconstituants, ce sont les composés phénoliques qui
contibuent fortement & une activité antioxydante intéréssente [Liu et al. 2009 ; Turumtay et al.
2014].
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Figure5 : Corrélation entre I’activité antioxydante : DPPH et teneur en polyphénols (A) et en
flavonoides (B) ; FRAP et teneur en polyphénols (C) et en flavonoides (D).

52



Chapitrel : Etude phytochimique de
Ononis angustissma

Discussion



Chapitre | : Etude phytochimique de Ononis angustissima Discussion

Discussion

L’hyperglycémie postprandiale (HGPP) est reconnue comme facteur de risque important
dans le développement du diabete de type 2 et la genese de ces complications micro-et
macrovasculaires [I DF, 2007 ; Giugliano, 2008 ; Zheng et al., 2010]. Elle provoque un stress
oxydatif, I’inflammation et un dysfonctionnement endothélial. Ainsi, I’'HGPP et le stress
oxydatif sont éroitement liés [I DF, 2007 ; Giugliano, 2008 ; Node et | noue, 2009].

Le stress oxydant induit par I’hyperglycémie génere des radicaux libres contribuant fortement
au développement et I’évolution du diabete et ses complications. Il se produit suite a une
formation excessive des espéces réactives oxygénés, (ERO) et d’autres nitrogenés (ERN).
L augmentation du stress oxydatif dans le diabete est attribuée a I’augmentation excessive du
taux de glucose sanguin, qui aprés |’auto-oxydation génere des radicaux libres. Des taux
anormalement élevés des radicaux libres provoquent des atérations de membrane cellulaire suite
a la peroxydation des lipides membranaires et la glycation des protéines. Le déclin des
mécanismes de défense antioxydant de I’organisme conduit & I’altération des cellules et des
tissus[Sies, 1991; Ceriello, 2003 ; Oyenihi et al., 2014].

Les cellules B du pancréas sont particulierement sensibles aux effets délétéres des especes
réactives oxygénées mitochondriales a cause de leur faible aptitude d’expression de genes codant
pour les enzymes antioxydants comparativement a d’autres cellules. En conséquence, une
apoptose des cellules B est induite suivie par la suppression de la biosynthése de I’insuline
[Ceriello. 2008 ; Oyenihi et al., 2014].

Le corps humain emploie des antioxydants endogénes enzymatiques et non enzymatiques
pour lutter contre les attaques des ERO. Mais, une hyperglycémie prolongée et instable perturbe
et altére cette défense antioxydante normale endogene durant le diabete [Hokayem et al. 2012 ;
Oyenihi et al., 2014]. Améliorer I’index glycémique et/ou empécher le stress oxydatif est une
stratégie bénéfique pour le traitement du diabete sucré et ses complications. Actuellement,
certains médicaments utilisés pour le traitement du diabéte sont doués d’activité antioxydante en
plus de leur activité pharmacologique primaire. A titre d’exemple I’aminoguanidine qui montre
des propriétés antioxydantes, inhibe la peroxydation des lipides. La metformine et le
pioglitazone réduisent les complications vasculaires grace a leur capacité d’atténuer la
production des ERO mitochondriaux a travers I’activation de la protéine kinase-AMP et par
conséguent I’activation de la superoxide dismutase d’une part et d’autre part, ils contribuent a la
biogénese mitochondriale [Araki et Nishikawa, 2010].
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Nombreux travaux expérimentaux et études clinigues ont montré que des composés naturels
comme I’a-tocophérol (vitamine E), I’acide ascorbique (vitamine C), coenzymes Q (CoQ) et
I’acide lipoique possédant des effets bénéfiques contre les complications du diabéte. D’ailleurs,
I’acide lipoique est approuvé comme agent de traitement de la neuropathie diabétique en
Allemagne [Nishikawa et Araki, 2013].

Parmi ces composés naturels possédant des propriétés antioxydantes, il y a Les composés
phénoliques dont les acides phénoliques, flavonoides et procyanidines. Ce sont des composés
ubiquitaires dans le regne végétal. Ils sont produits par les plantes pour leur survie en réponse
aux stress biotique et abiotique, agression de I’environnement : lutter contre les UV solaire, le
stress oxydatif engendré par la photosynthése, les parasites, les herbivores et auss attirer les
insectes pollinisateurs pour assurer leur reproduction et leur pérennité. De ce fait ils sont
caractérisés par leurs diversités structurales chimiques, tres variés par leur couleur, odeur, goGt

(amers, astringents)... [Negréo et Faria, 2009].

Ces derniéres années, un grand intérét scientifique est accordé a ces composés possédant un
large spectre d’activités biologiques : antimicrobienne, anti tumorale, antidiabétique, anti
inflammatoire... [Negréo et Faria, 2009 ; Pandey et Rizvi, 2009]. IIs sont reconnus pour leurs
propriétés protectrices contre les risques de nombreuses maladies chroniques, inflammatoires et
dégénératives dont le stress oxydatif est le processus physiopathologique commun [Pandey et
Rizvi, 2009 ; Jo et al., 2010 ; Adefegha et Oboh., 2012 ; Oyenihi et al., 2014].

Les plantes médicinales peuvent exercer leur activités antidiabétiques par différents
mécanismes et a différent niveau. Cette propriété est attribué a leur composition variée et
diversifié en composés bioactifs, capable d’agir respectivement a différents voies métaboliques :
transcription des genes, effecteurs d’enzymes, d’hormone et processus biologiques multiples,
contribuant en définitif a rétablir I’noméostasie glucidique perturbée par I’état diabétique
[Oyenihi et al., 2014]. En effet, selon Tabataei-Malazy et al., (2013) certaines plantes
antidiabétiques agissent sur le fonctionnement des cellules B du pancréas et sur la sécrétion de
I’insuline via la suppression du stress oxydatif consécutif au diabéte. Ce serait I’'un des
mécanismes d’action potentiel de plantes médicinales antidiabétiques.

La plupart des études précédentes confirment I’hypothése que I’activité antioxydante des
extraits de plantes est étroitement liée a leurs teneurs en phytoconstituants, dont les composés
phénoliques, qui jouent un réle prépondérant [Liu et al. 2009 ; Turumtay et al. 2014].
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Les produits naturel s issus de plantes médicinal es possédant notamment cette propriété ont été
démontrés jouant un rdle bénéfique protecteur contre le stress oxydatif. A titre d’exemple
Prosopis glandulosa (Fabaceae) sélectionnée comme plantes médicinales antidiabétique, est
douée de propriétés antioxydantes gréce a sa richesse en acaoides, glycosides, flavonoides,

composés phénoliques, stéroides et terpenoides [Oyenihi et al., 2014].

La fraction des flavonoides représentée majoritairement par I’épicatéchine isolée des écorces
de Pterocarpus marsupium (Fabaceage), présente un effet insulinotrope (insulino-sécrétagogue) in
vitro en stimulant la conversion de la proinsuline en insuline. Elle s’est avérée auss bénéfique
dans la protection des cellules B pancréatiques contre | e stress oxydant chez les sujets diabétiques
[Saxena et Vikram. 2004 ; M odak et al. 2007].

En plus, nombreuses études ont démontré I’effet protecteur des flavonoides (extraits bruts ou
mol écules purifiées) vis-a-vis des effets dél ééres du diabete expérimental. Elles ont pu mettre en
évidence I’effet antiradicalaire des flavonoides contre la peroxydation lipidique et la formation
donc des radicaux libres chez le rat rendu diabétique [Coskun et al. 2005 ; Kebiéche et al.
2011].

La quercetine est un flavonol doué d’une forte activité antioxydante demontree par des études
invitro et invivo. Elle améliore les dommages causés au niveau du tissu pancréatique du rat par
le stress oxydatif directement par répression de la peroxydation des lipides et indirectement par
I’amélioration de la production endogene des antioxydants. En outre, la quercetine augmente
I’activité des enzymes antioxydants, protége contre les effets dommages du stress oxydatif et
préserve I’intégrité des cellules B pancréatiques [Pandey et Rizvi, 2009 ; Oyenihi et al., 2014].
Douée de propriétés antioxydantes, la quercetine contribue a la régénération des flots
pancréatiques et augmentent la sécrétion de linsuline chez les rats rendus diabétique par la
streptozotocine [Vessal et al., 2003 ; Coskun et al., 2005].

L es propriétés antioxydantes de la catéchine (flavanol ou flavan-3-ols, flavan-3,4-ols) étaient
tres bien documentées. Son mécanisme d’action peut inclure le pouvoir antiradicaaire, le
pouvoir chélateur des ions méalliques en une forme inactive ains un transfert rapide des
électrons aux ERO. Elle augmente la production des antioxydants endogénes, protege contre les
effets délétéres du stress oxydatif et réduit la peroxydation des lipides au niveau de plusieurs
tissus chez le rat. L’effet de la catéchine sur le diabéte sucré était investigué in vitro et in vivo,
sur des rats diabétiques, la catéchine réprime les effets déléteres du stress oxydatif sur les

érythrocytes et sur leurs antiport Na'/H".
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L’acide cinnamique extrait de la cannelle (Cinnamomum verum) utilisée depuis longtemps
comme épice, supprime I’insulino-résistance, réduit le taux de glucose dans le sang. Il est doué
auss de diverses propriétés pharmacologiques antioxydantes et antidiabétiques [Oyenihi et al.,
2014].

Les polyphénols issus de pepins de raisin suppriment le stress oxydatif dont le resvératrol
(stilbéne) inhibe significativement le stress oxydant induit chez les rats diabétiques et supprime
I’insulino-résistance [Pandey et Rizvi, 2009].

Dans cette étude notre choix s’est porté sur une plante appartenant a la famille des Fabacées,
Ononis angustissima. Cette famille est connue pour sa richesse en flavonoides, isoflavones,
flavonol glycosylés, rétinoides et anthocyanines [John Ingham 1982]. Ononis angustissima est
une espece vegétale spontanée endémique du Nord du Sahara [Cheriti et al., 2011 ;
Bouheroum, 2009 ; AJAA, 2012 ; Benabderahmane et al., 2014]. Cette plante appartient a
I’arsenal thérapeutique traditionnel Algérien, et elle est réputée pour son effet bénéfique contre le
diabéte sucré [Khacheba et al., 2014]. Beaucoup de plantes appartenant au genre Ononis font
partie de plantes médicinales et sont utilisées depuis longtemps pour le traitement de nombreuses
maladies, elles sont douées d’activités biologiques et é&hnopharmacologiques intéressantes, d’ou
I’intérét de notre choix de cette plante, afin d’évaluer ses activités biologiques et vertus
meédicinales qui lui sont attribuées.

Tous récemment, des études phytochimiques utilisant des techniques chromatographiques
performantes (HPLC couplée a des analyses spectrales de pointe, telles que la MS, RMN-1H,
RMN-13C, IR, UV, etc...) ont permis I’identification et la caractérisation de 22 nouveaux
flavonoides [Bouheroum., 2009 ; Mezrag et al., 2013 ; Benabderahmaneet al., 2014 ; Ghribi
et al., 2015 ; Mezrag et al., 2016].

Dans ce travail, nous avons étudié I’aspect phytochimique de cette plante par une anayse
qualitative de ces extraits aqueux et organiques pour mettre en évidence la présence de certains
métabolites secondaires. Les résultats préiminaires nous ont permis de noter la présence de
polyphénals, flavonoides, tannin (catéchiques et galliques), alcaloides, saponosides (Stéroidiques
et triterpéniques), coumarines, terpenoides, quinones libres, amines et absence des
anthraguinones. L’analyse quantitative des composés phénoliques (polyphénols et flavonoides
totaux) nous a révélé des taux relativement élevés notamment dans les extraits
hydrométhanoliques et davantage dans leurs fractions organiques (butanolique et acétate

d’éthyle) par rapport aux extraits aqueux. En effet, les mélanges hydroal cooliques ont la capacité
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d’extraire de nombreux composés a large gamme de polarité et de structure comparativement a
I’eau seule [Sultana et al. 2009 ; Tiwari et al., 2011; Pietrzak et al. 2014], dont les composés
phénoliques. Le n-butanol et I’acétate d’éthyle sont utilisés pour extraire sélectivement et obtenir
des extraits enrichis en flavonoides glycosylés et aglycones, respectivement a partir d’extraits

primaires [Andersen et Markham, 2006].

Les méthodes de dosage employées pour le dosage des polyphénols (méthode de Folin-
Ciocalteu) et des flavonoides (méthode de chlorure d’aluminium) sont les plus communément
utilisées et adoptées par la plus part des chercheurs bien qu’elles manquent de spécificité. En
effet, le réactif Folin-Ciocalteu interagit aussi avec les groupements hydroxyles de protéines,
sucres et pigments encore présents dans I’extrait, ce qui entraine en conséquence une
surestimation des composés ciblés. Toutefois, elles constituent une bonne base de comparaison

de résultats issus de différents travaux de recherche.

La composition phytochimique des extraits et fractions de Ononis angustissima, révélée
quantitativement, indique que les teneurs en polyphénols, et en flavonoides totaux varient
considérablement entre les différents extraits et fractions. Les composés phénoliques et les
flavonoides sont plus concentrés dans les extraits organiques obtenus par extraction sélective,
gue les extraits aqueux. Une forte corrélation entre les taux de polyphénols et de flavonoides
avec un coefficient de 0,6008 assure que | es polyphénol s sont représentés majoritairement par les
flavonoides. Les composeés phénoliques (acides phénoliques, tannins et flavonoides) forment le

groupe des composes phytochimiques le plus important des plantes [Dai et Mumper, 2010].

Tous récemment un intérét particulier a été accordé aux flavonoides de cette plante, des
travaux antérieurs qui sont intéressés a la composition en polyphénol de cette plante [Djeridane
et al., 2010 ; Khacheba et al., 2014 ; Ghribi et al., 2015]. Nos résultats, montrent des teneurs
élevées en polyphénols par rapport a celles obtenue par I’étude de Khacheba et al. (2014), cette
étude rapporte que I’extrait aqueux de feuilles de Ononis angustissima récoltée dans |a steppe de
Laghouat (Algérie) possedent une teneur totale en polyphénols et flavonoides 65 fois et 12 fois
respectivement, moins que nos résultats (1,91 + 0,52 mg GA/g MV et 1,16 + 0,51 mg RE/g MV,
respectivement).

De méme, les résultats de Djeridane et al., (2010) ont révélé dans I’extrait acétate d’éthyle
des racines de Ononis angustissima récoltée de la région de Sidi Makhlouf (Laghouat, Algérie)
au mois de Septembre des teneurs relativement éevées en polyphénols 12,03 mg GA/g MV (nos
résultats 4,91 mg/g MV). D’ou on constate que les racines de Ononis angustissima sont plus
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riches en polyphénols que la partie aérienne. Toutefois il est difficile de comparer nos résultats
avec ceux de la bibliographie puisque plusieurs facteurs sont susceptibles d’influencer I’analyse
qualitative et quantitative des extraits de plante. Ces facteurs peuvent étre liés a la plante tels
que: son écologie, les conditions édaphiques et sa maturité, comme ils peuvent étre liés aussi
aux conditions expé&imentales et mode opé&atoire : type, temps, température et le mode
d’extraction ainsi la concentration et la polarité du solvant utilisé [Tiwari et al., 2011].

Le potentiel antioxydant des extraits de Ononis angustissima a été évalué par deux méthodes
ayant pour principe respectivement : le piégeage du radical libre du DPPH ou le pouvoir
réducteur du fer (FRAP). La capacité antioxydante d’un composé est d’autant plus élevée que
son 1Csg est petite.

Comparativement a I’acide ascorbique (1Csp =0,019 mg/ml), les extraits organiques (EMFT,
n-BFT et AcFT) dont leur valeur de ICso = 5 mg/ml sont 250 fois moins actif. Ces extraits sont
presque deux fois plus actif que les extraits aqueux (AQFT et AgFl) dont I’lCsp = 9 mg/ml, leur
activité antiradicalaire est bien plus importante a celles des extraits aqueux. Cela peut étre
attribué a la présence d’une quantité élevée de polyphénols dans les extraits organiques par
rapport aux extraits aqueux ceci explique I’action des solvants organiques qui détruisent les
parois cellulaires et fait libéré les polyphénols et inhibent I’activité de I’enzyme polyphénol-
oxydase responsable de la dégradation des polyphénols. Cette enzyme est active dans les extraits
aqueux [Tiwari et al., 2011].

Les travaux antérieurs concernant le pouvoir antioxydant de cette plante ont montré
également que les racines de cette plante sont douée de potentiel antioxydant trés élevé encore
plus important a celui de la partie aérienne notamment I’extrait acétate d’éthyle et n-BFT des
racines et que cette propriété et du a la quantité des polyphénols et flavonoides car les racines de
Ononis angustissima sont plus riches en polyphénols que la partie aérienne [Djeridane et al.,
2010 ; Ghribi et al., 2015].

Les résultats relatifs a I’évaluation de I’activité antioxydante utilisant la méthode de FRAP,
nous montrent que tous les extraits ont une activité dose dépendante. 1Csq la plus faible est celle
de I’acide ascorbique 0,017 mg/ml, alors que ICso de I’extrait ACFT et le BHT est de I’ordre de
0,109 et 0,131 mg/ml respectivement, leur activité antioxydante est deux fois plus importante
que celle de I’extrait EMFT (0,262 mg/ml) et quatre fois plusimportante par rapport aux extraits
aqueux AQFT, AgFL et n-BFT (0,494 ; 0,464 et 0,436 mg/ml respectivement). Selon Ghribi et

al., (2015), les extraits acétate d’éthyle et n-butanol (dont les ICs, sont de I’ordre 0,063 et
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0,141(mg/ml), respectivement) des racines sont dotés de pouvoir réducteur de fer plus important
acelui de la partie aérienne de cette plante.

Les composés phénoliques peuvent exercer leur effet antioxydant par différent voies, dont le
mécanisme d’action peut étre direct ou indirect, incluant : le piégeage et la neutralisation des
radicaux libres, la chéation de certains ions métalliques de transition impliqués dans la
formation de ces radicaux dont le mécanisme d’action est direct. L’inhibition d’enzyme
responsable de la formation des radicaux libres et d’anions superoxide, le blocage du processus
de peroxydation par la réduction de radicaux alcoxyl et peroxyl et régénération des récepteurs
membranaires pour les antioxydants tel que a-tocophérol, constituent le mécanisme d’action
indirect [Dugas et al. 2000 ; Negréo et Faria, 2009 ; Biesaga, 2011 ; Spiridon et al. 2011].

Il est connu que les polyphénols, comme les flavonoides, bloquent |a production des ERO en
inhibant leurs effets apoptotiques et cytotoxiques [Fiorani et al. 2003]. L’activité antioxydante
de polyphénols dépend généralement de leurs structures chimiques, du nombre et de la
distribution des groupements hydroxyles [Popovici et al. 2009]. L’effet antioxydant et/ou
piégeur des radicaux libres est essentiellement lié a la configuration des groupements 3’ et 4’-
orthodihydroxyle sur le cycle B, la double liaison entre C2 et C3 conjuguée avec le groupement
4-carbonyle sur le cycle C, ainsi le groupement 3-OH et/ou 5-OH sur le cycle C déterminant le
pouvoir antioxydant [Pyo et al. 2004 ; Wojdylo et al. 2007 ; Negréo et Faria, 2009]. Les
polyphénols qui contiennent e noyau catéchol dans leur structure présente un pouvoir réducteur
du fer élevé, cela est due ala participation des groupements OH liés au noyau catéchol [Degr aft-
Johnson et al. 2007].

Divers études in vivo ont éaient réalisées pour vérifier les effets des antioxydants sur des
model es diabétiques expérimentaux. Certains antioxydants naturels peuvent atténuer, inhiber ou
retarder I’effet délétere du stress oxydant consécutif au diabete, ceci est I’un des mécanismes

d’action prometteurs des plantes médicinal es antidiabétiques [Oyenihi et al., 2014].

Il est important de noter cependant gue la capacité antioxydante d’un composé ou extrait de
plantes in vitro, ne peut étre extrapolée a un organisme entier in vivo. En effet, I’efficacité de ces
composés phénoliques dépend de leur biodisponibilité: perméabilité, absorption intestinale,
stabilité, efficacité et excrétion, etc..., car ces derniers peuvent subir des changements
structuraux et dégradation au niveau de I’intestin [Negr&o et Faria, 2009 ; Pandey et Rizvi,
2009 ; Blaschek, 2017].
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Introduction

Une des approches thérapeutiques importantes pour prévenir L’HGPP est le ralentissement
de la digestion et I’absorption intestinale des glucides alimentaires aprés un repas par
I’inhibition des a-glucosidases [Ali et al., 2006].

Le terme générique a-glucosidases désigne les enzymes dégradant les polysaccharides,
oligosaccahrides et disaccharides. Certains sont intracellulaires et interviennent dans la
glycogénolyse ( exp : glycogene phosphorylase a activité a-(1,4) glucosidase et la a-(1,6)
glucosidase. D’autres interviennent dans la digestion des glucides alimentaires tel que : les a-
amylases sdlivaires et pancréatiques et lesa-glucosidasesde la bordure en brosse des

entérocytes [Goodman, 2010].

Les a-glucosidases (EC 3.2.1.20) et a-amylase (EC.3.2.1.1) appartiennent a la famille 13
des glycosides hydrolases. L’a-amylase pancréatique est une enzyme clé, principale dans
I'appareil digestif et catalyse I’étape initiale de I’hydrolyse d’amidon a un mélange
d’oligosaccharides, de maltose, maltotriose, et d'un nombre de o-(1,6) et de o-(1,4)
oligoglucans (dextrines limites). Les produits qui résultent de I’action d’a-amylase sont
destinés d'étre dégrader par les a-glucosidases de la bordure en brosse de I’épithélium
intestinal en glucose qui va étre absorbé et passent dans la circulation sanguine [Goodman,
2010]. Concernant I’inhibition de o-amylase et o-glucosidases, il a éé suggéré que le
mécanisme exercé est la formation d’un complexe entre I’agent inhibiteur et ces enzymes,
limitant ainsi leurs activités. L’acrabose est parmi les inhibiteurs des a-glucosidases les plus

connus, il agit en mimant le substrat de ces enzymes [Sales et al., 2012].

Cette partie d’étude concerne la recherche de I’activité antidiabétique des extraits de
Ononis angustissima, elle consisteen :

- L’évaluation de I’effet inhibiteur de ces extraits vis-avis des enzymes hydrolysant les

glucides dans le tube digestif (a amylase, o glucosidases), in vitro.

- in vivo, leur effet anti hyperglycémiant est évalué chez le rat, soumis a I’hyperglycémie
provoquée par voie orale par les différents sucres simulant un état postprandial pour confirmer
I’effet des extraits de cette plante sur la digestion de I’amidon par a-amylase, le saccharose et
le maltose par les a-glucosidases (saccharase et maltase). L utilisation du glucose dans les

mémes conditions que celles des autres sucres sucres exclue I’action des enzymes digestives.
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Matériel et méthodes

1. Etude de I’activité antidiabétique des extraits de Ononis angustissma: effet sur

I’activité des enzymes digestives in vitro
1.1 Evaluation de I’effet desextraitssur I’activité de I’a-amylase por cine

Cette partie expérimentale consiste a étudier I’effet des différents extraits de la partie
aérienne de Ononis angustissima: AqgFl, AqFT, EMFT, AcFT, n-BFT sur I’activité de
I’a-amylase de pancréas de porc qui est proche d’un point de vue structurale et cinétique de
I’a-amylase humaine. L’acarbose (AcB) (Bayer), agent antidiabétique inhibiteur
a-glucosidasique, est utilisé comme témoin positif. La catéchine (CT) et I’acide gallique (AG)
(Sigma Aldrich. Chimie GmBH, Germany) sont utilisés comme des molécules de référence.
Ces mol écules sont testées dans |es mémes conditions expérimentales que les extraits.

Les produits formés apres hydrolyse enzymatique de I’amidon par I’a-amylase sont les
sucres réducteurs (maltose, maltotriose et glucose), les oligosaccharides (a-(1,4) et o-(1,6)
oligoglucanes) [Worthington, 1988]. Pour déterminer la quantité de produits formeés, nous
avons utilisé la méhode de dosage des sucres réducteur, cette derniere est basée sur le
caractere réducteur des groupements aldéhydes et cétones libres des sucres. En milieu acalin
et a chaud, I’oxydation de ces fonctions provoque simultanément la réduction de I’acide 3,5-
dinitrosalicylique (chromogene) de couleur jaune orange en acide 3-amino 5-nitrosalicylique
de couleur brune ou jaune orangée absorbant a 540 nm. L’intensité de la coloration varie
selon la quantité de sucres réducteurs présente dans le milieu réactionnel [Bernfeld, 1955]

1.1.1 Réactifs et produits

1.1.1.1 Solution de I'a-amylase

L'a-amylase porcine (E.C.3.2.1.1) du pancréas de porc (PPA) est fournie sous forme
lyophilisée (Sigma-Aldrich Chimie GmH, Germany), avec un poids moléculaire de 13000Da
et une activité spécifique de 13 Ul/mg. L’optimum de son activité est obtenu a pH 6,9 a 37°C.
La solution de travail est préparée comme suit : 3mg d’'a-amylase porcine est solubilisée dans
10 ml de solution tampon phosphate (0,02 M, pH 6,9), la solution obtenue contient une

activité a-amylasique de 3,9 Ul/mL.
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1.1.1.2 Solution du substrat
Le substrat utilise est I'amidon soluble de pomme de terre (Merck) préparé dans la solution
tampon phosphate (0,02 M, pH 6,9) a la concentration de 0,4 mg/ml. Sa solubilisation est

facilitée par le chauffage et une agitation continue.
1.1.1.3 Solutions de I’acarbose

L’acarbose (AcB), (Glucobay®50, Bayer, Germany) est un antidiabétique oral agissant
comme inhibiteur glucosidasique, il est utilisé dans cette expérience comme témoin positif
aux concentrations: 0,12 ; 0,18 ; 0,75; 3; 4,5 et 8 mg/ml.

1.1.1.4 Solution de catéchine et d’acide gallique

Les solutions de catéchine (CT) et de I’acide gallique (AG) (Sigma-Aldrich, Germany)
sont préparée dans du tampon phosphate (0,02 M, pH 6,9) aux concentrations suivantes:
0,18;0,75;3;4,5; 8¢et 10 mg/ml.

1.1.1.5 Solution des extraits de Ononis angustissima

Les extraits secs de Ononis angustissima: AgFl, AgFT, EMFT, AcFT et n-BFT sont
préparées dans du tampon phosphate (0.02 M, pH 6) aux concentrations suivantes: 0,18 ;
0,75;3;4,5; 8et 10 mg/ml.

1.1.1.6 Solution de I’acide 3,5-dinitrosalicylique (DNSA)

Dans un Erlen Meyer, 1g de DNSA (Sigma-Aldrich) est solubilisé dans 40 ml d'eau
distillée. A cette solution, 30 g de tartrate double de sodium et de potassium sont g outés sous
agitation. La solution obtenue est de couleur jaune opague. L'addition de 20 ml d'une solution
de NaOH (2N) rend le réactif limpide avec une couleur orange. Le volume finale de la
solution est gjusté a 100 ml avec de I'eau distillée, le réactif est conservé al'abri de lalumiéere
a+4°C.

1.1.2 Mode opératoire

- Introduire 200 pl d'échantillon a analyser : extrait, acarbose, catéchine ou acide gallique.
Dans le tube contrdle (témoin) [I'échantillon est remplacé par le tampon: il représente
I’activité enzymatique totale (100 %), sans inhibiteur ; un tube blanc approprié est préparé
simultanément pour chague tube contenant |'échantillon sans I’enzyme. Puis gjouter 200 pl de
la solution enzymatique et préincuber les tubes pendant 5 min a 37 °C dans un incubateur
agitateur (120 cycles/min) ; Ensuite gouter 200 pul de la solution d’amidon (0.4 mg/ml) dans
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tous les tubes et incuber pendant 10 min a 37 °C dans dans un incubateur agitateur (120
cycles/min). Apresincubation ajouter 600 pul de DNSA dans les tubes, ces derniers sont placés
directement dans un bain marie bouillant pendant 7min. Pour provoquer un choc thermique
déposer les tubes directement dans un bain d'eau glacée ce qui permet de stopper la réaction.
Apres cette étape gouter 1 ml d'eau distillée dans chaque tube et homogeéenéiser a l'aide d'un
vortex.

- L absorbance est mesurée au spectrophotomeétre a 540 nm contre le blanc approprié et les

résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition, selon laformule suivante
I (%) = (A contrdle — A échantillon)/ A controle X 100

| : Le pourcentage d’inhibition de I'échantillon.
A contrale . Absorbance du tube de contrble ou I’activité enzymatique est totale (sans
échantillon)

A &hantilion : Absorbance du test effectué (avec I'échantillon).

La concentration inhibitrice méediane (ICsp) ou la concentration inhibitrice de 50 % de
I’activité enzymatique est la concentration de I’échantillon testé nécessaire pour inhiber 50%
de I’activité enzymatique. La valeur ICsy est déterminée graphiquement : | = f (C) en utilisant

lelogiciel de traitement des données Microcal Origin 5.0 (Microcal software, Inc. 1.0.0.1).
1.2 Evaluation de I’effet des extraitssur I’activité d’a-glucosidases de |’intestin de rat

Cette partie expérimentale consiste a étudier I’effet des différents extraits de la partie
aérienne de O. angustissima sur I’activité de I’a-glucosidase de I’intestin de rats Wistar en
utilisant le 4-nitrophenyl a-D-glucopyranoside (pPNPG) comme substrat et I’acarbose (AcB)
comme témoin positif. La catéchine (CT) et I’acide gallique (AG) sont testés dans les mémes
conditions expérimentales. La dégradation de pNPG produit le p-nitrophenol de couleur jaune
absorbant a 400 nm [Dahlqvist, 1964 ; Bergmeyer and Bernt, 1974 ; Jong-Anurakkun et
al., 2007].

1.2.1 Préparation de I’extrait enzymatique brut d’a-glucosidases a partir de la
muqueuse intestinale derat
L’extrait brut d’a-glucosidases consiste en un mélange complexe contenant entre autres

plusieurs disaccharidases: saccharase, maltase, isomaltase.... produites par la bordure en
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brosse de I’épithélium intestinale hydrolysant les disaccharides du chyme alimentaire

(saccharose, maltose, isomaltose...) en sucres simples.

Cet extrait brut d’a-glucosidases est prépare a partir de la muqueuse d’intestin gréle de rat
Wistar soumis a jeun pendant 24 heures (intestin vidé de chyme aimentaire). On procéde
comme suit ;

Apres anesthésie du rat par injection intrapéritonéale du chlora hydraté (8%), et I’incision de
la cavité abdominale, on récupére une portion de I’intestin gréle allant du duodénum (10 cm
aprés le pylore) jusqu’au jg§unum sur une longueur de 30cm. Le segment récupéré est lavé
avec du serum physiologique, fraichement préparé, a I’aide d’une sonde de gavage, puisil est
placé sur une plague de verre déposée sur de la glace pillée. Ensuite I’intestin lavé est coupé
sur sa longueur puis la mugueuse est récupéré dans du tampon phosphate KH,PO4/NaOH
(67mM ; pH 6,8) par grattage a I’aide d’un verre de montre. La suspension de muqueuse
intestinale est récupérée dans un bécher, ce dernier est dépose dans de la glace, ensuite elle est
homogeénéisée par le sonicateur (ultrason), puis centrifugée a 5000 tr/min  a 4°C pendant
20min. Enfin le surnageant récupéré représente I’extrait enzymatique brut d’ a.-glucosi dases.
L’activité enzymatique de cet extrait brut a été déterminée selon la formule: une unité
d’activité enzymatique (U) = quantité d’enzyme qui libére 1umol de o D-glucose a partir de
PNPG (substrat) par min a pH 6,8 et & 37°C. Le taux de glucose a été déterminé selon la
méthode GOD-POD (kit Spinreact). L’activité spécifique de I’extrait enzymatique est
exprimée en U/mg de protéines. Le taux de protéines de |’extrait enzymatique éant déterminé
par laméthode de Lowry et al., (1951).

1.2.2 Réactifs et mode opératoire

1.2.2.1 Solution d’a-glucosidases

A partir de I’extrait enzymatique brut d’activité spécifique moyenne 0,94 U/mg de
protéines, une solution de travall a 0,2 U/ml a été préparée par dilution de I’extrait

enzymatique brut dans du tampon phosphate (67mM, pH 6,8).

1.2.2.2 Solution du substrat

Le substrat utilisé est le 4-nitrophenyl a-D-glucopyranoside (pNPG), substrat
chromogenique, un glycoside de synthese (Sigma Aldrich, Germany), préparé dans |le tampon
phosphate (67mM, pH6,8) a une concentration de 0,01 M (3g/1).
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1.2.2.3 Solution del’acarbose
Des solutions d’acarbose (AcB) sont préparées a différentes concentrations dans le tampon
phosphate (67mM, pH6,8) : 0,010 ; 0,050 ; 0,100 ; 0,250 ; 0,500 et 1,000 mg/ml.

1.2.2.4 Solution de catéchine et d’acide gallique

Les solutions de la catéchine (CT) et de I’acide gallique (AG) (sigma Aldrich) sont
préparée dans du tampon phosphate (0,02 M, pH 6,9) aux concentrations: 0,5;1;15; 4,5;
8 et 10 mg/ml.

1.2.2.5 Solution des extraits de Ononis angustissma

A partir de chague extrait sec dissout dans du tampon phosphate (67mM, pH 6,8), une
série de solutions de concentration croissante a éé préparée afin d'évaluer leur effet sur
I'activité d’a-glucosidases. Les concertations utiliséessont : 0,5;1; 1,5;4,5; 8 et 10 mg/ml.
L’extrait EMFT et AcFT sont solubilisés dans du tampon phosphate (67mM, pH 6,8) plus un
volume de DMSO a1 %.

1.2.2.6 Solution de carbonate de sodium
Carbonate de sodium Na,COs; a 0,1 M : solubilisation de 1,06g de carbonate de sodium
dans 100ml d’eau distillée.

1.2.2.7 Mode opératoire

L’effet des extraitsde O. angustissma sur |'activité a-glucosidasique a été évalué selon la
méthode de Deguchi et Miyazaki, (2010) adoptant le protocole suivant :
200 ul d'échantillon a analyser (extrait, acarbose, catéchine ou acide gallique) est déposé, dans
le tube témoin d’activité enzymatique totale (sans inhibiteur) I'échantillon est remplacé par le
tampon phosphate (67mM, pH 6,8) ; ensuite ajouter 200 pl de la solution d’enzyme et 300 pl
de la solution de substrat (pNPG 0.01M), dans les tubes blanc cette solution est remplacée
par 300 ul de tampon phosphate (67mM, pH6,8) ; 1000 pl de la solution de tampon phosphate
(67mM, PH6,8) sont gjoutées. Méanger le milieu réactionnel (vortex) et laisser incuber
pendant 40 min a 37 °C dans un incubateur agitateur (120 cycles/min). La réaction
enzymatique est enfin stoppeée par I’addition de 3 ml de Na,CO3 0,1 M dans chaque tube puis
I’absorbance est mesurée au spectrophotométre a 400 nm contre le blanc (tube sans substrat).
Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition d'o-glucosidases, selon la formule

suivante:

| (%) = (A controle — A échantillon)/ A controle X 100
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| : Le pourcentage d’inhibition de I'échantillon.

A contrale . Absorbance du tube de contrble ou I’activité enzymatique est totale (sans
échantillon)

A &hantilion - Absorbance du test effectué (avec I'échantillon).

La concentration de I’échantillon dans le milieu réactionnel (concentration finale) qui
inhibe 50% de I’activité enzymatique (1Csp), est déterminée graphiquement (1 (%) = f (C)) en
utilisant le logiciel de traitement des données Microca Origin 5.0 (Microcal software, Inc.
1.0.0.2).

1.2.2.8 Analyse statistique

1. Moyenne (m)

X|
Il
Sk
~M
H><

2. Corréation (r)

La corrélation se définit comme étant la relation linéaire entre deux variables quantitatives,

elle est calculée par laformule suivante :

L (X -X)¥-F)
(X=X xS -7}

Par convention, on diraquelarelation entrex ety est :

-nulsir=0

- faibles r sesitueentre 0 et 0,2.

- d’intensité moyenne si r se situe entre 0,2 et 0,5
- fortesi r sesitueentre 0,5 et 0,8

- tréesforte s r sesitueentre 0,8 et 0,99

- parfaitesi r = 1.
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Résultats et inter prétation

1. Etude de I’activité antidiabétique des extraits de Ononis angustissma: effet sur
I’activité des enzymes digestives in vitro

1.1 Effet desextraitssur I’activité de I’a-amylase porcine

Afin de déterminer I’effet des extraits de O. angustissima et |es molécules de référence sur
I’activité de I’a-amylase in vitro, nous avons testé I’effet de différentes concentrations sur
I’activité de cette enzyme avec une son substrat amidon a 0,4 g/l. Les résultats obtenus

exprimeés en pourcentage d’inhibition sont représentés dans le tableau n°13.

Tableau n°13 : Pourcentages d’inhibition et 1Cso de I’activité de a-amylase générés par les

extraits de O. angustissima, les molécules de référence et I’acarbose.

Concentration finalesde I’AcB (Cr g/ml)

[Cso
(mg/ml)
47,52+0,01 71,32+0,01 84,83+0,02 91,96+0,01 95,93+0,01 100+0,01 0,044+0,01

0,04 0,06 0,25 1 15 2,67

Concentration finales desextraits (Cr g/ml)

ICso
(mg/ml)

AQFT 1,64+0,01 10,00+0,02 22,55+0,01 31,60+0,01  45,62+0,02 59,48+0,01 2,88+0,02
AqgFI 11,9+0,01 14,25+0,02 22,29+0,01 38,05+0,02 57,16+0,02 77,04£0,01 2,52+0,02
EMFT 1,79+0,02 7,43+0,02 32,45+0,01 51,33+0,01 66,56+0,01 74,19+0,01 1,46+0,01
n-BFT 8,81+0,01 14,95+0,00 19,72+0,01 36,31+0,01 50,59+0,03 66,39+0,01 2,58+0,02
AcFT 8,66+0,01 15,31+0,01 3343+0,00  40,53+0,01 46,5+0,02 54,34+0,02 3,26+0,02
CT 24,67+0,01 57,59+0,02 76,46+0,02 81,85+0,01 88,97+0,02 100+0,00 0,21+0,02
AG 10,50+0,02 15,97+0,01 19,08+0,02 25,35+0,02 67,79+0,02 86,73+0,01 2,18+0,02

0,06 0,25 1 15 2,67 3,33

Ce (mg/ml) : Concentrations finales dans le milieu réactionnel. AQFT : Extrait agueux de tiges et de feuilles. AgFI : Extrait
aqueux de fleurs. EMFT Extrait eau-méthanol de tiges et de feuilles. ACFT : Extrait acétate d’éthyle de tiges et de feuilles.
n-BFT : Extrait n-butanol de tiges et de feuilles. CT : catéchine (molécule de contrdle). AG : I’acide gallique (molécule de
contrdle). AcB : I’acarbose (témoin positif). Pourcentages d’inhibition + erreur standard.

Les résultats relatifs a I’effet des extraits de Ononis angustissima, de molécules de
référence et controle (catéchine, acide gallique et acarbose,) sur I’activité de a-amylase sont
indiqués dans le tableau n°13 exprimés en pourcentage d’inhibition en fonction de
concentrations croissantes dans le milieu réactionnel. Ce tableau comporte aussi la valeur
ICs0, concentration médiane inhibant 50% de I’activité enzymatique. Cette valeur permet la
comparaison entre les différents échantillons analysés (extraits de plante, molécules de
référence) par rapport a I’acarbose, agent inhibiteur des a-glucosidases, utilisé comme témoin
positif. 1Csp est inversement proportionnelle au potentiel inhibiteur de I’a-amylase.
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L’analyse de résultats nous montre que l’acarbose possede I’effet inhibiteur le plus
important vis-a-vis de I’a-amylase dont I’ICsy est de 0,044 mg/ml, suivi de la catéchine (ICso
= 0,210 mg/ml) (cing fois plus élevé environ), tandis que tous les extraits de Ononis
angustissima étudiés et I’acide gallique montrent un faible effet inhibiteur par rapport a
I’acarbose. Leur 1Cs est variable, il est de 33 fois supérieur pour I’extrait EMFT (ICso = 1,46
mg/ml), 74 fois pour I’extrait AcFT (ICsp = 3,26 mg/ml), par rapport a I’ICso de I’acarbose.

Par alleurs, I’ensemble des échantillons testés montrent un effet dose-dépendant.
1.2 Effet des extraitssur I’activité d’a-glucosidases d’intestin de rat

Les résultats de I’évaluation de I’activité inhibitrice des extraits et des molécules de
contréles vis-a-vis de I’a-glucosidase sont exprimés en pourcentage d’inhibition et présentés

dansletableau n° 14.

Tableau n°14 : Pourcentages d’inhibition et ICsy de I’activité d’a-glucosidases de

I’intestin de rat générés par les extraits de Ononis angustissima, les molécules de référence et

I’acarbose.
Concentration finalesde I’AcB (Cr mg/ml)
0,001 0,006 0,012 0,029 0,059 0,118 (n:gcy:/?‘?ﬂ)
28,73+0,02 36,92+0,01 38,47+0,01 45,52+0,01 53,48+0,02 59,30+0,00 0,046+0,01
Concentration finales desextraits (Cr mg/ml)
0,06 0,12 0,18 0,53 0,94 118 (n']g/fgl)
AQFT 14,41+0,01 16,60+0,01 14,71+0,02 22,67+0,01 34,15+0,01 35,70+0,01 non déterminée
AgFI 12,25+0,01 14,36x0,01 18,19+0,01 32,63+0,02 44,41+0,00 52,49+0,01 1,10+0,00
EMFT 08,35+0,01 09,55+0,00 13,61+0,00 30,18+0,00 45,35+0,01 66,73+0,01 0,99+0,01
n-BFT 9,45+0,00 13,94+0,01 14,38+0,00 32,19+0,00 50,16+0,01 60,38+0,00 0,94+0,00
ACFT 13,36+0,01 15,68+0,01 14,94+0,01 27,41+0,00 36,11+0,00 50,45+0,00 1,17+0,00
CT 13,79+0,00 12,42+0,01 12,98+0,01 15,89+0,01 23,79+0,01 22,34+0,02 non déterminée
AG 23,85+0,02 27,34+0,00 28,48+0,00 51,26+0,02 50,30+0,01 62,97+0,01 0,51+0,01

Cr (mg/ml) : Concentrations finales dans le milieu réactionnel. AQFT : Extrait aqueux de tiges et de feuilles. AgFI : Extrait
aqueux de fleurs. EMFT Extrait eau-méthanol de tiges et de feuilles. ACFT : Extrait acétate d’éthyle de tiges et de feuilles.
n-BFT : Extrait n-butanol de tiges et de feuilles. CT : catéchine (molécule de contrdle). AG : I’acide gallique (molécule de

contrdle). AcB : acarbose. Pourcentages d’inhibition + erreur standard.
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Les résultats relatifs a I’effet des extraits de O. angustissma, de molécules de référence
(acarbose) et contrle (catéchine et acide gallique) sur I’activité a-glucosidasique sont
indiqués dans le tableau n°14 exprimés en pourcentage d’inhibition en fonction de
concentrations croissantes dans le milieu réactionnel. Ce tableau comporte aussi leurs valeurs
d’1Csp respectives.

L’analyse de résultats nous montre que l’acarbose possede I’effet inhibiteur le plus
important vis-a-vis de a-glucosidases dont I’ Cs est de 0,046 pug/ml suivie de I’acide gallique
(ICso = 0,510 pg/ml) (11 fois plus élevé environ), tandis que tous les extraits de
0. angustissima éudiés montrent un faible effet inhibiteur par rapport a I’acarbose. Leur 1Cs
respective est de I’ordre de 1 mg/ml, il est environ 20 fois supérieur a celui de I’acarbose. En
revanche, I’extrait AQFT et la catéchine n’exercent aucun effet inhibiteur remarquable sur
I’activité de a-glucosidases. Par ailleurs, I’ensemble des échantillons testés présentent un effet
dose-dépendant.

Ces résultats nous permettent de suggérer que les extraits bruts (aqueux et organiques)
ains que leurs fractions organiques (n-butanol et acétate d’éthyle), dont le dosage des
polyphénols et flavonoides montre leur richesse en ces composés, contiendraient des
substances actives agissant comme inhibiteurs enzymatiques, faisant partie de la composition
complexe et diversifiée des extraits de O. angustissima d’une part, d’autre part ces substances
montrent une activité inhibitrice beaucoup plus importante (2 fois plus actives) vis-a-vis des

o-glucosidases (1Cs environ 1 mg/ml) qu’avec I’a-amylase (ICso varie de 2 a 3 mg/ml).

1.3 Corréation entre I’activité inhibitrice de I’a-amylase et d’a-glucosidases et la teneur
en polyphénols et en flavonoidestotaux

L’étude de la corrélation entre I’activité inhibitrice de I’o-amylase et la teneur en
polyphénols et flavonoides totaux (tableau n°15 et figure 6), indique une faible corrélation
entre I’activité inhibitrice de I’a-amylase et les polyphénols (r=0,1720), ains que les
flavonoides (r=0, 0958).

Il existe une faible corrélation entre I’activité inhibitrice des a-glucosidases et |a teneur en
polyphénols (r=0,0630), et une corrélation moyenne entre I’activité inhibitrice des o-
glucosidases et lateneur en flavonoides (r=0,2135) (tableaun®15 et figure 6).
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Tableau n°15 : Coefficient de corréation (r) entre I’activité inhibitrice de I’a-amylase et

o-glucosidases et les teneurs en polyphénols et flavonoides totaux des différents extraits de

Ononis angustissima

Polyphénols totaux (mg Eq AG/g)

IC5 a-amylase IC5y 0-glucosidases
Polyphénols 0,1720 0,0630
Flavonoides 0,0958 0,2135
A 35 r=01728 | B 35 r=0,0958
* L ]
3 . : 3 «
o 25 . ) — 8 @ 25 S S .
L = 8 =
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7 3
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Figure 6 : Corrélation entre I’activité inhibitrice de I’a-amylase et lateneur en polyphénols
(A) et en flavonoides (B) ; Corrélation entre I’activité inhibitrice de I’a-glucosidase et la
teneur en polyphénols (C) et en flavonoides (D).
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Discussion

Cette éude concerne les propriétés antidiabétiques de Ononis angustissima basée sur
I’évaluation de I’effet inhibiteur de ces extraits sur I’activité des a-glucosidases: enzymes
hydrolysant les sucres alimentaires en sucres simples absorbables au niveau du tube digestif,
comme mécanisme d’action potentiel, responsable de la réduction de I’hyperglycémie
postprandiale. Nous avons adopté une démarche expérimentale impliquant des méthodes
d’analyses complémentaires réalisees in vitro et in vivo, utilisant I’acarbose (AcB), connu et
commercialise comme agent antidiabétique inhibiteur d’a-glucosidases, a été utilise comme

témoin positif.

les tests in vitro, consistent a I’évaluation de I’effet inhibiteur des extraits de O. angustissima
sur I’activité de I’o-amylase et a-glucosidases en utilisant I’a-amylase pancréatique porcine,
proche structurellement et cinétiqguement de I’a-amylase humaine [Brayer et al., 1995], et d’un
extrait brut de I’épithélium intestinal de rat comme source de I’a-glucosidases. Cet extrait est un
mélange complexe de multiples a-glucosidases présentes dans la bordure en brosse de
I’épithélium intestinale de rat. L acarbose et d’autres molécules telles que la catéchine (CT) et
I’acide gallique (AG) sont utilisés comme molécules de référence et qui sont testées dans les

mémes conditions expérimental es.

A lalumiére des résultats obtenus (in vitro), il semble bien que les extraits de O. angustissima
étudiés contiennent des substances capables d’inhiber, a divers degrés, I’a-amylase et les a-
glucosidases (de la bordure en brosse de I’épithélium intestinal) ralentissant ainsi la digestion
des sucres alimentaires (polysaccharides, oligosaccharides et disaccharides) et I’absorption du

glucose, principale produit, et par conséquent I’hyperglycémie.

Cette activité inhibitrice est toujours relativement faible comparativement a I’acarbose. En
effet, les extraits préparés a partir de la partie aérienne de O. angustissima et ayant fait I’objet de
cette étude, sont des extraits bruts (primaires et secondaires) contiennent de multitude de
composeés de structures chimiques différentes dont les composes actifs, dilués dans ce mélange

complexe.

Les extraits de O. angustissima montrent une activité inhibitrice beaucoup plus importante (2
fois plus actifs) vis-a-vis des a-glucosidases (ICso environ 1 mg/ml) qu’avec I’a-amylase (ICso
varie de 2 a3 mg/ml). Certains auteurs suggérent qu’une action inhibitrice plus forte vis-a-vis de

I’a-glucosidase que I’a-amylase serait encore plus intéressante comme thérapie complémentaire
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contre I’hyperglycémie postprandiale avec moins d’effets secondaires. En effet, une inhibition
excessive de I’a-amylase seule favoriserait la fermentation bactérienne dans le colon des sucres
non digérés et provogquant par consequent la flatulence, météorisme, distension abdominale
[Kwon et al., 2006].

Par ailleurs, I’analyse des corrélations (activité inhibitrice-taux de polyphénols et de
flavonoides) montre des corrélations relativement faibles a modérées ce qui laisse suggérer que
les composés actifs potentiels sont de nature autres que les composés phénoliques a qui nous

avons accordeé un intérét particulier dans cette étude.

Selon les données bibliographiques, parmi les plantes étudiées et montrant une activité
inhibitrice a glucosidasique figurent 47 espéeces appartenant a 29 familles dont les Fabacées,
Crassulacées, Hippocrateacées, Lamiacées et les Myrtacées. Salacia reticulata (Hippocrateacées)
et Morus alba (Moracées) sont parmi les plus efficaces. Benalla et al., (2010) rapportent dans
leur revue de plantes médicinales étudiées pour leur activité inhibitrice a-glucosidasique que les
composés naturels qui ont une forte activité inhibitrice sont : les acides phénoliques (I’acide
chlorogenique, betulinique, syringique, vanillique, oleanolique corosolique, ellagique), les
alcaloides, stilbenoides triterpenes, phytosterol, myoinositol, flavonoides, anthraguinones,

anthrones, xanthones et d’autres.

L’Extrait éthanolique de la plante entiére de Centella asiatica & 20 mg/ml exercent un effet
anti-hyperglycemiant en inhibant I’action des enzymes intestinales disaccharidase et a-amylase
ce qui est confirmé via la technique des six segments de I’intestin de rat, ou la digestion de
saccharose (2,5 g/kg p.c) et I’absorption de glucose sont complétement inhibées tout au long de
I’intestin gréle [Kabir et al., 2014 (b)].

Naquvi et al., (2011) citent quelque plantes médicinales appartenant a la famille des
Fabaceaes et douées d’activité inhibitrice de I’o-glucosidase, telles que Cassia fistulla,
Glycyrrhiza glabra et Trigonella foenum graecum. D’autres études rapportent aussi que
Trigonella foenumgraecum L. (Fabaceae) inhibe les enzymes digestive [Riyad et al, 1988 ; Zia
et al, 2001 ; Nathiya et al., 2014].

EL-Abhar et Schaalan, (2014) ont montré que le Pycnogenol isolé a partir de Pinus pinaster
(pin maritime) et les graines de fenugrec (Trigonella foenum-graecum L., Fabaceae) empéchent

I’activite des glucosidases intestinales chez les rats diabétiques.
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Plusieurs études ont montré que les polyphénols des plantes réagissent comme un bon
inhibiteur de beaucoup d’enzymes essentiels de nombreuses voies métaboliques (les enzymes
digestives I’a-amylase et I’0-glucosidase) liées au diabéte 2 [Jung et al., 2006 ; Rubilar et al.,
2011 ; Adefegha et Oboh, 2012]. Ces composes phénoliques doues d’effets pharmacol ogiques,
constituent la base scientifique de [I’utilisation thérapeutique traditionnelle des plantes
meédicinales en médecine traditionnelle [N’Guessan et al., 2009].

Les flavonoides tel que : lutéoléine, myricetine et quercetine sont de potentiels inhibiteurs de
I’0-glucosidase [Tadera et al., 2006]. Chez le rat, le theaflavin-3-O-galate diminue
significativement le taux de glucose sanguin en supprimant la production de glucose a partir de
maltose atravers I’inhibition de I’a-glucosidase intestinale (la maltase) [M atsui et al., 2007].

D’autres études rapportent que le kaempférol (flavonol) aglycone et glycosides exerce une
inhibition significative de I’activité des disaccharidases. Selon I’étude de Pereira et al., (2011),
la kaempferitrine a différentes concentrations induit une inhibition significative de I’activité de la
maltase et sucrase duodénales in vitro. Un autre kaempférol glycoside, kaempferol-3-O-
rutinoside, induit un potentiel effet inhibiteur vis-avis I’a-glucosidase in vitro. Il était 8 fois
plus puissant que I’acarbose, le kaempférol non glycosylé montre un effet synergétique en
présence de I’acarbose [Habtemariam, 2011; Villers et Fougere, 2013]. Le kaempférol
aglycone inhibe I’activité de la maltase du duodénum de rat in vitro, aucun effet sur I’activité de
la sucrase et lactase au concentrations testées [Pereira et al., 2011]. Dans une autre étude
Matsui et al., (2002) montre que ce compose inhibe a la fois les deux enzymes maltase et
sucrase in vitro. Par ailleurs, I’étude de Wang et al. (2010) montre que le kaempférol isolé des
feuilles de goyave (guava, Myrtaccées), inhibe fortement les a-glucosidases intestinales de rat

(sucrase et maltase) et a-amylase.

D’autres flavonoides etaient testés pour leurs effets inhibiteurs de I’activité de I’a-glucosidase
et a-amylase. Tadera et al., (2006) ont testé 6 groupes de flavonoides sur I’activité de I’a-
glucosidase intestindle et I’o-amylase porcine, parmi ces flavonoides figurent les
anthocyanidines, isoflavones et flavonols qui ont inhibé fortement I’ a-glucosidase de levure avec
des valeurs d’ICs inférieur a 15uM, tandis que I’a-glucosidase intestinale de rat était |égérement
inhibée par des anthocyanidines et isoflavone. Kim et al., 2000 ont montré que le flavonol
lutéoline, cependant inhibe 36% d’a-glucosidase a une concentration de 0,5 mg/ml et son effet
était plus puissant que I’acarbose. Ces deux groupes de chercheurs ont montré aussi que les

flavonoidestel que lutéoline, myricétine et quercétine inhibent I’'o-amylase [Tadera et al.,

73



Chapitre Il : Etude de I’activité antidiabétique de ononis angustissima Discussion

2006 ; Kim et al., 2000]. Chez les rats, theaflavin-3-O-gallate diminue significativement le taux
de glucose sanguin en supprimant la production de glucose a partir de maltose a travers
I’inhibition de I’a-glucosidase intestinale [M atsui et al., 2007].

Williamson, (2013) a trouvé que les flavonols, flavine-ester-gallate, acide 5-caffeolquic et
proanthocyanidines inhibent I’a-amylase. Les produits d’oxydation des anthocyanidines et
catéchine comme la théaflavine et théasensensus inhibent la maltase et sucrase, aors que la
lactase est inhibée par la catéchine du thé. Lo Piparo et al., (2008) et Williamson, (2013) ont
remarqué que I’inhibition de I’activité de ces enzymes augmente considérablement en fonction
de I’augmentation de nombre d’hydroxyles liés au cycle B des flavonoides, leur effet est lié a
leurs structures. Ces composés inhibent I’a-glucosidase et I’a-amylase par laformation de liaison
hydrogéenes entre ses groupements hydroxyles et les résidus du site de fixation (actif) de cette
enzyme [Sales et al., 2012 ; Villers et Fougere, 2013 ; Unnikrishnan et al., 2014].Cela est
cohérent avec le meécanisme d’action de I’acarbose qui agit en mimant le substrat des
o-glucosidases [Brownlee, 2005 ; Saleset al, 2012].
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I ntroduction

Le test de tolérance oral aux sucres mesure la capacité du corps a utiliser un type de sucre,
généralement le glucose (TTOG). C’est un test de grande utilité, dont I’avantage est I’utilisation
d’un sucre du plasma, en I’occurrence le glucose, d’un sujet a jeun comme pratique et
déterminant pour simplifier et faciliter le diagnostic du diabete sucré. [Ernsberger et Koletsky.,
2012 ; ljeh et al. 2013 ; Chen et al., 2015].

Expérimentalement, le principe du TTOG appliqué au rat de laboratoire, est de déterminer les
capacités de cet animal a normaliser sa glycémie lors de I’administration de glucose. Ceci défini
donc sa tolérance au glucose. Cette procédure met en jeu essentiellement : la sécrétion de
I”insuline, la production hépatique de glucose, I’utilisation du glucose par les tissus périphériques
et la stimulation du systéme nerveux autonome. Elle sert notamment a mesurer I’efficacité
thérapeutique d’une molécule (médicament) ou de substances contenues dans un extrait végétal
par exemple, sur I’état d’hyperglycémie. D’autres types de sucres (amidon, maltose, et
saccharose) peuvent étre utilises pour provoquer cette hyperglycémie. Par ailleurs, leurs
administration par voie orale est privilégiée car plus naturelle, impliquant I’ensemble des
mécanismes régulateurs physiologiques agissant sur I’noméostasie glucidigue chez un organisme
vivant [Ernsberger et Koletsky., 2012 ; Ijeh et al. 2013 ; Chen et al., 2015].

Cette partie d’étude concerne la recherche de I’activité antidiabétique des extraits de Ononis
angustissima in vivo, leur effet anti hyperglycémiant est évalué chez le rat, soumis a
I’hyperglycémie provoquée par voie orae par les différents sucres simulant un état postprandial
pour confirmer I’effet des extraits de cette plante sur la digestion de I’amidon par a-amylase, le
saccharose et e maltose par les a-glucosidases (saccharase et maltase). L’utilisation du glucose
dans les mémes conditions que celles des autres sucres exclue I’action des enzymes digestives.
En plus son utilisation par coadministration permet de tester I’effet de ces extraits sur
I’absorption intestinale de glucose.
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2. Etude de I'activité antidiabétique des extraits de Ononis angustissima : effet sur
I’hyperglycémie provoquée par voie orale par différentssucreschez lerat

2.1 Animaux

Cette étude a porté sur des rats albinos (Rattus norvegicus) de variété Wistar, males et
femelles adultes, non diabétiques, agés de 2 a 3 mois ayant un poids corporel de 150 2230 g. Les
rats ont acces libre a I’eau et a la nourriture de type EL ALF (glucides 55%, proténes brutes
18%, matiére grasse 2,5%, cellulose brute 3,9%, cendres (matiére minérale) 4,9%, humidité
14%, CMV (complexe minérae vitaming) 1,7%). L’eau et I’aliment leur sont fournis et
renouvel és quotidiennement a I’exception du jour de I’expérimentation ou les rats sont soumis a

un jeun de 18 heures environ, avec acces libre a I’eau.

2.2 Répartition desrats en groupes et lots

Cent quatre-vingt rats adulte méles et femelles ont été utilisés, répartis en 4 groupes de rats.
Chague groupe regoit par voie orale un type de sucre afin de provoquer I’hyperglycémie. Ils sont
répartis comme suit :

Groupe A recoit I’amidon (A) ;

Groupe B recoit le saccharose (S) ;

Groupe C recoit le matose (M) ;

Groupe D recoit le glucose (G1) (glucose administré 30 min aprés I’administration orale de
I’échantillon) ;

Groupe F regoit le glucose (G2) (glucose et échantillon co-administrés) ;

Chague groupe renferme 9 lots de rat dont 5 rats par lot. Les rats de chaque lot sont traités par
les extraits de O. angustissima, la catéchine, acide gallique (échantillon), I’acarbose ou sérum
physiologique (témoin). Ces solutions sont administrées par voie orale (gavage intragastrique a
I’aide d’une sonde), a la dose de 50mg/kg.pc, 30 min avant I’administration de la solution d’un
sucre : amidon (3 g/kg p.c) saccharose, maltose et glucose (2 g/kg p.c), a I’exception du groupe F
le glucose et I’échantillon sont administré simultanément (co-administration). Ces deux derniers
groupes (D et F) sont des témoins négatifs, excluant tout effet sur les enzymes digestives,
permettant d’examiner les autres effets potentiels des échantillons testés sur
I’hyperglycémie dont I’effet sur I’absorption intestinale de glucose. La répartition des lots de

rats expérimentaux et témoins est indiquée dans le tableau n°16 .
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Tableau n°16 : Répartition des lots de rats expérimentaux et témoins utilisés pour
I’évaluation de I’effet des extraits de Ononis angustissima sur I’hyperglycémie provoquée par

voieorale.
Lots Solutions administr ées Doses administr ées Effectifs
(50 mg/kg p.c.)
Témoins (NT) NaCl 0,9 % 5 ml/kg p.c 5
Contrdle positif AcB 50 5
AQFT 50 5
Groupe*

A : amidon AdH 50 5
B : saccharose EMFT 50 5

C: maltose
D : glucosel Expérimentaux n-BFT 50 5
F : glucose2 ACFT 50 5
CT 50 5
AG 50 5

AQFT : Extrait agueux de tiges et de feuilles ; AgFl : Extrait aqueux de fleurs; EMFT : Extrait eau-méthanol de tiges et de
feuilles; ACFT : Extrait acétate d’éthyle de tiges et de feuilles ; n-BFT : Extrait n-butanol de tiges et de feuilles ; CT : catéchine;
AG: Acide Gallique ; AcB : Acarbose; * : selon le type de sucre administré par voie orae ; glucose?2 : coadministré.

2.3 Prédévement sanguin et mesure dela glycémie

Les prélevements sanguins sont effectués au niveau de I’extrémité caudale des rats. Une
goutte de sang est déposée sur une bandel ette réactive et la glycémie est immédiatement mesurée
au glucométre (Accu-check, Roche) .

La glycémie a été mesurée au temps to (glycémie basale : Gp), juste avant I’administration de
I’extrait de la plante ou les molécules de référence, ensuite a 30 min suivie immeédiatement par
I’administration orale de la solution du sucre. D’autres mesure sont effectuées a 60, 120 et 180

min (glycémie au tempst : Gy).
2.4 Expression desrésultats

Lateneur en glucose du sang total est exprimée en mg/dL et les variations de la glycémie sont
exprimeées en pourcentage par rapport ala glycémie basale et calculée comme suit :
Pourcentage de variation de la glycémie (%) = (Gi-Go)*100/ Go.
Go : glycémie basale (temps = 0 min).
Gt : glycémie atempst.
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A partir de la courbe d’évolution de la glycémie en fonction du temps: glycémie=f(t), la
charge glycémique a été calculé en utilisant la surface sous la courbe : “area under the curve”
(AUC), selon la formule suivante (régle des trapézes), incrémentée (surface au-dessus de Gy) et

exprimée en g/L/h.

AUC.180min=1/2AG3px0,5+1/ Z(AG 50+AG30) x0,5+1/ Z(AG 120+AG 60) x1+1/ Z(AG 180+AG 120) x]1

2.5 Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés sous forme de valeurs moyennes accompagnées de I’erreur

standard ala moyenne : m+ES.

— 1
La moyenne (m X==3X
yenne (m) n; )
. 1 _
Lavariance (v V== —X)?
0 =% %)
L’écart type (s) Sx=H ;X

L’erreur standard de la moyenne (ES) ES:i

Jn
Test de Student

La signification statistique des différences observées entre les valeurs moyennes de la glycémie
obtenues pour chaque lot d’animaux comparé au lot témoin a été évaluée par test de Student (te).
Pour comparer les moyennes des deux échantillons indépendants, on applique le test de Student a

un degreé de liberté qui dépend de la taille de I’échantillon.

_ (ml1 - m2)
° \/ , [ 1 1 }
s +
n 1 n 2

La valeur de «t. » donne le degré de signification « P » |u sur la table de Student. La différence

entre deux moyennes est :

Peu significative (*) : P<0,05.

Significative (**) : P <0,01.
Tressignificative (***) : P <0,001.
Hautement significative (****) : P <0,0001.
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2. Etude de I'activité antidiabétique des extraits de Ononis angustissima : effet sur

I’hyperglycémie provoquée par voie orale par différentssucreschez lerat

L’ évolution de la glycémie chez les rats normaux a été suivie a court terme durant les 3
premiéres heures (0, 30, 60, 120, et 180 minutes) qui suivent I’administration orale de 50 mg/kg
p.c des différents extraits de Ononis angustissima : AqQFT, AgFl, EMFT, n-BFT et AcFT. Les
rats controles sont traités par CT, AG et AcB (50 mg/kg p.c). L’hyperglycémie étant provoquée
par les sucres : amidon, saccharose, maltose et glucose.

Les résultats de la variation de la glycémie postprandiale mesurée apres I’administration des
différents sucres avec ou sans les extraits de O. angustissima, CT, AG ou AcB , sont représentés
sous forme de AUC (surface sous la courbe) dans le tableau n°17. Le calcul de I’AUC.180 min
permet la mesure de la cinétique d’évolution de la glycémie durant les trois heures qui suivent
I’administration des différents sucres en présence et en absence des échantillons testés. Elle
refléte aussi la charge glycémique (lorsqu’elle est rapportée a la quantité de sucre ingéré AUC /g
sucre). C’est un effet global qui tient compte a la fois de I’amplitude et la durée de la glycémie.
Elle constitue donc une bonne base de comparaison pratique des effets des extraits de
O. angustissima sur I’hyperglycémie postprandiale entre les groupes de rats témoins et groupes
de rats expérimentaux. L’évaluation de I’effet des extraits de O. angustissima sur
I’hyperglycémie postprandiale utilisant I’ AUC.180 min €St représenté dans lesfigures 7, 8, 9, 10 et
11.
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Tableau n°17 : Valeurs de I’AUC ¢.150 min, Surface sous la courbe de I’évolution de la
glycémie postprandiale durant 3h et le pourcentage de variation de la glycémie, aprés un test de

tolérance oral aux sucres en présence et en absence d’extraits de O. angustissima chez le rat.

AUC (g/L/ h)
Groupesderats (pour centage de variation dela glycémie %)
TTOA TTOS TTOM TTOG1 TTOG2
Témoin 1,87+0,04 1,71+0,04 2,07+0,04 1,64+0,04 1,12+0,05
ACB 1,28+0,05 -0,09+0,03 1,41+0,04 1,15+0,05 0,19+0,05
(-31,43) (-105,26) (-31,95) (-29,88) (-83,04)
AQFT 1,53+0,08 1,63+0,03 2,06+0,05 1,22+0,05 0,40+0,06
(-18,18) (-04,81) (-00,29) (-25,61) (-64,29)
AgFI 1,35+0,07 1,25+0,07 2,01+0,03 1,03+0,05 0,87+0,04
(-27,93) (-27,33) (-02,88) (-37,20) (-22,32)
EMET 1,15+0,05 1,42+0,09 2,21+0,04 1,18+0,06 0,39+0,05
(-38,58) (-16,89) (+06,96) (-28,05) (-65,18)
n-BET 0,63+0,05 1,46+0,04 1,57+0,05 1,55+0,04 0,91+0,05
(-66,24) (-14,61) (-24,04) (-05,49) (-18,75)
ACET 1,16+0,03 0,64+0,06 2,55+0,09 1,35+0,03 0,82+0,09
(-37,99) (-62,72) (+23,26) (-17,68) (-26,79)
cT 1,85+0,06 1,03+0,03 1,28+0,05 1,47+0,04 -0,15+0,05
(-1,02) (-39,99) (-38,11) (-10,37) (-113,39)
AG 2,46+0,07 0,69+0,04 1,08+0,05 1,61+0,06 0,66+0,05
(+31,78) (-60,01) (-47,76) (-03,29) (-41,07)

TTOA : test de tolérance oral a I’amidon, au saccharose (TTOS), au maltose (TTOM) au glucose (TTOG1) et au glucose co-
administré (TTOG2). AqFT : Extrait aqueux de tiges et de feuilles. AqFl : Extrait agueux de fleurs. EMFT Extrait eau-
méthanol de tiges et de feuilles. ACFT : Extrait acétate d’éthyle de tiges et de feuilles. n-BFT : Extrait n-butanol de tiges et de
feuilles. CT : catéchine (molécule de contréle). AG : I’acide gallique (molécule de contrdle). AcB : I’acarbose (témoin positif).
Valeur moyenne de 5 rats + erreur standard (ES).
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Figure 7 : Valeurs de I’AUC o.150min, Surface sous la courbe d’évolution de laglycémieen
fonction du temps, chez les rats normaux soumis aun test detolérance oral a I’amidon et traités
par les extraits de O. angustissima ou par les molécules de référence (acarbose, catéchine et
acide gallique) a 50 mg/kg p.c.
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Figure8: Valeurs de I’AUC ¢.180min, Surface sous la courbe d’évolution de la glycémie en
fonction du temps, chez les rats normaux soumis aun test de tolérance oral au saccharose et
traités par les extraits de O. angustissima ou par les molécules de référence (acarbose, catéchine
et acide gallique) a 50 mg/kg p.c.
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Figure9: Valeurs de I’AUC ¢.180min, Surface sous la courbe d’évolution de la glycémie en
fonction du temps, chez les rats normaux ayant été soumis a un test de tolérance oral au maltose
et traités par les extraits de O. angustissima ou par les molécules de référence (acarbose,
catéchine et acide gallique) a 50 mg/kg p.c.
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Figure 10 : Valeurs de I’AUC o.180 min, Surface sous la courbe d’évolution delaglycémie en
fonction du temps, chez lesrats normaux soumisaun test detolérance oral au glucose et traités
par |les extraits de O. angustissima ou par |es molécules de référence (acarbose, catéchine et
acide gallique) a 50 mg/kg p.c.
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Figure 11 : Valeurs de I’AUC o.130 min, Surface sous la courbe d’évolution delaglycémie en

fonction du temps, chez les rats normaux soumis a un test de tolérance oral au glucose (co-

administration) et traités par les extraits de O. angustissima ou par les molécule de référence
(acarbose, catéchine et acide gallique) a 50 mg/kg p.c.
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2.1 L hyperglycémie provoquée par I’amidon (TTOA)

Lorsque I’amidon est utilisé pour provoquer I’hyperglycémie chez les rats, il donne une
charge glycémique importante avec une surface de 1,87 g/L/h. Par contre, la présence des
extraits de O. angustissma n-BFT, EMFT, AcFT ou I’acarbose AcB a 50 mg/kg p.c provogque
une diminution de la charge glycémique a divers degré de signification avec des taux de 66,24
(p<0.001) ; 38,58 (p<0.01); 37,97 (p<0.01) et 31,43 (p<0.05) %, respectivement. Alors que
I’AG provoque une augmentation peu significative (p<0,05) de I’hyperglycémie (31,78 %).

2.2 L’hyperglycémie provoquée par le saccharose (TTOS)

L’aire sous courbe (AUC) chez les rats témoins est de 1,71 g/L/h, I’administration des
différents extraits de O. angustissima, CT, AG ou AcB provogue une diminution importante de
cette valeur. L’AcB inhibe significativement I’hyperglycémie (p<0,0001) avec un pourcentage
de réduction de 105,26 %. Ainsi I’extrait AcFT, AG et CT réduisent significativement
I’hyperglycémie avec des taux de 62,72 (p<0.001) ; 60,01 (p<0.001) et 39,99 (p<0.01) %,
respectivement.

2.3 L hyperglycémie provoquée par le maltose (TTOM)

Lorsgque le maltose est utilisé pour provoquer I’hyperglycémie chez les rats, il donne une
charge glycémique importante avec une AUC de 2,07 g/L/h. L’AcB a 50 mg/kg p.c provoque
une diminution significative de I’hyperglycémie (p<0,05) avec un pourcentage de réduction de
31,95 %. Par contre, la présence de I’AG la CT et I’extrait n-BFT a 50 mg/kg p.c provoque une
diminution significative de la charge glycémique avec des taux de 47,76 (p<0,05) ; 38,11
(p<0,05) et 24,04 % respectivement. En revanche, les extraits AcFT et EMFT a 50 mg/kg p.c
provoguent une augmentation non significative de I’hyperglycémie (23,19 et 6,76 %

respectivement).
2.4 L’hyperglycémie provoquée par le glucose (TTOG1)

L’aire sous courbe (AUC) chez les rats témoins traités par les extraits (ou molécule de
référence) 30 min avant I’administration du glucose est de 1,64 g/L/h. L’administration des
différents extraits de O. angustissima, CT, AG ou AcB provogue une faible diminution de cette
valeur. L’AgFl inhibe I’hyperglycémie avec un pourcentage de réduction de 37,20 %. Ainsi
I’AcB, I’extrait AQFT et I’extrait EMFT provoquent une réduction de 29,88 ; 28,05 et 25,61 %

respectivement.
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2.5 L hyperglycémie provoquée par le glucose (TTOG2 co-administration)

Lorsque le glucose est administré simultanément avec les extraits ou les molécules de
référence I’aire sous courbe (AUC) chez les rats témoins est de 1,12 g/L/h. La co-administration
des différents extraits de O. angustissima, CT, AG ou AcB avec le glucose provogue une
réduction significative de la glycémie comparativement a leurs administration 30 min avant le
glucose. La catéchine et I’AcB inhibent significativement I’hyperglycémie (p<0,0001) avec un
pourcentage de réduction de 113,39 et 83,04 %respectivement, aors que I’acide gallique atteigne
41,07% de réduction. Les extraits EMFT, AgFT et AcFT réduisent la charge glycémique a divers
degreé de signification avec des taux -65,18 (p<0,001) ; -64,29 (p<0,001) et -26,79 (p<0,001) %.
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La démarche expérimentale adoptée dans ce travail pour I’étude de I’activité antidiabétique de
O. angustissima in vivo consiste a I’évaluation de I’effet de ses extraits sur I’hyperglycémie
postprandiale chez des rats Wistar, auxquels est administrée par gavage intragastrique une
solution de sucres (amidon, saccharose, maltose ou glucose). L’acarbose (témoin positif),

catéchine et I’acide gallique sont également testés dans les mémes conditions expérimentales.

L’effet antidiabétique est recherché chez des rats normaux recevant les extraits de O.
angustissima  (AgFT, AgFl, EMFT, n-BFT et AcFT), le sérum physiologique ou la CT, AG ou
AcB par voie orale, Cesrats sont suivis a court terme durant les trois premieres heures (0, 30, 60,
120, et 180 min) qui suivent I’administration orale de 50 mg/kg p.c de I’échantillon. Chez les
animaux d’expérimentation, nous avons évalué I’effet des extraits de cette plante sur les

variations de la glycémie et latolérance orale au glucose.

Cette étude montre que le prétraitement des rats avec les extraits de O. angustissima réduit
I’HGPP apreés la charge orale avec I’amidon, saccharose, maltose ou glucose. Cet effet réducteur
de I’HGPP est observé particulierement dans le cas de [I’extrait n-BFT réduisant
significativement I’hyperglycémie induite par I’amidon (66,24%), I’extrait AcFT sur
I’hyperglycémie induite par le saccharose (62,72%) et I’extrait n-BFT sur I’hyperglycémie
induite par le maltose (24,04 %). Par ailleurs, lorsque I’hyperglycémie est provoquée par le
glucose, excluant ainsi I’action inhibitrice sur les a-glucosidases par les extraits, seul I’extrait
AgFl suivi de EMFT et AgFT exercent un effet inhibiteur sur I’hyperglycémie mais de maniere

non significative.

Les principaux résultats obtenus ont révélé que I’ensemble des extraits de O. angustissima
montrent un effet antihyperglycémiant variable. L’augmentation de la glycémie induite par les
différents sucres (amidon, saccharose et maltose) peut étre attéenuée spécifiquement par I’un ou
I’autre des difféerents extraits de O. angustissima a 50 mg/kg p.c. Ce qui laisse supposer que cette
action inhibitrice d’a-glucosidases serait en relation avec la composition chimique propre a

chague extrait et pourrait étre attribuée aleur teneur spécifique en métabolites secondaires.

L’analyse phytochimique de ces extraits montre qu’ils sont caractérisés par leur richesse en
polyphénols et flavonoides inhibant de maniére significative I’hyperglycémie provoquée par voie
orale chez les rats normaux. Ce qui laisse supposer que les extraits agissent sur I’hyperglycémie

postprandiale et qu’ils inhiberaient I’activité des a-glucosidases et retardent la digestion des
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sucres dans I’intestin gréle réduisant ainsi le taux de glucose sanguin aprés une charge orale aux

Sucres.

En utilisant le glucose seul pour provoquer I’hyperglycémie, aucune action significative des
extraits sur cette hyperglycémie. Ca nous permet de conclure que I’action des extraits est
localisée principalement au niveau de I’intestin par I’inhibition des enzymes hydrolytiques des
sucres. Dans le cas du TTOG2, le glucose est administré simultanément avec les extraits. L’ état
d’hyperglycémie provogquée se trouve réduite significativement, par la CT, I’AcB et I'AG
(113,39 ; 83,04 et 41,07 %, respectivement), et par les extraits EMFT, AQFT et AcFT (64,29 ;
65,18 et 26,79%), comparativement aux extraits ou molécules de référence administrés 30 min

avant le glucose.

Ces résultats nous laissent suggeérer que les constituants actifs de ces extraits ou les molécules
de référence (AcB, CT et AG) interferent avec les transporteurs intestinaux de glucose (SGLT1

et GLUT) et réduisent ainsi son absorption et par conséquent I’hyperglycémie.

Lestravaux deHirsh et al., (1997), ont pu montrer que I’acarbose outre son role d’inhibiteur
o-glucosidasique réduit aussi significativement le taux de glucose absorbé similairement a la
phlorizine (inhibiteur spécifique des SGLT1) au niveau du j§unum. Il limite spécifiquement
I’entrée du glucose a travers la membrane des cellules de la bordure en brosse des entérocytes,
mais n’agit pas directement sur les transporteurs SGLT1.

De nombreux auteurs, sur la base des connaissances ethnobotaniques a travers le monde se
sont intéresses aux plantes médicinales ayant un effet inhibiteur de la digestion des sucres dansle

tube digestif comme mécanisme d’action potentiel de leur effet antidiabétique.

Kwon et al., (2006), ont étudié des plantes appartenant a la famille des Lamiaceae
universellement connus pour leur vertus meédicinales, aromatiques ou condimentaires telle que le
romarin (Romarinus officinalis), la mélisse (Melissa officinalis), la sauge (Salvia officinalis), la
menthe chocolatée (Mentha piperata) et I’origan (Origanum vulgare) vis-a-vis de leur propriétés
inhibitrice de I’0-amylase et a-glucosidase. Ces auteurs ont pu observer que la plupart extraits
aqueux de ces plantes possédent une forte activité inhibitrice d’a-glucosidase. Cette activité est
corrélée aleur teneur en composés phénoliques et auss ala nature de leur phytoconstituants. En
effet, la catéchine possede I’activité inhibitrice de I’a-glucosidase la plus élevée (99,6% a la

concentration de 1 mg/mL (pH ajusté a 6,5-7,5) suivie de I’acide cafféique (91,6%), I’acide
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romarinique (85,1%), le resveratrol (71,1%), catechol (64,4%), acide protocatéchique (55,7%) et
la quercitine (36,9%).

Ces auteurs concluent que cet effet est attribuable ala richesse de ces plantes de la famille des
Lamiaceae en substances actives. Leur action inhibitrice plus forte vis-avis de I’a-glucosidase
gue l'o-amylase serait encore plus intéressante comme thérapie complémentaire contre
I’hyperglycémie postprandiale avec moins d’effets secondaires. En effet, une inhibition
excessive de I’a-amylase seule favoriserait la fermentation bactérienne dans le colon des sucres

non digérés et provoquant par conséquent la flatulence, météorisme, distension abdominale.

Sudha et al., (2011) ont étudié I’activité des plantes utilisées dans la médecine ayurvédique
Indienne. Sur 126 extraits appartenant aux 17 plantes seulement 3 extraits isopropanolique
présentent une inhibition vis-avis de I’a amylase porcine a divers degrés (de 10 a4 60,5%). Parmi
les plus importantes figurent Ocimum tenuiflorum (Laminaceae) avec |Cso de 8,9 pg/ml suivie de
Linum usitatisumum (Linaceae) (graines de lin) (ICso de 540 pg/ml) et Morus alba (Moraceae)
(ICso =1440 pg/ml) comparativement a I’acarbose (contréle positif) (ICsp =10,2 pg/ml).
L analyse phytochimique de ces extraits isopropanoliques de O. tenuiflorum révéle la présence
d’alcaloides, tannins et flavonoides tandis que I’extrait de L. usitatisumum contient des
alcaloides, stéroides, saponines et glycosides cardiaques. L’extrait de M. alba contient des
tannins, saponines, flavonoides et glycosides cardiagues.

Ramirez et al., (2012), ont examiné I'effet inhibiteur d’a-glucosidases des extraits hydro-
ethanoliqgue de 23 plantes médicinales utilisées en Ameérique centrale (Mexique) pour le
traitement du diabéte sucré. Ces extraits ont été testés sur les a-glucosidases obtenus a partir de
la muqueuse intestinale de rat. Les résultats montrent que Camellia sinensis (L.) Kuntze
(Theaceae) (le thé), Ludwigia octovalvis (Jacq.) P. H. Raven (Onagraceae) et lostephane
heterophylla (Cav.) Benth. Ex Hemsl. (Asteraceae), présentent I’activité la plus élevée avec des
ICso de 299 pg/mL, 202 pg/mL et 509 pg/mL respectivement. Leurs composés majoritaires sont

des cathéchines, flavonoles, flavones, des dérivés de caffeoyl.

El-Abhar et Schaalan, (2014), dans leur revue rapportent une compilation de plantes
medicinales dont leurs composeés actifs (inhibiteurs d’a-glucosidases) ont été identifiés. Parmi
ces plantes figurent : Adathoda vasica (Acanthaceae) (noix de Maabar) contenant la vasicine et

vasicinol puissant inhibiteurs de la sucrase. L’andrographolide (déterpenoide) de Andrographie
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paniculata (Acanthaceae) inhibe a-amylase porcine in vitro, avec un 1Csp = 11,3 pg/mL et in
vivo chez les rats diabétiques.

Bechiri et al., (2015), ont évalue I’activité antidiabétique des extraits aqueux de 13 plantes
utilisées dans la médecine traditionnelle Algérienne et préparés selon la méthode traditionnelle.
Ces extraits étaient investiguées pour leur effet antidiabétique vis-avis des enzymes
glycolytiques digestives (a-amylase et a-glucosidase) in vitro et in vivo chez le rat soumis a une
hyperglycémie post prandiale induite par I’amidon ou le glucose. Parmi les plantes étudiées
figurent Phylleria angustifolia et Micromeria inodora, elles inhibent I’a-amylase, avec des 1Cs
de 0,61 ; 0,66 mg/mL respectivement. Alors que Salvia officinalis et P angustifolia inhibent
fortement I’a-glucosidase avec des 1Csp de 10,14 ; 35,48ug/mL respectivement. Chez les rats
soumis aun TTOA, les extraits aqueux de P angustifolia, Ajuga iva, S officinalis a une dose de
250mg/kg p.c et I’acarbose a 50 mg/kg p.c provoquent une diminution significative (p<0,05) de
la charge glycémique avec des taux de I’ordre de 58,66%, 56,00%, 48,22%, 34,14%
respectivement. Chez les rats soumis a un TTOG, I’extrait de A. iva a une dose de 250mg/kg p.c
et le glibenclamide & une dose de 10mg/kg p.c inhibent I’hyperglycémie significativement avec

des pourcentages de réduction de la charge glycémique de 86% et 82% par rapport aux témains.

De nombreux travaux de recherche se sont intéressés aux propriétés des Fabacées et tentaient
d’élucider leur mécanisme d’action et effet hypoglycémiant in vitro et in vivo.

L’extrait aqueux des graines de Mucuna pruriens induit une hypoglycémie chez les rats
normaux et rats diabétiques. L’extrait aqueux, éthanolique et hexanique de Pterocarpus
santalinus L. testés sur des rats normaux et diabétiques induisent un effet hypoglycémiant.
L activité antihyperglycémiante et hypoglycémiante de I’extrait éthanolique de I’écorce de
Pterocarpus santalinus (Fabaceae) a la dose de 250 mg/kg p.c était plus efficace comparé au
glibenclamide. Cette activité est due au compose active (-)-épicatechine p-sitostérol et lupéol
[Pandeya et al., 2010].

L’extrait aqueux de Retama raetam aladose de 20 mg/kg réduit significativement (P<0,005)
la glycémie lorsqu’il est administré oralement chez les rat normaux. Cet effet est accentué chez
les rats diabétiques (P <0,001) [Pandeya et al., 2010]. D’aprés Algandaby et al., (2010) les
fruits Retama raetam utilisés en médecine traditionnelle en Arabie Saoudite pour |e traitement du
diabéte. Son étude avait comme objet d’évaluer le potentiel et le mécanisme de I’activité

antidiabétique de I’extrait méthanolique de cette plante chez des rats rendus diabétique par

88



Chapitre Il : Etude de I’activité antidiabétique de ononis angustissima Discussion

streptozotocine. Ils ont pu montrer que I’extrait méthanolique de R. raetam administré oralement
a la dose de 250 et 500 mg/kg p.c/jour pendant quatre semaines diminue significativement le
taux de glucose sanguin a courte (30 et 60 minutes aprés la charge orae) et a longue durée (la
premiere et la troiseme semaine du traitement). En outre, I’administration de cet extrait a 500
mg/kg/jour pendant quatre semaines successives augmente significativement la sécrétion de

I’insuline.

Par ailleurs, les grains de fenugrec (Trigonella foenum-graecum L., Fabaceae) inhibent les
o-glucosidases intestinales chez les rats diabétiques (ration alimentaire supplémentée de 20% de
fenugrec) et possedent en outre un effet inhibiteur sur les enzymes de la voie de néoglucogenese
contribuant ainsi & réduire I’hyperglycémie de ces animaux diabétiques [El-Abhar et Schaalan,
2014].

L’etude de Tasnuva et al., (2012) a évalue I’activité antihyperglycémique de I’extrait
methanolique des tiges de Mimosa pigra (Fabaceae) atravers le test de tolérance oral au glucose.
Les résultats ont montré que I’administration oral de cet extrait &50, 100, 200 et 400 mg/kg p.c
induit une réduction significative dose dépendante de la glycémie a des taux de réduction de:
37,84 ; 39,83; 42,39 et 50,50% respectivement. Le glibenclamide, a 10 mg/kg p.c réduit la
glycémie de 56,33%, activité antihyperglycémique comparable a celle de I’extrait de Mimosa
pigra a400 mg/kg p.c.

En définitif, de nombreux auteurs s’accordent a dire que les produits naturels issus de
différentes sources : végétaux supérieurs, plantes médicinales, condimentaires, microorgani smes,
algues, contiennent des substances actives susceptibles d’agir au niveau de tube digestif en
inhibant la digestion des sucres alimentaires et I’absorption du glucose. lls seraient un moyen
efficace de lutter contre I’HGPP et la survenue du diabéte et ses complications d’une maniere

non invasive et sans interférer dans le processus physiopathologique de lamaladie.

Ces substances appartiennent aux différentes classes de métabolites secondaires telles que
les: acaoides, composés phénoliques, phytostérols, anthraquinones, anthrones, glycosides,
terpenoides, gomme gaactomannanes, polysaccharides, glycopeptides peptidoglycanes,
guanidine etc... [Saleset al., 2012 ; Benalla et al., 2010].
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Ces résultats de I’étude de I’activité antidiabétique de ononis angustissima réalisés in vitro et
in vivo, nous laissent suggérer que 1I’un des mécanismes d’action potentiel sur I’hyperglycémie
exercé par les extraits testés, serait donc I’inhibition des enzymes digestives hydrolysant les
glucides, ralentissant ainsi I’absorption du glucose produit au niveau de I’intestin et réduisant

I’excursion glycémique postprandiale en conséquence.
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I ntroduction

Le co-transporteur Na'-glucose est une protéine de transport clé responsable de I’absorption
d’ion sodium (Na") couplé au glucose au niveau de la lumiére intestinale et leur réabsorption au
niveau du tubule contourné proximal du néphron [Siber nagls et Despopoulos, 2001 ; Wright et
al., 2003 ; Lieberman et Marks, 2009; Goodman, 2010 ; Gorboulev et al., 2012].

A l’origine, c’est Robert K. Crane le premier & avoir décrit le modéle cellulaire de
I’absorption du Na* et glucose et introduira I’hypothése d’un mécanisme de co-transport couplé,
en 1960. Depuis plus de 50 ans apreés, cette hypothese fut mainte fois validée et confirmeée par de
nombreux travaux. En 1987, Wright et a réussirent a cloner le co-transporteur a partir de
I’intestin de lapin, cette protéine clonée fut appelée SGLT1 (sodium glucose co-transporteur 1),
engendrée et produite par le géne SLC5A [Wright et Turk, 2004]. Le modéle classique de
I’absorption du glucose par les cellules épithéliales de I’intestin grele développé a partir du

modele initiale de Crane est montré danslafigure 12.

L’entrée du glucose se fait a partir de la membrane apicale des cellules épithéliales de la
bordure en brosse renfermant les SGLT1. C’est un transport actif secondaire, car I’énergie
nécessaire provient du gradient éectrochimique des ions Na" aboutissant a une accumulation de
glucose a l’intérieur de la cellule au-dela de sa concentration d’équilibre. Le gradient
électrochimique des ions Na' est généré et entretenu par la pompe Na'-K*-ATPase présente au
niveau de la membrane basolatérale. L’échange de 3Na" contre 2K* consomme de I’énergie
fournie par I’ATP. Le glucose quitte ensuite ces cellules a travers la membrane basolatérale
gréce aux GLUT?2, protéines de transport facilité transportant aussi le galactose et le fructose
(GLUTS). Ce transport est dépendant uniguement du gradient de concentration de sucres a
travers la membrane basolatérale des cellules épithéliales (figure 12) [Sibernagls et
Despopoulos, 2001 ; Scheeperset al., 2004 ; Lieberman et Marks, 2009].

L’une des retombées thérapeutique importante de cette découverte est son application dans le
traitement des déshydratations, suite aux pertes d’eau excessives par le corps (diarrhée du
nourrisson en particulier), par les sel's de réhydratations orales contenant a lafois du chlorure de
sodium (2,6 g/L) et du glucose (13,5 g/L).

La phlorizine est une substance naturelle de structure glucosidique dont I’aglycone, la
phlorétine, est une dihydrochalcone . Elle est découverte des 1835 dans I’écorce de racine du

pommier (Malus sp., Rosaceae), isolée ensuite dans d’autres organes (feuilles) de pommiers,
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ainsi que dans d’autres especes de Rosaceae et dans des Symplocaceae. Elle f(t reproduite par
synthése en 1942. Elle est utilisée depuis cette époque pour le traitement de la fievre, les
infections et lamalaria. il a été observé également qu’une dose élevée de ce traitement provoque
une glycosurie par suite d’un blocage de la réabsorption du glucose au niveau du rein. Son
administration chronique provoque plusieurs symptomes similaires a ceux observés chez un
diabétique (polyurie, glucosurie et perte de poids). Son mécanisme d’action, fit élucidé a la fin
du XX®™ siécle avec la découverte des cotransporteurs. Elle est reconnue en tant que inhibiteur
de transporteur de glucose via sa structure, c’est un analogue aux molécules fixées sur ces
transporteurs, faisant intervenir une inhibition compétitive du SGLT1 (intestinale) et SGLT2
(rénd).

Non utilisée en thérapeutique, la phlorizine a constitué, pendant de nombreuses années, un
outil de premier choix pour I’étude de la physiologie rénale et diabétique (création d’un modele
expé&imental de diabéte animal en 1900). Toutefois, la phlorizine n’a pu continuer un traitement
contre le diabéte pour diverses raisons. Cette substance n’est que faiblement absorbé par
I’intestin gréle et inhibe les deux types SGLT (1 et 2) d’une part et d’autre part, elle est
hydrolysable par les enzymes du tube digestif (Iactase) en phloretine, tres peu absorbable (moins
biodisponilble) et potentiellement toxique. La connaissance de la structure et du mécanisme
d’action de la phlorizine a été a I’origine de la conception et la synthese d’une nouvelle classe
d’antidiabétiques oraux, les inhibiteurs spécifiques du SGLT2 (gliflozine), dont plusieurs
représentants (dapagliflozine, canagliflozine, ipragliflozine, empagliflozine...) sont actuellement
utilisés en thérapeutique ou en cours d’évaluation clinique. Ce qui offre une nouvelle cible
thérapeutique pour le traitement du diabete tout en normalisant le taux de glucose postprandiale
et a jeun et en traitant I’insulinorésistance [Ehrenkranz et al., 2005 ; White et Pharm, 2010 ;
Kilov et al 2013 ; Blaschek, 2017]. Actuellement, la recherche d’un effet inhibiteur combiné
intéressant de SGLT1 et SGLT2, ainsi la combinaison de sotagliflozine a I’insuline pour le
traitement du diabete typel [Blaschek, 2017].
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Figure 12 : Modele Cellulaire du cotransporteur Na'-glucose. SGLT1/2 : cotransporteur Na'-

glucose ; GLUT2 : transporteur de glucose [Bakris et al., 2009].

Cette partie d’étude concerne I’évaluation de I’effet des différents extraits de la partie

aérienne de Ononis angustissima : AgFl, AgFT, EMFT, AcFT, n-BFT sur I’absorption intestinal

du glucose au niveau de I’intestin gréle de rat, elle consisteen :

- L’évaluation de I’effet de ces extraits sur I’absorption intestinale du glucose in vitro en utilisant

la technique de sac d’intestin.

- L’évaluation de leur effet sur I’absorption intestinale du glucose chez le rat in situ, par

perfusion de I’intestin de rat vivant anesthésié.
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Matériel et méthodes

1. Evaluation de I’effet des extraits de O. angustissma sur letransport intestinal du glucose

in vitro (sacs d’intestin)

Cette étude a pour but d’évaluer I’effet des différents extraits de la partie aérienne de Ononis
angustissima : AgFl, AgFT, EMFT, AcFT, n-BFT sur I’absorption intestinal du glucose au
niveau de I’intestin gréle de rat, in vitro. La catéchine (CT) et I’acide galique (AG) (Sigma-
Aldrich) sont utilisés comme molécules de référence dans les mémes conditions expérimental es.
Nous avons utilisé la technique de sac d’intestin. Cette derniére est basée sur le principe qui
consiste aintroduire de petits volumes d’échantillons a tester (extraits ou molécules de référence)
additionnés au glucose dans des fragments d’intestin confectionnés en sacs ou boudins scellés
des deux bouts, puis placés dans une solution d’incubation sans glucose et sans échantillon.
L ’absorption du glucose commence permettant au glucose de passer a travers la paroi intestinae
du coté muqueux (intérieur du sac) vers le coté séreux (extérieur du sac). Ains la quantité de

glucose absorbé peut étre mesurée dans le milieu d’incubation extérieur.

1.1 Solutions

- Solutions d’extraits de O. angustissima: aqueux de feuilles (AgFl), aqueux de fleurs
(AgFT), eau-méthanol (EMFT), acétate (AcFT) et n-butanol (n-BFT), préparés a la
concentration de 40mg/ml dans de I’eau distillée a I’exception de I’extrait EMFT et AcFT
auxquels est rgjouté DM SO a 1%.

- Solutions de catéchine et d’acide gallique préparées a la concentration de 40mg/ml dans de
I’eau distillée.

- Solution d’incubation composée de :
Solution | : 12,9759 de NaCl et 4,765g de Hepese (Acide N-tris (hydroxyméthyl) pipérazine N-
Z éthane sulfonique) dissout dans 500 ml d’eau distillée.
Solution 11: 4,032g de NaHCO3, 0,745g de KCI et 0,4065 g de MgCl,.6H,0 solubilisés dans 500
ml d’eau distillée.
Solution I11: 0,294g de CaCl,.2H,0 dissout dans 500 ml d’eau distillée.
Solution d’incubation est préparée en mélangeant lestrois solutions |1, 11 et [11 avolume égale. Le
pH du mélange est gjusté a 7,4 puis cette solution est gazée avec de I’oxygene pendant 1 minute.

L’abumine a0,1% est g outée sous agitation lente.
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Lasolution a introduire dans le sac d’intestin (coté muqueux SM) ala méme composition que
celle de la solution d’incubation (coté séreux SS) mais contient en plus le D-glucose et
I’échantillon. Ce dernier est remplacé par I’eau distillée pour le témoin, aux proportions
suivantes: 3 volumes solution d’incubation (avec glucose) + 1 volume échantillon a tester
(extraits, CT et AG) a40mg/ml ou H,O. Le glucose est utilisé a différentes concentration : 0,5 ;
1 0u 2M.

1.2 Mode opératoire

Cette technique réalisée selon Wilson et Wiseman (1954) et modifiée par Ghadyale et al.,
2012 et Hamilton et Grant Butt (2013), a été effectuée comme suiit :

2 rats a jeun (24 h environ) sont sacrifiés apres dislocation cervicale, puis I’intestin gréle est
récupéré aprés une laparotomie: 10cm apres pylores (élimination du duodénum) sur une
longueur de 80cm (jgunum). Le fragment d’intestin gréle récupéré est lavé avec du sérum
physiologique froid, sa lumiére est nettoyée a I’aide d’une sonde de gavage afin d’éliminer
d’éventuelles restes de chyme alimentaire, ensuite découpé en plusieurs segments (5 a 6

segments) de 5cm de long environ.

La confection des sacs d’intestin nécessite de nouer une extrémité de chague fragments a
I’aide d’un fil puis introduire 300 pl de solution (SM). L’autre extremité est fermée a son tour
par un autre nceud. Les sacs ains préparés sont introduits chacun dans une fiole contenant 12ml
de solution d’incubation (SS dépourvue de glucose et d’échantillon). 25ul du milieu d’incubation
des sacs d’intestin est préevé (0 min). Ensuite les fioles son incubées dans un incubateur-
agitateur (80 cycles/min) a 37°C pendant 30min. Au cours de I’incubation, des prélevements de
25l du milieu d’incubation des sacs d’intestin (milieu extérieur) sont réalise a: 10, 20 et 30min.
A la fin d’incubation (30min), 20ul du milieu intérieur des sacs d’intestin (coté muqueux) est
prélevée. Ces prélévements servent a la détermination de la concentration du glucose par la
méthode enzymatique glucose oxydase GOD-POD (kit Spinreact). Les résultats sont exprimés
en pourcentage de glucose absorbé ou transporté du coté muqueux (intérieur du sac) vers le coté
séreux (extérieur du sac). Il est calculé par différence entre la quantité de glucose au début de

I’expérience et celle du moment de prélévement.
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2. Evaluation de I’effet des extraits de O. angustissma sur le transport intestinal du glucose
in situ

Cette partie d’étude a pour but d’évaluer I’effet des extraits de cette plante sur I’absorption
intestinal du glucose chez le rat in situ. La catéchine (CT) et I’acide gallique (AG) (Sigma-
Aldrich) sont utilisés comme molécules de référence dans les mémes conditions expérimental es.
Nous avons utilisé la technique de perfusion, Cette derniere est basée sur le principe qui consiste
a introduire un volume d’échantillons a tester (extraits ou molécules de référence) additionnés au
glucose dans le coté gastrique de I’intestin (duodénum) de rat vivant et inconscient utilisant une
pompe péristaltique a vitesse réglable. L’absorption du glucose commence permettant au glucose
de passer atravers laparoi intestinale du coté muqueux vers le coté séreux. Le perfusét recueilli
de I’iléon (coté caecum) chaque 10 minutes durant 30 minutes permet de calculer la quantité de
glucose absorbé. Sa concentration est déterminée par la méthode enzymatique glucose oxydase
GOD-POD (kit Spinreact),

2.1 Solutions

- Solution d’extraits de O. angustissima : agueux de feuilles (AgFl), aqueux de fleurs (AQFT),
eau-méthanol (EMFT), acétate (AcFT) et n-butanol (n-BFT), préparés a la concentration de
40mg/ml dans de I’eau distillée a I’exception de I’extrait EMFT et AcFT auxquels est rgjouté
DM SO a 1%.

- Solutions de catéchine et d’acide gallique préparées a la concentration de 40mg/ml dans de

I’eau distillée.

- La solution a introduire dans I’intestin composée de:
Solution | : 12,9759 de NaCl et 4,765g de Hepese (Acide N-tris (hydroxyméthyl) pipérazine N-
Z éthane sulfonique) dissouts dans 500 ml d’eau distillée.
Solution |I: cette derniére est préparée en solubilisant 4,032g de NaHCOg3, 0,745g de KCI et
0,4065 g de MgCl,.6H,0 dans 500 ml d’eau distillée.
Solution I11: 0,294g de CaCl,.2H,0 solubilisés dans 500 ml d’eau distillée.

La solution a introduire dans I’intestin est préparée en mélangeant les trois solutions |, 11 et I11
a volume égale. Le pH du mélange est gusté a 7.4 puis gazée avec de I’oxygéne pendant
Iminute. L’albumine a 0,1% est goutée sous agitation lente. Ensuite le D-glucose et

I’échantillon sont ajoutés aux proportions suivantes : 3 volumes solution d’incubation (avec
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glucose) + 1 volume échantillon a tester (extraits, CT et AG) a 40mg/ml ou H,O. Pour le témoin

I’échantillon est remplacé par I’eau distillée. Le glucose est utilisé a 2M.

2.2 Mode opératoire
L’ absorption du glucose au niveau de I’intestin gréle est évaluée in situ selon la méhode de

Doluisio et al., (1969) avec de |égéres modifications

Au préalable, des rats Wistar méles et femelles ayant un poids de 220 a 380g, destinés a

expérimentation, sont soumis a un jeun de 24 heures environ avec acces libre a I’eau.
On procede comme suit :

Le rat est anesthésié par le chloral hydraté (8%, 1 mil/kg p.c), puis placé sur une table de
dissection thermique pour une incision abdominale médiane verticale permettant I’acces a
I’intestin gréle. Ses deux extrémités: le duodénum (coté gastrique) et I’iléon (coté caecum) sont
repérées. Une petite incision est effectuée dans chague extrémité et un cathéter y est placé. Ces
extrémités communiquent avec I’extérieur a I’aide de deux canules adaptables aux cathéters de
travail. L’intestin est d’abord nettoyé d’éventuels restes de chyme alimentaire, avec du sérum
physiologique a 37°C, injecté dans sa lumiere a I’aide d’une pompe péristaltique a vitesse
réglable. Laissé sur place dans la cavité abdominale, I’intestin est manipulé avec prudence, il est
couvert avec un coton imbibé de solution physiologique a 37°C pour éviter son dessechement et
la chute de température du rat. Une fois ce systéme est mis en place, la solution de perfusion est
introduite avec un débit de 0,5ml/min utilisant la pompe péristaltique dont le premier
prélévement débute 10 minutes apres la perfusion et le perfusét est recueilli chague 10 minutes
durant 30 minutes.

La concentration de glucose de chaque préévement est mesurée par la méthode enzymatique
glucose oxydase GOD-POD (kit Spinreact) et les résultats de |’absorption du glucose sont
exprimeés en taux de glucose absorbé. Ce dernier est calculé par différence entre la quantité de

glucose au début de I’expérience et celle du moment de prélevement du perfusat.
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Résultats et inter prétation

1. Effet des extraits de O. angustissma sur le transport intestinal du glucose in vitro (sacs
d’intestin)

Selon les résultats préliminaires de tests réalisés sur des sacs d’intestin témoins contenant une
solution d’incubation en présence de glucose aux concentrations de: 05; 1; et 2M, la
concentration de glucose choisie est de 2M (360g/l). Elle est équivalente a la concentration
utilisée dans le test de TTOG (2 g/kg p.c qui vaut 400g/l) d’une part et d’autre part pour assurer

une concentration suffisante en glucose dans le milieu d’incubation.

Les extraits de la partie aérienne de O. angustissima et molécules de référence (CT, AG)
exercent un effet inhibiteur variable sur I’absorption intestinale de glucose. Afin de déterminer
I’effet de ces extraits et molécules de référence sur le transport de glucose a travers la paroi
intestinale, nous avons effectué des prélevements (coté serreux) al0, 20 et 30 min durant
I’incubation des sacs d’intestin. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau ci-dessous
en quantité de glucose absorbé et en pourcentage d’inhibition de son absorption.

Tableau n°18: Pourcentages du glucose libéré dans la solution d’incubation (SS) des sacs
d’intestin incubés en présence ou en absence d’extraits de O. angustissima ou molécules de

réference (40mg/ml), durant 30 min d’incubation.

Pour centages de glucose absor bé ?
(pourcentage d’inhibition de I’absorption intestinale %)

10 min 20 min 30 min

. 16,62+0,04 41,72+0,29 72,42+0,25

Témoin _ _ _

AQFT 9,77+ 0,09 16,60+0,14 26,05+0,21
(41,19) (60,20) (64,03)

AGFI 5,63+ 0,02 30,58+0,09 44,50+0,08
(66,13) (26,71) (38,60)

EMET 14,88+0,15 30,99+0,28 46,14+0,20
(10,45) (25,73) (36,29)

n-BET 10,97+0,09 10,14+0,32 23,54+0,37
(34,02) (75,70) (67,49)

ACET 10,89+0,22 22,71+0,45 24,62+0,32
(34,45) (45,56) (66,00)

cT 10,27+0,10 11,78+0,13 19,46+0,19
(38,22 (71,77) (73,13)

AG 09,48+0,10 18.27+0,16 23,41+0,16
(42,95) (56,21) (67,67)

a: Pourcentages de glucose absorbé par les sacs d’intestin et libéré dans la solution d’incubation (SS) exprimé en %.

Les résultats relatifs a I’absorption du glucose par la muqueuse intestinale en présence ou en
absence d’extraits de O. angustissima dans la solution d’incubation (ou transport du glucose du

coté muqueux vers | e coté séreux), sont présentés dans le tableau n°18 et figure 13.
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Le profil d’évolution de I’absorption de glucose chez e témoin (condition normale) a I’allure
d’une courbe sigmiode qui se traduit par une augmentation ou progression graduelle de la
quantité de glucose absorbé au cours du temps. La présence de I’échantillon a tester (extrait, CT,

AG) alaconcentration de 40 mg/ml ralentit cette absorption a divers degrés.

Nous constatons que le glucose présent a la concentration de 2M dans la solution SM a
I’intérieur du sac d’intestin (coté muqgueux) est absorbé progressivement durant 30 min
d’incubation et passe dans la solution d’incubation SS (coté séreux), atteignent un taux

d’absorption de 72,42% dans les sacs d’intestins témoins contenant le glucose seul.

La présence d’extraits ou de molécules de référence (a 40 mg/ml) dans la solution SM (a
I’intérieur du sac d’intestin) entraine une réduction de I’absorption du glucose dans le coté
luminal. L’effet inhibiteur de transport de glucose le plus important est produit par la catéchine
dont le taux d’inhibition est de 73,13% suivie de I’acide gallique (67,67%), puis des extraits n-
BFT 67,49%), AcFT (66,00%) et AgFT (64,03%), respectivement.

Ces résultats nous montrent que la majorité des extraits agqueux et organiques de la partie
aérienne de O. angustissima et molécules de référence (CT et I’AG) exercent in vitro, a divers
degrés, un effet inhibiteur sur I”absorption intestinale du glucose au niveau du sac d’intestin. Cet
effet est probablement lié a leurs constituants chimiques qui interferent avec les transporteurs de
glucose au niveau intestinal (SGLT1 et/ou GLUT).

80

70 —4-Témoin

60 ~@-Catéchine

~&-Acide Gallique
50
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40
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Pourcentage du glucose libéré dans la
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Figure 13 : Pourcentages du glucose libéré dans |a solution d’incubation des sacs d’intestin
incubés en présence ou en absence d’extraits de O. angustissima ou molécules de référence CT
et AG (40mg/ml), durant 30 min d’incubation.
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2. Effet desextraitsde O. angustissima sur I’absorption intestinal du glucose in situ

Les extraits de Ononis angustissima et molécules de référence (CT et AG) exercent un effet
inhibiteur variable sur I’absorption intestinale du glucose chez le rat, in situ. Afin de déterminer
I’effet de ces extraits et contrbles sur le transport de glucose, nous avons effectué des
prélévements chaque 10 min pendant de 30 min. Les résultats obtenus sont représentés dans le
tableau 19 et figurel14 ou la quantité de glucose absorbée est exprimée en pourcentage
(proportion de glucose absorbée par rapport ala quantité de glucose perfusée).

Tableau n°19 : Pourcentages de glucose absorbé par I’intestin perfusé in situ et pourcentages
d’inhibition de I’absorption intestinale en présence ou absence d’extraits de O. angustissima ou

molécules de référence (40 mg/ml), durant 30 min, chez lerat.

Pour centages de glucose absorbé?
(pourcentage d’inhibition de I’absorption intestinale %)

10 min 20 min 30 min

-y 23,70+0,03 30,68:0,05 35,8740,02
Témoin - - )

21,10%0,03 29,16+0,02 33.21%0,02

AQFT (10,98) (4.97) (7.41)
21,44%0,03 21,48%0,05 23,44%0,02

AqQFl (9,54) (30,00) (34,65)
2,230,03 1,220,02 1,920,03

EMFT (90,57) (96,02) (94,64)
19,13:0,02 24,15+0,04 29,11+0,02

n-BFT (19,30) (21,27) (18,84)
17,6220,04 19,1120,02 21,8920,04

ACFT (25,65) (37.71) (38.97)
15,70:0,03 10,0620,04 2759%0,04

cT (33.74) (37.88) (23,07)
1,830,05 1,02%0,06 2,42+0,01

AG (92.27) (96,68) (93,25)

a: Pourcentages de glucose absorbé par les sacs d’intestin et libéré dans |e coté séreux exprimé en %.
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Figure 14 : Pourcentages de glucose absorbeé par I’intestin perfusé in situ chez lerat en présence

ou absence d’extraits de O. angustissima ou molécules de référence a 40 mg/ml, durant 30 min.

Les résultats obtenus au cours de cette éude, montrent que les extraits de Ononis
angustissima et les controles perfusés dans I’intestin exercent, in situ, une inhibition de
I’absorption intestinale du glucose. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition

variant d’un extrait a un autre.

L’evolution de la quantité de glucose absorbé chez les rats normaux a été suivie a court terme
durant 30 minutes de perfusion de 40 mg/ml de chacun des extraits de O. angustissima : AgFT,
AgFl, EMFT, n-BFT et AcFT ou molécules de référence (CT et AG). La présence de
I’échantillon a tester (extrait, CT, AG) a la concentration de 40 mg/ml réduit cette absorption a
divers degrés. Le phénomeéne de I’absorption ne semble pas étre atéré ni bloqué par la présence
des échantillons mais seulement atténué. Cela montre que les propriétés fonctionnelles de

I’intestin ne sont pas perturbées durant la perfusion.

Chez le témoin, le taux de glucose absorbé a travers I’intestin, perfusé durant 30 min par une

solution contenant le glucose ala concentration de 2M atteint 35,87%.

L’gjout d’extraits ou de molécules de référence (a 40 mg/ml) a la solution de perfusion,
semble influencer différemment I’absorption intestinale du glucose. En effet, I’extrait EMFT et
I’AG provoquent une diminution hautement significative (p<0,0001) (pourcentage de réduction
de I’ordre de 90%). Les extraits I’AcFT, AgFL provoquent aussi une diminution moins
importante de 38,97 et 34,65 % respectivement. En revanche, I’absorption de glucose n’est que
faiblement influencée par les extraits n-BFTet AQFT et [aCT.
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Ces résultats nous permettent de suggérer que I’effet inhibiteur de I’absorption intestinale de
glucose au niveau de I’intestin gréle dépend de la composition des extraits de O. angustissima en
métabolites secondaires et de leur nature chimique, susceptible d’interférer avec les transporteurs

de glucose au niveau de I’épithélium intestinal.
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L’importance de I’intestin gréle comme premier organe qui introduit et fait passer les
nutriments et médicaments au reste du corps fait que plusieurs systémes expérimentaux ont été
développés pour I’étude de la digestion et I’absorption a son niveau. Parmi ces systémes, figure
le systéme d’expression de genes qui procure directement les informations sur la participation
des transporteurs individuels ou enzymes, le systéme de segments membranaires intestinaux,
cellules intestinales isolées, sacs d’intestin de rat et sacs d’intestin inversés de rat, perfusion in
situ, chambre de Usiner, cellules CaCo 2/15 (lignée de I’adénocarcinome humaine ; cellules
exprimant les caractéristiques fonctionnelles d’entérocytes différenciées. Elles expriment
plusieurs type de transporteurs de glucose dont les GLUT2 et SGLT1) etc... [Acra et Ghishan,
1991 ; Mahraoui et al., 1994 ; Pang, 2003 ; Mohd Aftab Alam et al,. 2011]. Leur domaine
d’application comme modéle d’études précliniques est tres large. Ils sont utilisés pour étudier
I’absorption, la perméabilité, le transport, I’interaction de médicaments, excipients, nutriments,
Ccomposés naturels etc... a travers la paroi intestinale et leurs effets avant leurs utilisation par
I’hnomme [Lennerndas, 1998 ; Doherty et Pang, 2000 ; Cong et al., 2001 ; Kisielinski et al.,
2002 ; Pang, 2003]. Plus d’intérét s’est porté sur I’étude de I’absorption intestinale vis-a-vis le
réle crucial de transporteurs de glucose au niveau de la bordure en brosse des celules
épithéliales intestinales (SGLT1) dans le cadre des recherches biomédicales en relation avec le
diabete et I’obésité notamment [Gee et al., 2000; Chang et al., 2005 ; Wright et al., 2011].

L’étude de I’absorption intestinale du glucose in situ chez le rat de laboratoire, par perfusion
est une méthode qui présente I’avantage de pouvoir assurer un renouvellement en continu du
milieu intrauminal, et de favoriser ains la réalisation d’une interface perfusat-cellules
absorbantes ayant une composition proche de celle du perfusat initial, d’une part et d’autre part
permet le maintien des conditions physiologiques: I’irrigation meésentérique innervation,
capacité métabolique, etc... Cette technique semble pertinente pour indiquer si le mécanisme
d’absorption est passif ou réalisé par un transporteur. De ce fait, ce modéle expérimental est
largement appliqué [Phan et Abdellah, 1980 ; Kunes et al., 2005 (a) ; Kunes et al., 2005 (b)].

L’absorption intestinale de glucose est un des facteurs qui augmente la glycémie. Le contréle
de I’hyperglycémie postprandiale, a travers la digestion et/ou I’absorption des glucides, est

important pour prévenir et traiter le diabete du type 2.

Les inhibiteurs oraux de SGLT (tel que le dapagliflozine) diminuent le taux de glucose
sanguin en permettant son excrétion par urine. Une inhibition sélective de SGLT2 combinée a
cellede SGLT1, est préférée dans lathérapie du diabéte sucré [Ho et al., 2001].
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Dans le cas du TTOG2 (le glucose est administré simultanément avec les extraits). L’état
d’hyperglycémie provoquée se trouve réduite significativement, Les résultats des testsin vitro, in
vivo (TTOG2) et in situ nous laissent suggérer que I’effet inhibiteur de I’absorption intestinale de
glucose au niveau de I’intestin gréle dépend de la composition des extraits de O. angustissima en
métabolites secondaires et de leur nature chimique, susceptible d’interférer avec les transporteurs
de glucose au niveau de I’épithélium intestinal (SGLT1 et GLUT).

Lestravaux deHirsh et al., (1997), ont pu montrer que I’acarbose outre son réle d’inhibiteur
o-glucosidasique réduit aussi significativement le taux de glucose absorbé similairement a la
phlorizine (inhibiteur spécifique des SGLT1) au niveau du j§unum. Il limite spécifiquement
I’entrée du glucose a travers la membrane des cellules de la bordure en brosse des entérocytes,
mais n’agit pas directement sur les transporteurs SGLT1. Veyhl et al., (1993) et Wright, (1993)
suggererent auparavant qu’il existe une autre protéine exprimeée sur la membrane d’entérocytes
qui régule I’activité de ces transporteurs et I’effet inhibiteur de I’absorption du glucose par
I’acarbose est exercé a travers une régulation par cette protéine ou par un systéeme de second-
messager qui phosphoryle un site du SGLTL1. Il en est de méme des travaux de Ramaswamy et
al., (1974) et Ugolev et al., (1986) qui ont postulé qu’il existe une liaison entre SGLT1 est les
disaccharidases a la surface des membranes d’entérocytes qui explique les effets exercé par

I’acarbose sur I’absorption de glucose a ce niveau.

Des recherches scientifiques récentes montrent que différents substances isolées a partir de
plantes ont montré un important effet hypoglycémiant agissant comme inhibiteur de I’absorption
intestinale du glucose réduisant ainsi les effets secondaires de traitement conventionnel [Benalla
et al., 2010].

Baldea et al., (2010), ont étudié des plantes médicinales de la pharmacopée traditionnelle
utilisées dans le traitement du diabéte par |es populations autochtones de James Bay, une région
du Quebec (Canada) ou I’incidence du diabéte sucré est tres élevée. Des extraits
hydrométhanoliques brutes de 17 plantes ont éé testés pour leurs propriétés inhibitrices de
I’absorption intestinale du glucose, in vitro, utilisant les cellules CaCo 2/15 (lignée de cellules
cancéreuses de I’adénocarcinome humaine, exprimant les transporteurs GLUT2 et SGLT1
similaires aux entérocytes différenciées) et le glucose marqué (*H-deoxyglucose) et in vivo

utilisant le TTOG (par co-adminstration extrait-glucose) chez des rats normo-glycémiques.

Les résultats de cette éude montrent que les extraits de 13 plantes parmi les 17 testées

provoguent une inhibition significative de la captation du glucose par les cellules CaCo 2/15 en
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culture. Parmi ces 13 extraits, 7 montrent une action inhibitrice supérieure au témoin positif la
phlorizine et la phlorétine (molécules standards). Certains de ces résultats sont confirmés par le
TTOG chez lerat.

Beaucoup d’attention a été accordé aux plantes comestibles et condimentaires utilisées dans
I’alimentation et dont les constituant sont susceptibles d’interférer avec I’absorption intestinale
de glucose et réduire ainsi I’HGPP sans intervention médicamenteuse. Selon Schulze et al.,
(2014), un extrait de pomme (Malus domestica Borkh. Rosaceae) contenant 12mg quercetine,
6mg acide chlorogenique et 16mg phlorizine par 100mg de matiere seche, en capsule de 2,8g de
cet extrait, prise 30 min avant un test de tolérance orale au glucose par des hommes sains, réduit
significativement leur glycémie postprandiale et augmente considérablement le taux de glucose
secrété par les urines. Cet extrait inhibe significativement les SGLT1 humaines et celles de
souris. L’inhibition des SGLT1 par I’acide chlorogénique était non significatif aors que la
quercetine et la phlorétine exercent une inhibition modéée (IC5=0,6mM et 0,3mM,

respectivement) et plus forte par la phlorizine (ICso = 0,5 uM).

Par ailleurs, un extrait d’oignon (Allium cepa L.) contient la quercetine-4'-O-glucoside,
guercetine 3,4'-O-diglucoside et quercetine (9,5; 54 et 54 mg, respectivement par 100mg
matiere seche) comme flavonoides magjoritaires. Schulze et al., (2015), ont étudié leur effet sur
I’inhibition de SGLT1 et GLUTZ, ainsi leur effet antihyperglycemiant chez les souris et chez des
volontaires humains. Les SGLT1 humains étaient inhibés réversiblement par I’extrait d’oignon
(ICs0 = 325 pug/mL). La quercetine-4'0O-glucoside exerce une forte inhibition (IC50 = 0,17 mM),
tandis que la quercetine montre une inhibition modérée (ICso = 0,62 mM) et la quercetine-3,4'-

glucoside ne montre aucune inhibition.

Alstonia macrophylla Wall. (Apocynaceae) contient deux alcaloides type picraline : 10-
methoxy-N(1)-methylburnamine-17-O-veratrate et alstiphyllanine D, dont I’inhibition des
SGLTn est importante a faible concentration. Les 1Csp des SGLT1 sont; 4,0 e 50 uM,
respectivement ; et des SGLT2 0,5 et 2,0 uM, respectivement [Arai et al., 2010].

Plusieurs plantes appartenant aux Fabacées ont été étudiées pour leur effet sur I’absorption
intestinale de glucose. Pterocarpus marsupium (Fabaceae) est une plante médicinale
antidiabétique utilisée en médecine traditionnelle Indienne. L’extrait concentré de I’écorce et
bois de cette plante est testé sur des patients diabétiques (type 2), 2 a 4 g/jour, il diminue la
glycémie a jeun (~30 mg/dL), la glycémie postprandiale (~45 mg/dL) et I’hnémoglobine Alc (0,4
%). Testé sur un modéle animal, cet extrait affecte I’absorption intestinale de glucose, améliore
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la fonction des cellules B et exerce un effet analogue a celui de I’insuline. Ses constituants
bioactifs inclus I’épicatéchine (flavonoide), marsupsine, ptérosupine et liqueritigenine
[Manickam et al., 1997].

Les graines de fenugrec (Trigonella foenumgraecum L.), plante médicinale et culinaire tres
connue, sont traditionnellement utilisées pour stimuler I’appétit et pour le traitement de
blessures, inflammation, la goutte, les désordres gastro-intestinaux et diabéte. Parmi ses
constituants bioactifs figurent les saponines (fenugreekine, diosgenin), alcaloides (trigonelline,
gentianine et carpaine), coumarines, fibres de mucilage (glactomannane), acides nicotique,
vitamines, minéraux et acides aminés. Des études cliniques ont montré que [I’effet
hypoglycémiant des graines de Trigonella foenumgraecum est di en partie aux fibres de
mucilage qui inhibent I’absorption intestinale du glucose. Testées sur des patients diabétiques
(type 1 et 2), elles diminuent la glycémie ajeun de 30 %, la glycémie postprandiale de 20 a 25 %
et I’hémoglobine Alc de 12 %. La consommation de 80 g/ jour de ces fibres augmente la
captation et I’utilisation du glucose par les tissus périphériques [Madar et al., 1988 ; Sharma et
al., 1990 ; Sharmaet al 1996 ; El-Abhar et Schalalan., 2014]. Des éudes antérieures ont démontré
que Trigonela foenumgraecum L. (Fabaceae) (fibres et graines) interfere avec I’absorption
intestinale par un mécanisme non encore déterminé [European Medicines Agency, 2010 ; El-
Abhar et Schalalan., 2014].

L’etude de Eidi et al., (2007), montre I’effet ou le mécanisme d’action de quelques molécules
responsables de I’activité hypoglycémiante des graines de Trigonella foenumgraecum telles que :
4-hydroxyisoleucine (un acide aminé non conventionnel) qui stimule la sécrétion d’insuline et
améliore la tolérance orale au glucose chez les rats diabétiques. Les alcaloides inhibent
I’absorption de glucose in vitro, tandis que la trigonelline et |es saponines stéroidiennes inhibent

I’absorption de glucose in vivo.

L’etude de Algandaby et al., (2010), sur les sacs d’intestins a montré que I’extrait
méthanolique de Retama raetam (Fabaceae) a 500 pg/ml inhibe significativement I’absorption
de glucose a 30, 60 et 120 min avec des pourcentages de réduction de 7,9%, 17,8% et 36,4%
respectivement par rapport au controle.

R. raetam, exerce son effet hypoglycémiant par différents mécanismes, les plus probables
sont I’inhibition de la réabsorption de glucose rénale (SGLT2) et I’augmentation de son
excrétion urinaire, stimulation de la captation de glucose par le muscle et tissu adipeux,
correction de la résistance de I’insuline, I’inhibition de la production endogéne de glucose ou
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activation de glycogénogenese dans le foie et le muscle. Cette plante est constituée
essentiellement de flavonoides qui sont responsables de I’activité hypoglycémiante chez les rats
normaux et diabétiques [Pandeya et al., 2010].

Les graines de Cyamopsis tetragonolobus (L.) Taub. (Fabaceae), utiliste en médecine
traditionnelle en Asie pour le traitement du diabéte, sont riches en gomme galactomannane, et est
utilisées en industrie pharmaceutique car elles réduisent I’hyperglycémie postprandiade en
inhibant I”absorption intestinale du glucose [Gaikwad et al., 2014].

Lestravaux de Harish et al., (2014), ont montré que les extraits aqueux des feuilles et écorce
de Butea monosperma (Fabaceae) favorisent la captation de glucose par les cellules par rapport
au contréle. L’extrait d’écorce de B. monosperma inhibe significativement (p<0,05) le transport

de glucose atravers lamembrane des cellules de levures.

Les flavonoides peuvent inhiber les transporteurs SGLT1 des cellules humaines sans étre
transporté par ces SGLT1. Les plus puissants inhibiteurs de SGLT1 sont les O-glycosides avec
un glucose attaché a la position 4 comme la luteolin-4'-O-glucoside et la quercetin-4'-O-
glucoside (ICsp = 0,10 et 0,17 mM, respectivement), mais auss les C-glycoside comme
I’ apigenine-6-C-glucoside (1Csp = 0,55mM). Leur aglycone : luteoline, naringenine et quercetine
montrent aussi une appréciable inhibition de SGLT1 (ICs = 0,22; 0,53 et 0,62 mM,
respectivement) [Kottra et Daniel, 2007]. Jorge et al., (2004), ont isolé le flavonoide glycosilé,
kaempferol-3,7-O-0-I-dirhamnoside (Kaempferitrine) a partir des feuilles de Bauhinia forficata
Link (Fabaceae). L’effet hypoglycémiant a long terme de kaempferitrine chez des rats
diabétiques revient a la contribution de kaempferitrine a inhiber le transport intestinale de

glucose. Il stimule la captation de glucose efficacement comme I’insuline chez des rats normaux.

Deux dérivés de flavanone isolés de racines de Sophora flavescens Ait. (Fabaceae),
kurarinone et sophoraflavanone, montrent une bonne inhibition de SGLT (SGLT1 : ICso = 10,4
et 18,7uM, respectivement ; SGLT2 : 1Cso = 1,7 et 4,1 uM, respectivement) [Sato et al., 2007].
Il en est de méme pour deux autres isoflavones glycosides de cette plante, montrant une
inhibition de SGLT2 comparable ala précédente [Yang et al., 2015].

La quercetine réduit I’absorption intestinal de glucose en inhibant GLUT 2 dans les cellules
intestinales [Kwon et al., 2007 ; Oyenihi et al., 2014], L’étude de Manzano et Williamson,
(2010), concernant I’effet de polyphénols, acides phénoliques et tannins des extraits de pommes

et de fraises sur le transport intestinal du glucose utilisant les cellules intestinales, a montré une
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plus forte inhibition des GLUT2 que des SGLT1. En outre, la quercetine-3-O-rhamnoside
(IC50=31uM), phlorizine (ICso=146puM) et [I’acide 5-caffeoylquinique (ICsp=2570uM)
contribuent a 26,52 et 12% respectivement a I’activité inhibitrice de I’extrait de pomme alors que
pelargonidine-3-O-glucoside (IC50=802uM) contribue 26% a I’inhibition totale de I’absorption
par I’extrait de fraises vis-avisdes GLUT2 [Manzano et Williamson, 2010].

Concernant le kaempférol (aglycone et ses glycosides et métabolites), différents travaux ont
démontré que ce flavonol influence le méabolisme de glucose en agissant comme
antihypoglycémiant. Le Kaempférol aglycone et/ou glycosidiques stimule la captation de glucose
et la synthése de glycogene dans le muscle squelettique et inhibe I’absorption intestinale de
glucose [Villers et Fougere, 2013]. Aussi le kaempférol 3-O-a-rhamnoside selon I’étude de
Rodriguez et al., (2010), inhibe I’absorption intestinale du glucose in vitro. Rodriguez et al.,
(2010), reportent que le kaempférol 3-O-a-rhamnoside exerce un effet inhibiteur compétitif du
cotransporter SGLT1 lorsqu’il est utilisé seul. L’effet de la phlorizine est amélioré en la
combinant au kaempferol 3-O-a-rhamnoside. Concernant le mécanisme d’action de ce
flavonoide sur I’absorption intestinale de glucose les résultats montrent qu’il agit comme
inhibiteur intestinal compétitif du SGLT1 cela est confirmer par son effet additif a celui de la
phlorizine I’inhibiteur classique du SGLT1, et il augmente significativement le Km de
I’absorption intestinal de glucose [Villers et Fougere, 2013]. Le kaempférol glycosylé
naturellement acetylé, multiflorine A, inhibent fortement 1’absorption intestinale du glucose chez
lerat Shirosaki et al., 2012 (a, b)

Le tiliroside (flavonoide glycosidique) induit une reéduction de I’absorption intestinale du
glucose et montre une inhibition de SGLT1 et GLUT2 humainsin vitro [Goto et al., 2012]. Les
flavonoides kurarinnone et sophoraflavanone des plantes médicinales traditionnelles Chinoises,
sont de potentiels inhibiteurs sélectifs de SGLT2 (ICs est de 1,7 et 4,1 UM, respectivement). La
naringénine inhibe aussi la réabsorption de glucose au niveau rénale [Unnikrishnan et al.,
2014].

La berbérine (alcaloide) agit comme un agent antihyperglycemiant en inhibant I’activité de
disaccharidases dans les cellules Caco-2. Elle diminue I’activité de la sucrase aprés 72 h
d’incubation avec ces cellules. Toutefois, elle ne présente pas d’effet significatif sur la
gluconéogenese et I’utilisation de glucose. L’effet antihyperglycemiant exercer par la berbérine
est di a I’inhibition de I’alpha-glucosidase et a I’inhibition du transport de glucose a travers
I’épithélium intestinal [Pan et al., 2003 ; Gaikwad et al., 2014].
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Notre travail s’inscrit dans le cadre générale de I’étude des propriétés antidiabétiques des
plantes médicinales de la flore locale, nous nous sommes intéressés particuliérement, a une
espéce végétale appartenant a la famille des Fabaceae (Ononis angustissima Lam. subsp.
polyclada Murb), a I’évaluation de I’effet de ses différents extraits sur I’hyperglycémie

postprandiale et leur activité antioxydante.

Cette présente thése a pour objectif d’étudier la composition phytochimique, le pouvoir
antioxydant ainsi que les propriétés antidiabétiques d’extraits de Ononis angustissima in
vitro, in Situ et in vivo chez le rat Wistar. Ce travail a été réaisé en deux parties
expérimentales complémentaires : une étude phytochimique de Ononis angustissima, en plus

de I’évauation de ses activités biologiques dont I’activité antioxydante et antidiabétique.

Ononis angustissima Lam. subsp. polyclada Murb [Dobignard, 2013 ; Benabderahmane
et al., 2014], appelée la bugrane. O. angustissima est de type biologique Chaméphyte [The
Algerian Journal of Arid Areas, 2012 ; Bouheroum, 2009], est connue sous le nom
vernaculaire « Hennete el-bel et Tfiza » en Algérie [Chahma et Djebar ., 2008]. La variété O.
angustissma Lam. subsp. polyclada Murb est spontanées et endémique du Sahara
septentrional (Ouargla, Guardaia, Ain Safra, Bechar, Biskra, Boussaada, jusqu’a Beni Abbas)
[Bouheroum, 2009 ; Cheriti et al 2011; Mezrag et al 2013 ; Benabderahmane et al.,
2014].

C’est une plante herbacée pouvant se developper en petits buissons a tiges tres
ramifiées ala base [Chebli et al., 2001 ; Vanden Berghen., 2015]. Elle est de taille : 30 cm
a 1m, pourvue d'une longue racine pivotante [Bouheroum., 2007 ; Vanden Berghen., 2015],
rameuse a nombreuses tiges dressees bien verte. Les feuilles a trois folioles étroites quatre a
cing fois plus longues que larges, plus ou moins dentées. Le fruit est une gousse cylindrique
[Bouheroum., 2007 ; Ozenda, 1991]. La floraison a lieu au mois de Mars ou elle est
échelonnée durant cette période [Chebli et al., 2001]. L’Ononis angustissima, est considérée
comme une espéece appartenant a un groupe écol ogique indicateur de la présence d'eau douce

dans le sol, aune profondeur relativement faible (2-5 m) [Vanden Berghen., 2015].

La famille des légumineuses extrémement riche en flavonoides, et caractérisée par la
présence d’isoflavones, de rotenoides d’anthocyanines et de flavonols glycosylés [John
Ingham, 1982]. Concernant O. angustissima certains flavonoides sont mieux connus
actuellement exemple: ononin ; formononetin ; 3-(4-(glucopyranosyloxy)-5-hydroxy-2-
methoxyphenyl)-7-hydroxy-4H-chromen-4-one ; (+)-puerol A-2'-O-B-D-glucose ; (-)-puerol
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B-2'-O-B-D-glucopyranose ((-)-sophoraside A); (+)-puerol A ; (-)-trifolirhizin; (-)-
trifolirhizin-6’-O-malonate ; (-)-maackiain et (-)-medicarpin [Ghribi et al., 2015]. 5-hydroxy-
6,7,8-trimethoxyflavone (Alnetin) ; 5-hydroxy-6,7-dimethoxyflavone (6, 7-
dimethoxybaicalein) ;  5,6-dihydroxy-7-methoxyflavone (7-methoxybaicalein); 5, 7-
dihydroxyflavone (chresin) [Bouheroum., 2009]. 2',4’-dihydroxychalcone; 2'-
hydroxychalcone; 6-hydroxy-4'-methoxyaurone [Mezrag et al.,, 2013]. 2, 3, 4
Trihydroxyphenyl)-3-phenyl prop-2-en-1-one ou 2°,3’,4’-Trihydroxychalcone ; 6-
Hydroxyaurone; 2’,4’-Dihydroxychalcone; 5-Hydroxy,7-Metoxyflavone (tectochrysin)
[Benabderahmane et al.,, 2014]. (3S)-7-hydroxy-4’-methoxy-isoflavone 3’-f-D-
glucopyranoside (1) ; kaempferol 3-O-B-D-glucopyranoside-7-O-(2°"’-acetyl)- [-D-
gaactopyranoside (4) [Mezrag et al., 2016].

En se basant sur les recommandations de I’OMS, la valorisation et |a standardisation des
plantes antidiabétiques utilises en médecine traditionnelle semble tres importante, car le
regne végétal est, a I’évidence, un gisement de molécules ayant une authentique action
hypoglycémiante et dont I’isolement pourrait conduire ala mise au point de nouveaux agents
antidiabétiques [Arulselvan et al. 2014 ; Schlienger, 2014].

Dans ce sens, ’OMS au cours de sa 31eme assemblée, a recommandé I’inventaire des
plantes médicinales utilisées par les populations des différentes régions du monde,
I’évaluation de leur efficacité, leur innocuité, ainsi que la standardisation de leur emploi en
vue de les intégrer dans les systemes de soins [OM S. 2000]. En effet, il est estimé que 65%
de la population mondiale, davantage dans les continents Africain et Asiatique, pour des
raisons socio-économiques et culturelles ont recours a la médecine traditionnelle pour leur

soin primaire [Fabricant et Farnsworth. 2001].

Les informations ethnobotaniques recueillies dans plusieurs régions du monde indiquent
gue plus de 800 especes végétales sont utilisees traditionnellement pour leur vertu
antidiabétique, dont 410 plantes environ ont été éudiées expérimentaement. Mais le
mécanisme d’action cellulaire et moléculaire est élucidé seulement chez 109 plantes
[Prabhakar et Doble. 2008]. Parmi les composeés naturels impliqués figurent des métabolites
1¥® et 113" dont les polysaccharides, peptides, alcaloides, glycopeptides, triterpénoides, acides
aminés, stéroides, xanthone, flavonoides, lipides, phénols, coumarines, iridoides, disulphides
alkyles, guanidines et les ions inorganiques [Grover et al., 2002 ; Pulok et al., 2006]. Ills

agissent seuls ou d’une maniere synergique et complémentaire en modulant directement ou
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indirectement I’activité d’hormones, d’enzymes et de voies métaboliques, systemes
organiques impliqués dans le métabolisme et I’homéostasie glucidique [Prabhakar et Doble.
2008 ; Kebiecheet al. 2011 ; Hossain et al., 2016].

Les plantes médicinales peuvent agir par différents mécanismes au niveau de I’organisme

de sujets diabétiques et rétablir I’nomeéostasie glucidique par :

Stimulation de la sécrétion d’insuline a partir des cellules B et/ou induisent également leur
régénération,

Réduisant la résistance a I’insuline et mimant son action,

Action par I’apport d’éléments nécessaires (calcium, zinc, magnésium) au fonctionnement des
cellules 3, et également larevitalisation et/ou I’hyperplasie de ces cellules,

Prévenir le stress oxydatif i€ au dysfonctionnement des cellules  pancréatiques du au diabete
[Esmaelli et al., 2004 ; Jarald et al., 2008 ; Mukherjee et al., 2006],

Action sur les enzymes hépatiques en stimulant la glycogénogenese et/ou I’inhibition de la
glycogénolyse [Jarald et al., 2008 ; EI-Abhar et al., 2014],

Modification de I'expression des genes et I’activité d’hormones impliquées dans la digestion
telle que I'adiponectine, leresistine, et I'incretine [Rios et al., 2015],

Inhibition de la réabsorption de glucose au niveau desreins [Jarald et al., 2008],

Action inhibitrice sur les enzymes digestives tels que I’a amylase et les a glucosidases, ce qui
réduit la dégradation de I’amidon et les oligosaccharides, par conséquent, elles agissent par
ralentissement et réduction de I’absorption du glucose au niveau intestinal,

Inhibition des transporteurs du glucose au niveau de la barriére intestinale limitant ainsi
I’absorption intestinale du glucose, ou par stimulation de la captation du glucose par les
adipocytes ou les cellules musculaire [Edwin et al., 2008 ; Jarald et al., 2008 ; Chang et al.,
2013].

De nombreuse études dans le monde se sont intéressées aux plantes médicinales utilisées
dans le traitement du diabéte du fait de leur usage populaire tres répandu dans le but
d’élucider leur mécanisme d’action potentiel et expliquer leur effet antihyperglycémiant
notamment par leur action inhibitrice de I’a amylase et I’a glucosidase au niveau du tube
digestif et de déterminer et caractériser le (s) composé (s) actif (s). Citons a titre d’exemple,
les études de Kumar et al., (2012) de plantes utilisées en médecine traditionnelle indienne,
Ramirez et al., (2012) au Mexique, Andrew et al., (2013) ; Ezuruike et Prieto, (2014) au
Nigeria, Kobayashi et al., (2003) en Mongolie, Kadir et al., 2012 ; Kabir et al., (2014 a) au
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Bangladesh, Nickavar et Yousefian, 2011 ; Salhi et al., 2013 ; Safamansouri et al., 2014
en Iran, Benalla et al., 2010 au Maroc, Bechiri et al.,2015 en Algérie.

Divers travaux scientifiques ont permis de démontrer expérimentalement I’intérét des
plantes médicinales dans I’amelioration du dysfonctionnement métabolique provoqué par le
diabete sucre, contribuant notamment au maintien de I’noméostasie glucidique. L’exemple de
Galega officinalis est @ oguent, historiguement connue pour ses vertus antidiabétiques depuis
le Moyen Age en Europe, contient la galégine, un guanidine. Ce dernier est a I’origine de
I’hémisynthese de la metformine (biguanides) agent antidiabétique moins toxique et plus
efficace, utilisé dans la pharmacopée moderne [Fabricant and Fransworth, 2001]. La
connaissance de la structure et du mécanisme d’action de la phlorizine isolée de I’écorce de
racine ou feuilles du pommier (Malus sp., Rosaceae), ou de d’autres espéces de Rosaceae et
de Symplocaceae, a été a I’origine de la conception et la synthese d’une nouvelle classe
d’antidiabétiques oraux, les inhibiteurs spécifiques du SGLT2 (gliflozine), dont plusieurs
représentants  (dapagliflozine, canagliflozine, ipragliflozine, empagliflozine...) sont
actuellement utilisés en thérapeutique ou en cours d’évaluation clinique. Ce qui offre une
nouvelle cible thérapeutique pour le traitement du diabete tout en normalisant le taux de
glucose postprandiale et a jeun et en traitant I’insulinorésistance [Ehrenkranz et al., 2005 ;
White et Pharm, 2010 ; Kilov et al 2013 ; Blaschek, 2017].

Les polyphénols suscitent un grand intérét scientifique actuellement car ils sont considérés

comme de puissant antioxydant, anti-inflammatoire, antidiabétique et anticancéreux.

Les polyphénols peuvent étre classes en différents groupes en fonction du nombre de
noyau phénol ainsi a la base de I’élément structurel qui li ces cycles les uns aux autres. Les
plus importants groupes sont les acides phénoliques, les flavonoides, stilbenes et lignanes.
Les flavonoides, la principale classe, a leur tour se différencient en flavones, flavonols
flavanols, flavanones, isoflavones et anthocyanins. Les composes de chague sous classe se
distinguent par le nombre, la position et la nature des substituants sur les deux cycles
aromatiques A et B et le cycleintermédiaire [Pandey et al., 2009].

Les composés phenoliques ainsi que les flavonoides possedent un large spectre d’activités
biologique y compris les propriétés de piégeage du radical libre qui diminuent I’incidence des
maladies liées au stress oxydatif comme le diabéte (propriétés antioxydantes et propriétés
hypoglycémiques) [Jo et al., 2010 ; Adefegha et Oboh., 2012].
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Les extraits de Ononis angustissima et molécules de référence exercent, in vitro, une
inhibition des enzymes digestives :

- d’une part, sur I’activité de I’a-amylase, I’analyse de résultats nous montre que I’acarbose
possede I’effet inhibiteur le plus important vis-a-vis de I’a-amylase dont I’1Csp est de 0,044
mg/ml, suivi de la catéchine (ICsp = 0,210 mg/ml) (cinq fois plus élevé environ), tandis que
tous les extraits de Ononis angustissima étudiés et I’acide galliqgue montrent un faible effet
inhibiteur par rapport a I’acarbose. Leur 1Csy est variable, il est de 33 fois supérieur pour
I’extrait EMFT (ICsp = 1,46 mg/ml), 74 fois pour I’extrait AcFT (ICso = 3,26 mg/ml), par
rapport a I’'lCsp de I’acarbose. Par ailleurs, I’ensemble des échantillons testés montrent un

effet dose-dépendant.

- d’autre part, sur I’activité de I’o-glucosidase, I’analyse de résultats nous montre que
I’acarbose posséde I’effet inhibiteur le plus important vis-a-vis de a-glucosidases dont I’ICs
est de 0,046 pg/ml suivie de I’acide gallique (1Csp = 0,510 pg/ml) (11 fois plus éevé environ),
tandis que tous les extraits de O. angustissima étudiés montrent un faible effet inhibiteur par
rapport a I’acarbose. Leur 1Csp respective est de I’ordre de 1 mg/ml, il est environ 20 fois
supérieur a celui de I’acarbose. En revanche, I’extrait AqFT et |a catéchine n’exercent aucun
effet inhibiteur remarquable sur I’activité de a-glucosidases. Par ailleurs, I’ensemble des

échantillons testés présentent un effet dose-dépendant.

Ces résultats nous permettent de suggérer que les extraits bruts (aqueux et organiques)
ains que leurs fractions organiques (n-butanol et acétate d’éthyle), dont le dosage des
polyphénols et flavonoides montre leur richesse en ces composes, contiendraient des
substances actives agissant comme inhibiteurs enzymatiques, faisant partie de la composition
complexe et diversifiée des extraits de O. angustissima d’une part, d’autre part ces substances
montrent une activité inhibitrice beaucoup plus importante (2 fois plus actives) vis-avis des
a-glucosidases (ICsp environ 1 mg/ml) qu’avec I’a-amylase (ICso varie de 2 a 3 mg/ml).
L’avantage d’une telle action inhibitrice simultanée sur les a-glucosidase du tube digestive,
modérée sur I’amylase et plus importante sur I’a-glucosidase de la bordure en brosse des
cellules épithéliales de I’intestin, est la réduction de la fermentation bactérienne des sucres
non digérés dans le colon et par consequent les effets secondaires liés aux inhibiteurs a-

glucosidasiques (flatulence, météorisme, douleurs abdominales, etc...).
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Lavariation de la glycémie postprandiale mesurée chez les rats normoglycémiques montre
que I’administration des extraits de O. angustissima, CT, AG ou AcB avec les différents
sucres (amidon, saccharose et maltose), inhibe les différentes enzymes digestives (amylase,
saccharase et maltase) a divers degrés. Les résultats obtenu in vitro utilisant I’a amylase
pancréatique porcine (PPA) et les glucosidases de la muqueuse intestinale, se trouvent
confirmer in vivo chez le rat soumis a I’hyperglycémie provoquée par les différents sucres
simulant un état postprandial. Ces résultats révélent aussi que I’effet antihyperglycémiant
observé n’est pas le fait seulement de I’inhibition des enzymes digestives comme unique
mécanisme d’action. Lorsque I’hyperglycémie est provoquée par le glucose (Co-
administration TTOG2), excluant I’action des enzymes digestives, tous les extraits de O.
angustissima exercent un effet antihyperglycémiant significatif et potentiel tel que I’extrait
AQFT et EMFT (-64,29 et -65,18%, respectivement). Ces observations laissent supposer que
les extraits agissent auss au niveau d’autre cibles et sites entrainant une inhibition de
I’hyperglycémie postprandiale. Il s’agit d’une action multiple due ala composition complexe
de ces extraits.

Les extraits de la partie aérienne de O. angustissima et molécules de référence (CT, AG)
exercent, in vitro, un effet inhibiteur variable sur I’absorption intestinae de glucose.
L’adjonction d’extraits (agueux et organiques de la partie aérienne de O. angustissima) ou de
molécules de référence (a 40 mg/ml) dans la solution d’incubation (SM) entraine une
réduction variable de I’absorption de glucose par le segment d’intestin gréle. L effet inhibiteur
de transport de glucose le plus important est produit par la catéchine dont le taux d’inhibition
est de 73,13% suivie de I’acide gallique (67,67%), suivi des extraits n-BFT 67,49%), AcFT
(66,00%) et AgFT (64,03%) respectivement. Ces résultats nous montrent que la majorité des
extraits exercent in vitro, a divers degres, un effet inhibiteur sur I’absorption intestinale de
glucose au niveau du sac d’intestin. Cet effet est probablement lié a leurs constituants

chimiques qui interférent avec I’absorption du glucose.

Les extraits de O. angustissima et les molécules de référence perfuseés dans I’intestin
exercent, in situ, une inhibition de I’absorption intestinale. L’adjonction d’un échantillon
(extraits de O. angustissima ou de molécules de référence) ala concentration del0 mg/ml ala
solution de perfusion, semble influencer différemment I’absorption intestinale du glucose. En
effet, I’extrait EMFT et I’AG provoguent une diminution hautement significative (p<0,0001)
(pourcentage de réduction de I’ordre de 90%). Les extraits I’AcFT, AqFL provogquent aussi
une diminution mais moins importante de 38,97 et 34,65 % respectivement. En revanche,
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I’absorption de glucose n’est que faiblement influencée par les extraits n-BFTet AgFT et la
CT.

Ces resultats nous laissent suggeérer que I’effet inhibiteur de I’absorption intestinale de
glucose au niveau de I’intestin gréle dépend de la composition des extraits de O. angustissima
en metabolites secondaires et de leur nature chimique, susceptible d’interférer avec les

transporteurs de glucose au niveau de I’épithélium intestinal.

Les substances que contiennent les extraits organiques de O. angustissma seraient
responsables de ses activités pharmacologiques. En effet, ces substances telles que les
polyphénols dont les flavonoides sont généralement reconnues comme ayant des effets
hypoglycémiants [Mangambu et al., 2014 ; Kim et al., 2006 ; Huang €t al., 2004]. Ainsi,
I’effet antidiabétique d’extraits de plantes est attribué a la composition variée et diversifié en
composeés bioactifs, capable d’agir séparément ou de fagon synergique a différents niveaux ou
voies métaboliques : transcription des genes, effecteurs d’enzymes, d’hormone et processus
biologiques multiples, contribuant en définitif a rétablir I’hnoméostasie glucidique perturbée

par I’état diabétique comme il a été avancé par Marles et Farnsworth, 1995.

Outre leur effet individuel propre a chaque composg, ils peuvent agir donc d’une maniére
complémentaire ou synergique dont les effets s’ajoutent et s’additionnent pour aboutir a un
effet antidiabétique global final. Cette observation rejoint I’opinion de nombreux
ethnopharmacologues, qui soutiennent que le traitement par les plantes qu’est une approche
holistique de la santé en tant que medecine traditionnelle qui consiste a traiter I’individu dans
sa globalité a la différence de la médecine allopathique conventionnelle basée sur des

traitements cibl ées (cible thérapeutique) a I’aide de molécule pure (chémothérapie).

En définitif, de nombreux auteurs s’accordent a dire que les produits naturels issus de
différentes sources : végétaux supérieurs, plantes médicinales, condimentaires,
microorganismes, algues, contiennent des substances actives susceptibles d’agir au niveau de
tube digestif en inhibant la digestion des sucres alimentaires et I’absorption du glucose. lls
seraient un moyen efficace de lutter contre I’HGPP et la survenue du diabéte et ses
complications d’une maniéere non invasive et sans interférer dans le processus

physiopathologique de la maladie.

Cette plante peut étre sélectionnée comme ressource naturelle de base afin d’isoler de

composés antidiabétiques nouveaux a la base de la production de nouveaux médicaments
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originaux efficaces et moins toxiques, qui peuvent servir, en outre, comme complément ou
adjuvant dans le traitement du diabete sucré améliorant ainsi la prise en charge des patients
diabétiques.

A la lumiere de cette étude consacrée aux propriétés antidiabétiques des extraits de O.
angustissima, il serait souhaitable de poursuivre cette éude par des analyses bioguidées,
aborder I’aspect pharmacotoxicol ogique (évaluer latoxicité potentiel des plantes, puisque leur
utilisation n’est pas inoffensive ou indemne de risques [Kelber et al., 2015]), I’approfondir
afin de déterminer les composés actifs responsables de ces activités, et évaluer leur efficacité,

leur innocuité et leur synergie potentielles.
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Conclusion générale et perspectives

La phytothérapie constitue une alternative intéressante pour améliorer I’état de santé de
sujets diabétiques qui ont toujours recours aux plantes médicinales pour se soigner malgré

I’existence des traitements conventionnels du diabéte.

Ce travail est une contribution a I’étude phytochimique d’extraits et fractions de Ononis
angustissima, ainsi que I’évaluation de leurs activités antioxydante in vitro et antidiabétique in

Vitro, in vivo et in situ chez lerat Wistar.

Les fleurs, feuilles et tiges de O. angustissima sont utilisés comme matériel vegétal pour
préparer les extraits agqueux et organiques. Nous avons pu mettre en evidence par I’étude
phytochimique qualitative et quantitative de ces extraits, la diversité structurae des
phytoconstituants représentés essentiellement par lesterpénoides, |es composes réducteurs, les
amines et les quinones libres qui sont présents dans tous les extraits, les flavonoides, les
alcaloides ainsi que les tanins dans les extraits organiques. Les saponosides stéroidiens ou
triterpéniques sont présents dans tous les extraits. Les coumarines sont détectées dans tous les
extraits a I’exception de I’extrait AcFT. Par ailleurs, les extraits organiques renferment des
teneurs plus élevées en polyphénols et flavonoides par rapport aux extraits aqueux. Il existe
une corrélation forte entre la teneur en polyphénols et en flavonoides (r=0, 6008), ains les
polyphénols dosés dans les différents extraits seraient majoritairement des flavonoides d’apres
ce coefficient.

Les extraits organiques montrent une activité antioxydante importante selon les tests de
piégeage du radical libre DPPH et de réduction du fer (FRAP), par rapport a celle des extraits
aqueux. Cet effet antioxydant est intimement lié a leurs taux élevés de polyphénols et
flavonoides. La relation entre la composition chimique et I’activité antioxydante révélée par
le test de corrélation a montré que les composés phénoliques ainsi gque les flavonoides
présentent une bonne correlation avec les deux méthodes évaluant I’activité antioxydante
(DPPH, FRAP), ce qui laisse supposer que I’activité antioxydante est due aux composes
phénoliques et aux flavonoides. Car ces derniers possedent une structure chimique idéale
contenant des groupements hydroxyles trés réactifs.

Les résultats relatifs a I’effet in vitro des extraits de O. angustissima, de molécules de
référence (acarbose) et controle (catéchine et acide gallique) sur I’activité a-amylasique et a-
glucosidasique indiquent que I’ensemble des échantillons testés montrent un effet inhibiteur
dose-dépendant vis-avis ces deux enzymes et par conséquent inhibent la digestion des

glucides. Auss bien les extraits bruts (aqueux et organiques) que leurs fractions organiques
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(n-butanol et acétate d’ethyle), dont le dosage des polyphénols et flavonoides montre leur
richesse en ces composés, contiendraient des substances actives agissant comme inhibiteurs
enzymatiques, faisant partie de la composition complexe et diversifiée des extraits de O.
angustissima d’une part, d’autre part ces substances montrent une activité inhibitrice
beaucoup plus importante vis-a-vis des a-glucosidases qu’avec I’a-amylase. L’analyse des
corrélations montre qu’il existe une faible corrélation entre la teneur en polyphénols et
flavonoides des extraits de la plante étudiée et I’activité inhibitrice de I’a amylase avec un
coefficient de corréation de 0,1720 et 0,0958 respectivement. Elle est faible & moyenne entre
la teneur en polyphénols (r = 0,0630) et en flavonoides (0,2135) et I’activité inhibitrices des a

glucosidases.

Les extraits de O. angustissima montrent bien des propriétés antidiabétiques chez le rat.
Les résultats de leurs effets in vivo sur lavariation de la glycémie postprandiale mesurée aprés
I’administration des différents sucres ssmples ou complexes (amidon, saccharose, maltose et
glucose). Leur effet antidiabétique respectif est variable et dépend de leur composition et
richesse en métabolites secondaires ( phytoconstituants).

Concernant  I’influence des extraits de O. angustissima sur I’absorption intestinale de
glucose. Son évaluation aussi bien in vitro (sacs d’intestin) qu’in situ (perfusion de I’intestin
de rat vivant inconscient) nous montre que certains extraits sont capables d’inhiber
I’absorption de glucose au niveau de I’eépithélium interférant avec les transporteurs de glucose
(SGLT1 et GLUT?2). Cette action est attribuée a la présence de certains composes spécifiques
dans ces extraits.

En définitif, les propriétés antidiabétiques de O. angustissima pourraient étre attribuée a
certains de ces constituants, dont les composés phénoliques qui agissent a la fois sur les
enzymes digestives des sucres alimentaires (les a-glucosidases), inhibant leurs dégradation en
glucose et notamment empéchant son absorption intestinale. Par cette double action, elle
réduit en conségquence la charge glycémique aprés un repas et I’hyperglycémie postprandiale
chez les sujets diabétiques. Ainsi a I’issue de cette étude, ayant adopté I’approche
ethnopharmacologique, nos résultats confirment I’usage traditionnel de O. angustissima pour

le traitement du diabéte.

En raison de la complexité de la composition des extraits bruts primaires qui caractérisent
les extraits de plantes, pouvant contenir une multitude de composés différents par leur nature,

leur structure chimiques, il est nécessaire d’approfondir cette étude par un fractionnement
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bioguidé des extraits de O. angustissima, hotamment ceux montrant une activité antioxydante
et antidiabétique importante, dans le but d’identifier, caractériser et isoler le (S) composé ()
actif (s) responsable (s) de ces activités, évaluer leurs efficacité, leur innocuité (toxicité) et

leur synergie potentiel, puis approfondir I’étude de leur mécanisme d’action propre.
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Annexe 1 : Effet des extraits de O. angustissima et molécules de références (acarbose,

catéchine et acide gallique) a 50 mg/kg p.c sur I’hyperglycémie provoquée par voie orale

par I’amidon.
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Annexe 2 : Effet des extraits de O. angustissima et molécules de références (acarbose,
catéchine et acide gallique) a 50 mg/kg p.c sur I’hyperglycémie provoquée par voie oral e par

|e saccharose.
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Annexe 3 : Effet des extraits de O. angustissima et molécules de références (acarbose,

catéchine et acide gallique) a 50 mg/kg p.c sur I’hyperglycémie provoquée par voie orale par

le maltose.
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Annexe 4 : Effet des extraits de O. angustissima et molécules de références (acarbose,
catéchine et acide gallique) a 50 mg/kg p.c sur I’hyperglycémie provoquée par voie orale par

glucose
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Annexe 5 : Effet des extraits de O. angustissima et molécules de références (acarbose,
catéchine et acide gallique) a 50 mg/kg p.c sur I’hyperglycémie provoquée par voie orae par
glucose (co-administration)
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The purpose of present study was to investigate the effects of extracts of O. angustissima a traditional medicinal
plant, on a-amylase and o-glucosidase activities in vitro. The air-dried aerial parts of O. angustissima flowers,
leaves and stems were extracted with distilled water (AE) and aqueous methanol (MeOH-H,0); ethyl acetate
(EtAOc) and n-butanol extracts (n-BuOH) were obtained from MeOH-H,O crude extracts per liquid/liquid
extraction. The results of the both enzyme inhibition activity was found in a dose-dependent manner, The
strongest activity in case of a- glucosidase was shown by MeOH-H,0 and n-BuOH extracts of O. angustissima
with 1Csy value 0.94 and 0.99 mg/mL, respectively, whereas AE and EtOAc extract showed 1.10 and 1.17
mg/mL as ICs value respectively compared with the standard acarbose having ICso value 0.046 mg/mL.
Whereas the higher activity in case of a-amylase inhibition, was found in MeOH-H,O extract (ICs = 2.01
mg/mL) followed by AE (2.52 mg/mL) and n-BuOH extract (2.88 mg/mL) respectively, compared with
acarbose having ICs value of 0.044 mg/mL. All extract from this plant possess moderate a-amylase inhibition
with potent a-glucosidase inhibitory activity which may offer better therapeutic strategy to minimized

postprandial hyperglycemia and its complications.

INTRODUCTION

Diabetes mellitus (DM), a chronic metabolic disorder
characterized by high blood glucose levels, continues to be a
major medical concern worldwide due to its high prevalence and
potential deleterious effects. One goal of therapy for diabetic
patients, especially type 2, is the maintenance of normal blood
glucose levels after meal (DeFronzo, 1999). Postprandial
hyperglycemia plays an important role in the development of
type 2 diabetes and its complications. One of the therapeutic
approaches for decreasing of blood glucose rise after a meal is to
retard the absorption glucose by inhibition of carbohydrate
hydrolyzing enzymes such as a-amylase and a-glucosidase
(DeFronzo, 1999; Chiasson et al, 2002). Due to its
high prevalence and potential deleterious effects, type 2 diabetes
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mellitus (T2DM) continues to be a major medical concern and
major metabolic disorder and a multifactorial disease that is
increasing worldwide (Zimmet, 2011). Recently, it has become one
of the most common endocrine disorders and it has been reported
that postprandial hyperglycemia is an important contributing factor
for the development of diabetic complications (Monami et al.,
2013). Postprandial hyperglycemia is one of the earliest observable
abnormalities of glucose homeostasis associated with type 2
diabetes mellitus (T2DM) (Baron, 1998). It plays an important role
in the development of Type 2 diabetes mellitus and its associated
chronic complications, such as micro- and macro-vascular
disorders (neuropathy, cardiovascular, and cerebrovascular
diseases) (Boutati and Raptis, 2004). It has been established that
postprandial hyperglycemia strongly depends on the absorbed
monosaccharides and the velocity of absorption in the small
intestine and it is mediated by carbohydrates hydrolyzing enzymes
such as pancreatic a-amylase and intestinal a-glucosidase: two
members of exo-acting glycoside hydrolase enzymes
(glucosidase).
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Postprandial glucose levels can be regulated through a-
glucosidase inhibition. Inhibition of these enzymes delay and in
some cases halt carbohydrate digestion thus prolonging overall
carbohydrate digestion time causing a reduction in the rate of
glucose absorption and consequently reducing postprandial plasma
glucose rise (Henfeld et al., 2004).

Nowadays, alpha-glucosidase inhibitors like acarbose,
miglitol and voglibose are oral blood glucose lowering drugs
communally used. They are also the only drug class that does not
target a pathophysiological object in T2DM. They decrease
postprandial hyperglycemia without inducing insulin secretion;
these compounds do not induce hypoglycemia and have a good
safety profile, although gastrointestinal adverse effects may limit
long-term compliance to therapy (Neuser, 2005).

The research for new group of agents from naturel
resources especially from traditional medicines became an
attractive approach for the treatment of postprandial
hyperglycemia.

These traditional medicines are relied upon for health
care in many parts of the world (WHO, 1980). Several medicinal
plants species have been used to control diabetes in the traditional
medicinal systems of many cultures worldwide (Grover et al.,
2002; Bnouham et al., 2006; Mentreddy, 2007; Sales et al., 2012).
A number of them are known to exert their antihyperglycemic
activity via the inhibition of carbohydrate hydrolyzing enzymes.
Therefore, natural inhibitors from plant sources can offer an
attractive strategy for the effective control of postprandial
hyperglycemia without or less unwanted secondary effects (Ali
and Houghton, 2006; Tundis, 2010). The potential role of
medicinal plants as inhibitors of a-amylase and a-glucosidase has
been reviewed by several authors. A variety of plants has been
reported to show an enzymatic inhibitory activity and so many are
relevant to the treatment of type 2 diabetes (Benalla, 2010; Sudha,
2011; Sales, 2012).

Published research suggests that there is a direct
relationship between of phenolic compound, flavonoids, and
condensed tannin in the plant extract and the ability to inhibit a-
glucosidase and a-amylase activities (Tadera et al., 2006;
Adisakwattana and Chanathong, 2011). Many phenolic
compounds such as flavonoids and anthocyanin have positive
effects on diabetes, by inhibiting the two keys enzymes
hydrolyzing carbohydrates in the digestive tract (Lo Piparo et al.,
2008; Jo et al., 2010; Rubilar et al., 2011; Sales 2012; Wongsa et
al., 2012)

Ononis angustissima Lam. subsp. polyclada Murb is
perennial herbs and shrubs belongs to the Fabaceae (Dobignard,
2013; Benabderahmane et al., 2014). Ononis is a genus (tribe
Trifolieae) comprising 75 species occurring in the Canaries, the
Mediterranean region, North of Africa, North of América and from
Europe to Central Asia (Mezrag et al., 2013).

Biological type of O. angustissima, identified as
champhyte and the phytogeography type as Algerian endemic
(Bouheroum, 2009; The Algerian Journal of Arid Areas, 2012) of
the north of the septentrional area of the Sahara and hammadas

(Cheriti et al., 2011; Benabderahmane et al., 2014). It’s reported to
be a medicinal plant, It use as decoction for its hemostatic
properties due to its specific secondary metabolites content with
original chemicals and biological characteristics (Chahma and
Djebar, 2008; Chehma and Youcef, 2009). It was also used in the
treatment of diabetes in traditional Algerian medicine (Khacheba
etal., 2014)

Recently, O. angustissima was studied for its
phytochemical composition, several flavonoids were identified
(Bouheroum, 2009; Mezrag, 2013) two compounds are new in the
genus: 2, 3, 4-Trihydroxyphenyl)-3-phenylprop-2-en-1-oneor 2’,
3’, 4’-Trihydroxychalcone and 6-Hydroxyaurone, thus they are
isolated for the first time in this species (Benabderahmane et al.,
2014). It was also studied for its antioxidant activity (Djeridane et
al., 2010; Ghribi et al., 2015).

The aim of this study is to investigate the inhibitory
potential of aerial part extracts of O. angustissima on mammalian
carbohydrate digesting enzymes. It evaluated in vitro inhibition of
rat intestinal a-glucosidase (EC 3.2.1.20) and porcine pancreatic o-
amylase (EC 3.2.1.1) activities by its crude aqueous and
hydromethanolic extracts with its butanolic and ethyl acetate
fractions, besides phytochemical analysis.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals and reagents

Porcine pancreatic a-amylase (EC 3.2.1.1) (PPA), 3,5-
Dinitrosalicylic acid (DNSA color reagent), Soluble potato starch,
p-nitrophenyl- o -D-glucopyranoside (p-NPG), catechin, Gallic
acid were obtained from Sigma-Aldrich Chimie GmH, Germany.
Acarbose from Glucobay (Bayer, Germany), Sigma-Aldrich
Chimie GmH, Germany. All other chemical reagents used in this
study were of analytical grade.

Plant material

Fresh aerial parts (flowers, stems and leaves) of O.
angustissima were collected from Ain Safra (western Algeria)
during spring. The plant was authenticated by a taxonomist at the
department of Ecology, University of Tlemcen, Algeria. Voucher
specimen was deposited at the Herbarium of the department. In
laboratory the Plant materiel were washed under running tap water
and shade dried at ambient temperature. Thereafter dry up sample
entirely broken manually, cut into small pieces and conserved
sheltered from humid conditions until use.

Preparation of extracts
Aqueous extract (AE)

The dried aerial part of O. angustissima: flowers, stems
and leaves (30 g) were extracted under reflux in distilled water
(450 mL) for 30 min at 50 °C. Aqueous extract (AE) was filtered
and evaporated to dryness.

Hydromethanolic extract (MeOH-H,0)
60 g of O. angustissima dried aerial part (flowers, stems
and leaves) were extracted by maceration in 480 mL H,O/CH;OH
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mixture 30/70 (room temperature for 48 h); thereafter, the mixture
was filtered and evaporated to dryness.

Ethyl acetate (EtAOc) and butanol (n-BuOH ) extracts

Ethyl acetate and butanolic extracts were recovered from
hydro-methanolic solution previously described (H,O/CH;OH
mixture 30/70). After extraction and concentration of MeOH-H,0;
the aqueous phase underwent liquid-liquid extraction successively
with chloroform and hexane, followed by a 2-fold extraction with
ethyl acetate, this organic phase was evaporated to dryness. Then,
the recovered aqueous phase was followed by extraction with n-
Butanol; organic phase was evaporated to dryness.

Phytochemical screening

Phytochemical examinations were performed for all the
extracts using standard methods. Alkaloids (Dragendorff and
Mayer reagent), reducing compounds (Fehling reagent), coumarin,
quinones, flavonoids (cyanidine reaction), tannins (iron chloride),
saponin and terpenoids (Liebermann Burchard reaction) (Trease
and Evans, 1989; Harbone, 1998).

Determination of total phenolic contents (TPC)

The amount of phenols in each extracts of O.
angustissima was determined, with Folin-Ciocalteu reagent using
the method of Vermerris et al., (2006) with slight modifications.
Samples were compared to each other. Briefly, 2 mL of Na,CO;
(2% wilv) was added to 0.1 mL of sample (extracts or standard)
and 100 pL of Folin-Ciocalteu reagent (0.2 N). The resulting
mixture was incubated at room temperature for 30 min before
absorbance measurement at 700 nm. Results were expressed as mg
gallic acid equivalents (GAE) in g of extract (mg GAE/g). Gallic
acid was used as standard.

Determination of total flavonoids contents (TFC)

Total flavonoids content of the extracts was determined
according to colorimetric method described by Zhishen et al.,
(1999) with few modifications. 500 pL of each sample or catechin
as standard was mixed with 2 mL of distilled water and 150 pL of
sodium nitrite (NaNO, 15%). After, addition of 150 pL of
aluminum chloride (10%) and 2 mL of sodium hydroxide, the
reaction mixture was incubated 15 min and then the absorbance
was measured at 510 nm. The results are expressed in milligrams
equivalent catechin per gram of extract (CEq mg/g) given in table
2 using the linear equation of the calibration curve of catechin.

In vitro porcine pancreatic a-amylase inhibition assay

The a-amylase inhibitory activity was determined by
assay adapted from method of Bernfeld (1955).The reaction
mixture contain: 200 ul of the tested extracts of O. angustissima
(0.18-10 mg/mL), 200 uL of 0.02 M sodium phosphate buffer (pH
6.9; 6.7 mM NaCl) containing 1.3 U/mL of porcine pancreatic a-
amylase solution (PPA). The reaction medium was pre-incubated
at 37 °C for 5 min, and then 200 pL of 0.4 % starch solution in the
above buffer were added and incubated at 37 °C for 10 min. 600

uL of DNSA solution was added to the reaction and placed in a
boiling water bath for 7 min, then cooled down in cold water. The
reaction mixture was then diluted after adding 1 mL of distilled
water and the absorbance was measured at 540 nm. To eliminate
the absorbance produced by plant extract, appropriate extract
controls with extract and except the enzyme were also included.
Commercial inhibitor acarbose was used as a positive control at a
concentration range of 0.040-2.670 mg/mL. As a blank buffer
solution was used instead of substrate. The tube with enzyme
solution but without plant extracts/acarbose served as the control
with total enzyme activity. The enzyme inhibition rate expressed
as percentage of inhibition was calculated using the following
formula:

Inhibition of a-amylase activity (%) = ((Abs C - Abs S)/Abs
C)*100

Where Abs C is the absorbance of the control (100 % enzyme
activity) and Abs S is the absorbance of the tested sample (plant
extract or acarbose).

In vitro intestinal rat a-glucosidase inhibition assay
Preparation of the crude enzyme solution from small intestinal
mucosa of rat

Inhibitory activities on a-glucosidase were measured
using a crude extract obtained from small intestinal rat mucosa, as
mammalian source of enzyme according to slightly modified
method of Dahlqvist (1964). p-nitrophenyl-a-D-glucopyranoside
(p-NPG) was used as substrate which is hydrolyzed to p-
nitrophenol, a colored product that can be monitored at 405 nm
(Bergmeyer and Bernt, 1974).

Preparation of the crude enzyme solution

After 20 hours of fasting, rats are scarified under light
anesthesia. Their small intestine (the 20 cm of jejunal portion
about 10 cm below the pylorus) was removed, rinsed with ice-cold
saline and the mucosa was delicately scraped off with a slide
glace. Mucosa from 5 rats was pooled and homogenized with 67
mM sodium phosphate buffer (pH 6.8) sonicated and centrifuged
at 4 °C for 20 min at 5000 rpm. The supernatant was used for the
assay of a-glucosidase. Its specific activity was determined (one
unit of enzyme activity is defined as the amount of enzyme
required to liberate 1 pumole of p-nitrophenol from p-NPG per
minute at 37 °C at pH 6.8 per mg of protein. Protein content was
determined using Lowry’s method. The enzymatic solution (about
0.94 U/mg prot) was aliquoted in 1 mL cryotubes and stored at -20
°C until used.

a-glucosidase inhibitory assay

200 pL of a crude enzyme solution of rat intestinal a-
glucosidase (adjusted to 0.2 U/mL as initial concentration in
phosphate buffer 67 mM, pH 6.8) was mixed with 200 pL of the
sample: plant extract (0.06-1.18 mg/mL) or acarbose, positive
control, (0.001-0.118 mg/mL) solutions and 1 mL of phosphate
buffer. The mixture was pre-incubated at 37 °C for 10 min after
which 300 pL of p-NPG solution (10 mM) was added and the
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reaction mixture further incubated at 37 °C for 40 min. The
reaction was terminated by adding 3 mL of sodium carbonate
Na,CO3 (100 mM) into the mixture to stop the reaction. The
absorbance of the liberated p-nitrophenol was measured at 405 nm.
As a blank, buffer solution was used instead of substrate. The tube
with enzyme solution but without plant extracts/acarbose served as
the control with total enzyme activity. The enzyme inhibition rate
expressed as percentage of inhibition was calculated using the
following formula:

Inhibition of a- glucosidase activity (%) = ((Abs C - Abs S)/Abs
C)*100

Where Abs C is the absorbance of the control (100 % enzyme
activity) and Abs S is the absorbance of the tested sample (plant
extract or acarbose).

Statistical analysis

The experiments were performed in triplicates and the
results were expressed as the mean values + SD. The ICy i.e. the
concentration of extract/acarbose resulting in 50% inhibition of
enzyme (o-amylase, a-glucosidase) was calculated by logarithmic
regression analysis using Microcal Origin 5.0 (Microcal software,
Inc. 1.0.0.1).

RESULTS AND DISCUSSION

Phytochemical screening

Table 1 provide the preliminary phytochemical screening
of O. angustissima extracts, The results shows the wealth of
MeOH-H,0, n-BuOH and EtAOc extracts on alkaloids, tannins
and flavonoids, these latter components are weakly present in EA
extract. Terpenoids were abundantly present in all extracts, while a
low detection of coumarins, amino acids and reducing sugar was
observed in all extracts. Phytochemicals in plant extracts depends
on the plant material (leaves, steams, seeds, roots) and its origin
(moist or arid region). Also, the solvent polarity and the method of
extraction may influence the composition of each extract on
chemical constituents.

Table 1: Phytochemical screening of O. angustissima aerial part extracts.

AE MeOH-H,0 n-BuOH EtAOc

Flavonoids + +++ +++ +++
Alkaloids + +++ +++ +++
Tannins + +++ +++ +++
Saponins ++ +++ ++ +++
Terpenoids +++ +++ +++ +++
Quinones ++ +++ ++ +++
Coumarins ++ + + -
Anthraquinones - - -

Redusing compounds ~ ++ ++ + +
amino acid + ++ +++ +

Total polyphenol and flavonoid content

Table 2 includes the polyphenol and flavonoids content
in O. angustissima extracts. The obtained results reveals a
comparative rate of polyphénols in hydromethanolic MeOH-H,0O,
n-BuOH and EtOAc extracts, 78.11, 74.55 and 72.21 mg GAE/g,

respectively. In the aqueous extract EA, we determined 65.29 mg
GAE/qg.

Concerning flavonoids content (Table 2),
hydromethanolic, and EtOAc extracts contain the highest level,
about 32 mg CEq/g. However n-BuOH and AE extracts present
lower concentration of flavonoids, ranging from 12 to 16 mg
CEq/qg of extract.

Table 2: Total polyphenols and flavonoids content of O. angustissima aerial
part extracts.

Extracts Polyphenols* Flavonoids*

AE 65.29+0,03 12.60+0.01
MeOH-H,0 78.11+0,01 34.14+0.03
n-BuOH 74.55+0,01 16.660.00
EtOAC 72.21+0.04 32.01+0.01

*mg gallic acid equivalent /g extract.

Further, the results of recent studies of Djeridane et al.,
(2010) which have shown that the ethyl acetate extract obtained
from roots of O. angustissima contain 12.03 mg GAE/g of dry
matter and 02.35 mg rutin eq/g of dry matter. Khacheba et al.,
(2014) determined the amount of the polyphenol and flavonoids of
the aqueous extracts obtained from leaves of this plant (1.91 + 0.52
mg GAE/g dw of polyphénols, and 1.16 + 0.51 mg rutin eqg/g dw
of flavonoids). Plant extracts content on phytochemicals is
dependent on used material, its origin, the harvest period and
moisture. In addition, solvent with different polarities have
significant effects on the phenolic content. According to some
researchers, water and methanol are frequently used for extraction
of polyphenolic compounds from different plants (Siddhuraju and
Becker, 2003; Sultana et al., 2009).

In vitro a-amylase inhibition assay

The results in figure 1 showed the percentage inhibition
of O. angustissima extracts and acarbose against a-amylase. All of
them demonstrated a significant dose-depended reduction in a-
amylase activity. The most important inhibition appeared in the
MeOH-H,O extract while the EtOAc extract present a weakest
effect. Comparatively to acarbose, reference compound, using ICs
values (resulting in 50% inhibition of enzyme activity) it is
estimated to be 0.044 mg/mL for acarbose (Table 3) and 33 to 74
fold higher for plant extracts tested.

Table 3: 1Csvalue for Inhibitory activity against porcine pancreatic a-
amylase and intestinal rat a-glucosidase.

1Cs0 (Mg/mL)
o-amylase a-glucosidase
Acarbose 0.044+0.01 0.046+0.01
EA 2.52+0.02 1.10+0.01
MEOH-H20 1.46+0.01 0.99+0.01
n-BuOH 1.17+0.01 0.94+0.01
EtOAC 3.26+0.02 2.58+0.02

These results suggest that the bioactive exerting the
inhibitory effect against a-amylase may be present in all plant
extracts at different concentration, diluted among other not active
compounds. Phytochemical analysis revealed that the extracts are
rich in polyphenolic components. MeOH-H,0 extract showed the
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higher amounts in comparison to other extracts, it contains 78.11
mg GAE/g extract of phenolic compounds and 34.14 mg CEq/g
extract of flavonoids.

Previous studies concerning other plants from Fabaceae
family were screened for a-amylase activity and showed inhibitory
activity. They been reported with a-amylase inhibitory activity,
namely: Galega officinalis, Phaseolus vulgaris and Tamarindus
indica which shown respectively 35, 45-75, 90% inhibition of a-
amylase at concentration of 200 mg/mL (Sales et al., 2012).
Extracts from O. angustissima are more potent inhibitors of a-
amylase since they reached 77% at concentration of 3.3 mg/mL
comparing to: Galega officinalis L. known for its antidiabetic
property containing galegine (guanidine), as source of an oral
antidiabetic drug, Metformine, acting by reduction of hepatic
gluconeogenesis (Fabrican and Fransworth, 2001); while extract of
Trigonella foenum- graecum have an ICs, value of 1.92 mg/mL
(Nickavar and Yousefian, 2011) so close to ICs of O.
angustissima (1.46-3.26 mg/mL). It’s well documented that
polyphenols have a-amylase and a-glucosidase inhibitory activity
that depends on phenolic profile (Kwon et al., 2008; Kang et al.,
2014). Flavonoids are a major group of polyphenolic compounds
which have been reported to possess inhibitory activity against a-
amylase and a-glucosidase (Kim et al., 2000; Tadera et al., 2006;
Williams G, 2013). In relation to their structure, number
and position of their hydroxyl groups in the molecule which

are determining factors for enzymes inhibition. The inhibitory
activity increased considerably with an increase in the number of
the hydroxyl group on the B ring (Tadera et al., 2006). Baicalein, a
flavone glycoside, inhibits a-amylase and o-glucosidase activity
by 41% and 57% at 1 mM (IC5=192.67 mg/mL), respectively.
Also, Myricetin (flavonol) inhibits a-amylase and a-glucosidase
activity by 36% and 48% at 1 mM (IC5=327.77 mg/mL),
respectively (Ng et al., 2015). According to the author, the
inhibitory activity of flavonoids was attributed to two interactions:
the hydroxyl groups in the flavonoid molecular structure can form
hydrogen bonds with the OH groups in active side chains of
functional amino acids of the enzyme, and conjugated n-system is
likely to be formed between the AC ring system and the indole
Trp59 in the enzyme. Both the interactions can hinder the reaction
between o-amylase and starch wich inhibits the starch digestion
(Ng et al., 2015).

Anthocyanins competitively inhibited porcine pancreatic
a-amylase, Cyanidin-3-glucoside have the highest inhibition
activity with the Ki value of 0.014 mM, followed by cyanidin-3-
rutinoside, cyanidin-3,5-glucoside, and peonidin-3-glucoside with
the Ki value of 0.019, 0.020, and 0.045 mM, respectively (Sui et
al., 2016). By the molecular docking study, the author showed that
anthocyanins occupied the active site of porcine pancreatic a-
amylase forming hydrogen bonds; GLU233 was found to be the
common key side chain for imparting the inhibition activity.
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Fig. 1: Invitro inhibitory activity of O. angustissima aerial part extracts against porcine pancreatic a-amylase
(percentage of inhibition (%) + SD).
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Fig. 2: In vitro inhibitory activity of O. angustissima aerial part extracts against intestinal rat a-glucosidase (percentage of inhibition (%) + SD).

In vitro a-glucosidase inhibition assay

The concentration-dependent a-glucosidase inhibitory
activities and the ICs, values were estimated as indicated in figure
2 and table3, respectively. The four plant extracts tested showed a
concentration-dependent inhibitory activity with a similar
evolution profile using graded concentrations. For comparison,
I1Cx, values of samples are relatively close but higher than ICs, of
acarbose (0.046 mg/mL). This last is about 20 fold lower than ICs,
of plant extracts. This observation suggest that bioactive
compounds inhibiting a-glucosidase activity are present in all
extracts and will be extracted by different solvents used in this
study. When comparing the resulting a-amylase and a-glucosidase
ICsq wvalues, plant extracts showed a higher a-glucosidase
inhibitory activity than a-amylase (Table 3).

When regard to the antidiabetic effect of acarbose, the
use of this drug is reported to be associated with gastrointestinal
side effects caused by the excessive inhibition of pancreatic a-
amylase resulting to abnormal bacterial fermentation of undigested
carbohydrates in the large intestine (Bischoff et al., 1985). It is
supported that any bioactive composed having lower inhibitory
activity against a-amylase and stronger inhibitory activity against
a-glucosidase may be an effective therapeutic agent for the control
of postprandial hyperglycaemia with fewer side effects than
acarbose (Kwon et al., 2008).

A systematic review of literature revealed that terpenes,
alkaloids, flavonoids and phenols showed potent inhibitory activity
toward a-glucosidase (Yin et al., 2014). Yeast a-glucosidase was
potently inhibited by members of the anthocyanidin, isoflavone

and flavonol subgroups with ICs, values below 15 mM, rat a-
glucosidase was only slightly inhibited by compounds belonging
to the anthocyanidin and isoflavone subgroups (Wenzel, 2013).
Similarly, quercetin possess high inhibitory effect. The ICs, values
against yeast a-glucosidase (Ki=8.5 mol/L), rat intestinal sucrose,
and amylase were 8.86 g/mL, 216 mol/L and 71 mol/L,
respectively (Yin et al., 2014). Likewise, rutin a glycosylated
flavonoid, showed an acarbose-like inhibitory effect on maltase
activity and this was highly specific to maltase (Pereira et al.,
2011). The activity is relative to the chemical structure of these
compounds. In the flavonoid structure, the C5, C6 and C7 OH
groups of the A-ring are essential elements for inhibitory activity
(Ng et al., 2015). Also, the 2,3-double bond, 5-OH, the linkage of
the B ring at the 3 position, and the hydroxyl substitution on the B
ring enhanced the inhibition, while 3-OH reduced it (Tadera et al.,
2006). In this work, we used mammalian source of digestive
enzymes o-amylase and a-glucosidases for in vitro inhibitory
assay, which are structurally and mechanistically closely related to
human enzymes (Bayer et al., 1995). Porcine pancreatic a-
amylase and yeast a-glucosidases are usually used for anti-diabetes
neutraceutical and medicinal investigations as a model for
screening potential inhibitors, because they are readily available in
a relatively pure form (McDongall and Stewart, 2005).

Intestinal a-glucosidase is a key enzyme for carbohydrate
digestion; it has been recognized as a therapeutic target for the
modulation of postprandial hyperglycemia. However, mammalian
a-glucosidases crude extract from rat intestinal mucosa contains
more than one enzyme activity, it is a mixture of sucrase, maltase,
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isomaltase, glucoamylase (Jones et al., 2011; Dhital et al., 2013).
pNPG, the chromogenic substrate is a common and non-specific
substrate, which react indifferently with all these enzymes present
in the mixture but inhibition reaction could be more specific and
concern only a kind of these enzymes. This leads to an
underestimated rate of inhibition activity. So it is more relevant
and interesting when evaluating inhibitory activity of a-
glucosidase to use specific substrate for each one, as maltose,
saccharose, isomaltose for more accuracy and in an other hand, to
be closer to physiological conditions, in the small intestine where
the major carbohydrate are disaccharides.

CONCLUSION

Obesity and the onset of diabetes are two closely liked
medical complications  prevalent  globally.  Postprandial
hyperglycemia is one of the earliest abnormalities of glucose
homeostasis associated with type 2 diabetes. Postprandial glucose
levels can be regulated through a-glucosidase inhibition.
Medicinal plants constitute an important source of potential
therapeutic agents for Type 2 Diabetes Mellitus. One vital
therapeutic approach is the use of agents that can decrease
postprandial hyperglycemia by inhibiting carbohydrate digesting
enzymes resulting in a delay of carbohydrate digestion to
absorbable monosaccharide. In this preliminary work, we attended
to evaluate the a-amylase and a-glucosidase inhibitory activities of
some extracts of O. angustissima to clarify its traditional use as
antidiabetic treatment. Obtained results of the both enzyme
inhibition activity, found in a dose-dependent manner constitute
the first report for this plant. Further, in vitro and in vivo
researches are required to confirm the present results, isolate and
determine active substances and phenolic components contained in
the extract of this plant that may be responsible for improvements
in health conditions by regulating digestives enzymes inhibitory
activities. In vivo studies are necessary to recognize a potential
substance for clinical use in the therapy of diabetes and related
disorders, so it is desirable to optimize secondary metabolite
production and purification of compounds for the pharmaceutical
applications. Furthermore, other studies in vitro and in vivo are
needed to confirm these findings and characterize and determine
bioactive components responsible of this effect. The present study
confirms the traditional use of O. angustissima to treat diabetes
mellitus.
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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 médicinales. Parmi ces plantes Ononis angustissima (L.) Lam. subsp. polyclada Murb, appartenant a la famille
des fabacées, traditionnellement utilisée pour traiter le diabéte sucré. L’objectif de ce travail est consacré a I’étude phytochimique de quelques extraits de cette
plante ainsi que I’évaluation de leurs activités antioxydante (in vitro) et antidiabétique (in vitro, in Situ et in vivo) chez des rats Wistar.

Les principaux résultats ont montré une teneur élevée en polyphénols et flavonoides dans les extraits organiques n-Butanol (n-BFT), eau-méthanol (EMFT) et
acétate d’éthyle (AcFT) de feuilles et tiges, 72 & 70 (mg eq GA/g) de polyphénols et 16 & 34 (mg eq Cat/g) de flavonoides. Ces extraits organiques ont présenté une
activité antioxydante importante sur le DPPH (ICsp varie de 4 & 5mg/ml) et FRAP (ICs varie de 0,1 & 0,4mg/ml). Les tests réalisés in vitro sur I’activité de I’a-
amylase et I’a-glucosidase montrent un effet inhibiteur dose dépendant. L’activité inhibitrice la plus élevée est observée pour I’extrait EMFT avec une 1Cs5,=1,46
mg/ml pour I’a-amylase et I’extrait n-BFT suivie par EMFT pour I’a-glucosidase avec des ICso de 0,94 et 0,99 mg/ml respectivement. In vivo I’ensemble des
extraits montrent un effet antihyperglycémiant important, en particulier les extraits organiques n-BFT, EMFT et AcFT a 50 mg/kg p.c, qui provoquent une
diminution significative (p<0,05) de la charge glycémique provoquée par I’amidon a 66,24 ; 38,58 et 37,99 %, respectivement. L’administration de I’extrait AcFT
avec le saccharose et le maltose, exerce un effet antihyperglycémiant significatif (p<0,05) avec un pourcentage de réduction de 62,72 et 23,26%, respectivement. La
coadministration des différents extraits de O. angustissima, catéchine (CT), acide gallique (AG) ou acarbose (AcB) avec le glucose provoque une réduction
significative de cette valeur par les extraits EMFT, AqFT et AcFT (-65,18 ; -64,29 et -26,79%, respectivement), comparativement a leur administration séparément
(30 min avant). En ce qui concerne I’influence des extraits de O. angustissima sur I’absorption intestinale de glucose, son évaluation in vitro (sacs d’intestin) et in
situ (perfusion de I’intestin de rat vivant anesthésié) montre que certains extraits sont capables d’inhiber I’absorption de glucose au niveau de I’épithélium
interférant avec les transporteurs de glucose en I’occurrence SGLT1. In vitro, I’activité inhibitrice la plus élevée est observée pour les extraits n-BFT et AcFT (66 et
67,49%, respectivement). In situ, I’activité inhibitrice la plus élevée est observée pour I’extrait EMFT (94,64%). Les résultats obtenus au cours de cette étude sont
prometteuses concernant les activités antioxydante et antidiabétique des extraits de O. angustissima en mettant en évidence I’'un de leur mécanisme d’action
possible : réduction de I’hyperglycémie postprandiale par inhibition de la digestion des glucides et ralentissement voire inhibition de I’absorption intestinale de
glucose, ce qui confirme son utilisation traditionnelle comme plante antidiabétique. Ces propriétés sont toutefois plus importantes pour les extraits organiques que
les extraits aqueux. Ces résultats restent préliminaires et méritent d’étre approfondis afin d’identifier et caractériser les composés responsables de ces activités et
d’étudier leurs mécanismes d’action en vue de leur incorporation dans le systéme de soin.

Mots clés : Ononis angustissima, hyperglycémie postprandiale, a-glucosidase, a-amylase, activité antioxydante, activité antidiabétique, polyphénols, flavonoides,
absorption intestinale.

Abstract :

Traditional medicine always served as a base in search of new active pharmacological agents via phytochemical and biological experimental screening of medicinal
plants extracts. Among these plants Ononis angustissima (L.) Lam. subsp. polyclada Murb, belongs to the Fabaceae, traditionally used to treat diabetes mellitus.
The aim of this work is devoted to phytochemical investigation of some extracts of this plant as well as the evaluation of their activities antioxidant (in vitro) and
antidiabetic (in vitro, in situ and in vivo) in rats Wistar.

The principal results we show elevated content of polyphenols and flavonoids in organic extracts n-Butanol (n-BFT), water-methanol (EMFT) and ethyle acetat
(AcFT) of leafs and stems, 72 to 70 (mg eq GA/g) of polyphenols and 16 to 34 (mg eq Cat/g) of flavonoids. These organic extracts show highly antioxidant activity
upon DPPH (ICs varies from 4 to 5mg/ml) et FRAP (ICsq varies from 0,1 to 0,4mg/ml). The in vitro tests performed on the activity of a-amylase and a-glucosidase
show inhibitory effect dose dependent. The highest inhibitory activity is observed in EMFT extract with 1Cso of 1,46 mg/mL for the a amylase and n-BFT extract
followed by EMFT extract for the a-glucosidase with 1Cso 0,94 and 0,99 mg/mL respectively. In vivo whole extracts show an important antihyperglycemic effect
especially, organic extracts n-BFT, EMFT and AcFT at 50 mg/kg p.c that induce a significant decrease (p <0.05) of the glycemic load with starch at 66,24 ; 38,58
and 37,99 %, respectively. The lead of AcFT extract with sucrose and maltose, exert a significant antihyperglycemic effect (p <0.05), with decreases rates of 62,72
and 23,26%, respectively. The coadministration of different extracts of O. angustissima, catechin (CT), gallic acid (AG) ou acarbose (AcB) with glucose induce a
significant decrease of this value via EMFT, AgqFT and AcFT extracts (-65,18 ; -64,29 and -26,79%, respectively), comparably with their apart administrate (30
min before). Concerning the impact of the extracts of O. angustissima upon the intestinal absorption of glucose. It’s evaluation in vitro (gut sac intestin) and in situ
(perfusion in the intestine of anesthetized live rat) show that some extracts are able to inhibit the absorption of glucose in epithelium interfered with transporter of
glucose in occurrence SGLT1. In vitro, the highest inhibitory activity is observed in n-BFT et AcFT extracts (66 et 67,49%, respectively). In situ, the highest
inhibitory activity is observed in EMFT (94,64%). The results obtained during this study are promising regarding the antioxydant and antidiabetic activities of the
extracts of O. angustissima highlighting one of their possible mechanisms of action: reduction of postprandial hyperglycaemia by inhibition of digestion of
polysaccharides and slowing even inhibiting the intestinal absorption of glucose, which confirms its traditional use as an antidiabetic plant. However, these
properties are more significant for organic extracts then aqueous extracts. These results remain preliminary and they deserve to be thorough in order to identify and
characterize the compounds responsible for these activities and try to know their mechanisms of action for their incorporation in the care system.

Keywords:, Ononis angustissima, postprandial hyperglycaemia, a-glucosidase, a-amylase, antioxydant activity, antidiabetic activity, polyphenols, flavonoids,
intestinal absorption..
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