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Résumé

Cette étude a été congue pour évaluer les effets antidiabétiques, antioxydants et anti-
inflammatoires de I'extrait n-BuOH de Capparis spinosa chez des rats Wistar rendus
diabétiques a la streptozotocine (STZ) a I’égard des complications pancréatiques et
cérébrales. Les études in vitro ont révélé que le BECS possedait une forte activite
antioxydante en utilisant différents dosages (DPPH®, ABTS<+, pouvoir réducteur, test de
phosphomolybdate) et une activité antidiabétique élevée (activité inhibitrice de I’a-
glucosidase et a-amylase). D'autre part, le BECS n'a montré aucune toxicité contre les
lignees cellulaires de cancer du cerveau C6. Concernant 1’étude in vivo, le traitement des
rats au BECS (200 mg/Kg) pendant une période de 28 jours a considérablement atténué les
effets indésirables du diabéte induit par la STZ (60 mg/Kg). Une diminution de la glycémie
et des taux d'HbA1C a été observée dans le groupe BECS-STZ, associée a une
amélioration des taux d'insuline plasmique et cérébrale. Le groupe traité par le BECS a
montré une amélioration des concentrations plasmiques de peptide C, d’AGE et de CK-
BB. Le BECS a également réduit le profil lipidique des rats traités a la STZ. Parallelement,
le niveau de la MDA pancréatique est réduit et les parametres du statut redox sont
améliorés chez les rats diabétiques. Par ailleurs, une résurrection de l'intégrité de la
membrane neuronale a été manifestée dans le groupe BECS-STZ, comme en témoigne
l'augmentation de l'activité cérébrale de la LDH et la réduction du niveau de la MDA
cérébrale. De plus, le traitement des rats par le BECS a permis de réguler les marqueurs du
dysfonctionnement cérébral (activités AChE, BChE, niveaux du glutamate et de la
dopamine). Le traitement des rats avec le BECS a également rétabli les niveaux de la SOD,
de la CAT a des niveaux normaux. En ce qui concerne les niveaux de (IL-6, TNF-a et NO)
produits par les effets de la STZ, le BECS a régulé ces médiateurs inflammatoires. De tous
ces résultats, les effets antioxydants et anti-inflammatoires du BECS pourraient étre dus a
sa richesse en polyphénols identifiés par 1’analyse LC-MS/MS, principalement 1’acide
chlorogénique et la rutine, ainsi que les interactions synergiques de tous les contenus. En
outre, I'nistopathologie du pancreéas et du cerveau confirme I'effet protecteur du BECS dans
le diabete induit par la STZ chez les animaux. Les résultats indiquent clairement que le
traitement par le BECS exerce un effet protecteur contre le diabéte en diminuant le stress

oxydatif, la neuro-inflammation en modulant les concentrations élevées du glucose.

Mots clés : Diabéte, Sreptozotocine, Capparis spinosa, Stress oxydatif, Inflammation.



Abstract

This study was designed to evaluate the antioxidant, antidiabetic and anti-inflammatory
effects of n-BuOH extract of Capparis spinosa in streptozotocin (STZ)-induced diabetic
Wistar rats in the case of pancreatic and cerebral complications. The in vitro studies revealed
that BECS possessed a strong antioxidant activity by using different assays (DPPH°, ABTSe+,
Reducing power and phosphomolybdenum) and high antidiabetic activity (inhibitory activity of o-
glucosidase and a-amylase). On the other hand the BECS has no toxicity against C6 brain
cancer cell lines. Concerning the in vivo study, the treatment of rats with BECS (200 mg/kg)
for a period of 28 days significantly attenuated the adverse effects of STZ-induced diabetes (60
mg/kg). A decrease in blood glucose and HbA1C levels was noted in the BECS-STZ group,
associated with a significant improvement in serum and brain insulin levels. The BECS-
treated group showed a significant improvement in serum C-peptide, serum AGE and serum
CK-BB levels. BECS has also restricted lipid profile in STZ-treated rats. Meanwhile, reduced
pancreatic MDA and enhanced redox status parameters in diabetic rats was observed.
Otherwise, a resurrection of neuronal membrane integrity was manifested in the BECS+STZ
group, as evidenced by increased brain LDH activity and reduced brain MDA level.
Furthermore, treatment of STZ-treated rat with BECS was able to significantly regulate
biomarkers of brain dysfunction (AChE and BChE activities, glutamate and dopamine levels).
Additionally, treatment of rats with BECS efficacy restored the SOD, CAT levels and GSH-
system enzymes towards normal levels. Regarding the levels of (IL-6, TNF-a, and NO)
produced by diabetogenic effects of STZ, the BECS successfully regulated these inflammatory
mediators. From all these results, the antioxidant and anti-inflammatory effects of BECS could
be due to its richness in polyphenols identified by LC-MS/MS analysis, mainly chlorogenic
acid and rutin, as well as the synergistic interactions of all contents. Further, the
histopathology of pancreas and brain confirms the protective effect of C. spinosa in STZ-
induction diabetes in animals. Results clearly indicate that C. spinosa treatment exerts a
therapeutic protective effect in diabetes by decreasing oxidative stress, neuro-inflammation,

and modulating high glucose levels.

Key words: Diabetes, Sreptozotocin, Capparis spinosa, Oxidative stress, Inflammation.
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Introduction générale

Le diabete sucré est un probleme de santé mondial avec une prévalence croissante,
Environ 463 millions de personnes souffrent du diabéte, estimée a 592 millions d'ici 2035
et 700 millions d'ici 2045 dans le monde. Cette maladie est caractérisée par une
hyperglycémie chronique due a une carence relative ou absolue en insuline (Khatoon et
al., 2021). Il peut y avoir un défaut dans la sécrétion d'insuline, ou son action (résistance a
I'insuline) ou les deux. Des niveaux élevés de sucre dans le sang chez les patients
diabétiques sont associés a des dommages a long terme, a un dysfonctionnement et a une
défaillance des divers organes vitaux, notamment le pancréas et le cerveau (Jwad et AL-
Fatlawi, 2022).

L'état d'hyperglycémie chronique entraine une augmentation des niveaux de produits
terminaux de glycation avancée (AGE) qui agissent directement sur les cellules,
provoquant des effets pro-inflammatoires et un stress oxydatif (Ghorbani et al., 2021). En
outre, I'nyperglycémie peut contribuer au stress oxydatif en améliorant le flux de la voie
des polyols, l'activation de la protéine kinase C et l'induction de l'auto-oxydation du
glucose qui entraine collectivement une augmentation de la génération d'especes réactives
de I'oxygéne (ERO) (Salvatore et al., 2021).

Le stress oxydatif résultant de la génération accrue d'espéces réactives de
I'oxygéne (ERO) joue un role crucial dans la pathologie diabétique. En fait, en I'absence
d'une réponse appropriée des mécanismes antioxydants endogenes, le déséquilibre redox
provoque l'activation des voies de signalisation intracellulaires sensibles au stress. Ces
derniers jouent un role clé dans le développement de complications tardives du diabete,
ainsi que dans la médiation de la résistance a l'insuline, et dans la sécrétion altéree

d'insuline (Johnson et al., 2022).

De plus, les ERO médiées par I'hnyperglycémie déclenchent les médiateurs pro-
inflammatoires en modulant le facteur nucléaire-xB (NF-xB) qui induit des réactions
inflammatoires locales et systémiques. De plus, I'état diabétique peut accélérer le processus
de lipolyse qui a son tour augmente la teneur en acides gras libres. Ces acides gras libres
augmentent la sécrétion de cytokines, telles que I'interleukine-6 (IL-6) et le facteur de

nécrose tumorale-a (TNF- a) (Nacer et al., 2020).



Introduction générale _

Les agents antidiabétiques actuellement disponibles sont des matieres synthétiques
largement utiliseés pour contréler I'nyperglycémie, mais l'utilisation prolongée de ces agents
a également montré plusieurs effets indésirables sur les sujets diabétiques. Ainsi, il est
essentiel de rechercher des agents antidiabétiques plus efficaces avec moins d'effets

secondaires (Lee et al., 2021).

Actuellement, Les plantes médicinales jouent un réle fondamental dans les secteurs
de la santé via la gestion de différentes maladies infectieuses en raison de leur grande
source de plénitude de composés phytochimiques bioactifs. 1l existe de plus en plus de
preuves sur I'efficacité de l'utilisation de suppléments a base de plantes dans la prévention
et le contr6le du diabete sucré. Il a été rapporté qu'environ 800 plantes dans le monde
possédent un puissant potentiel antidiabétique visant principalement a améliorer la
sécrétion d'insuline, a améliorer I’insulino-résistance, l'activité inhibitrice de 1'enzyme a-
glucosidase, les effets anti-inflammatoires, a régénérer les cellules f pancréatiques et a
atténuer le stress oxydatif associé au diabéte. La plupart des remédes naturels favorisent
I'amélioration de I'absorption du glucose et la suppression de la production hépatique de
glucose en stimulant la glycolyse, l'oxydation du glucose et la glycogenese, tout en

réduisant la dégradation du glycogene et la gluconéogenese (D’souza, 2021).

En Algeérie, la phytothérapie fait partie intégrante de la culture locale de la
population, qui posséde d'importantes connaissances empiriques d'une génération a l'autre.
En effet, I’Algérie se caractérise par une flore tres riche et trés diversifiée en raison de sa
situation géographique et de la grande diversité de ses conditions climatiques et
topographiques (Makhloufi et al., 2020). Le caprier (Capparis spinosa) est l'une des
plantes aromatiques les plus répandues dans les pays méditerranéens. C. spinosa appartient
a la famille des Capparaceae, et couramment utilisé comme plante médicinale pour le
traitement de diverses maladies en raison de son effet biologique et pharmacologique
(O°G*Li, 2022).

Capparis spinosa posséde une importance ethnobotanique, pharmaceutique et
économique exceptionnelle en raison de ses composants bioactifs. La présente étude visait
a explorer I’effet hypoglycémiant, le r6le protecteur et le potentiel antioxydant de I'extrait
n-butanolique de la partie aérienne de C. spinosa contre le stress oxydatif et la neuropathie
diabétique induite par la streptozotocine dans le rat Wistar albinos un modéle animal

expérimental.
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Pour mener a bien notre travail, nous avons suivis la méthodologie suivante :

- une recherche documentaire des ouvrages, des articles et des sites internet relatifs a
notre théme, a été réalisé, ce qui nous a permis d’enrichir le cadre théorique de
notre travail.

- Par la suite, deux études expérimentales ont été réalisées parallélement :

v" Etude in vitro : vise a évaluer I’activité antioxydante et 1’activité inhibitrice
de I’a-amylase et des a-glucosidases intestinales de 1’extrait n-BuOH de
Capparis spinosa.

v' Etude in vivo : avait pour but d’évaluer le pouvoir antidiabétique et
antioxidant du méme extrait sur la neuropathie diabétique induite par la
streptozotocine ainsi qu’une étude des modifications histopathologiques des

deux organes : le pancréas et le cerveau.
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1. Pancréas et diabéte sucré

1.1.Le pancréas

Le pancréas est un organe composite, situé derriére I'estomac dans I'abdomen supérieur
gauche; il a la forme d'une poire plate ou d'un poisson étendu horizontalement sur
I'abdomen. La partie large, appelée téte du pancréas, est positionnée vers le centre de
I'abdomen. La tét du pancréas est située a la jonction ou I'estomac rencontre la premiére
partie de l'intestin gréle (Ameen et al., 2021). L'extrémité étroite du pancréas, appelée la
queue, s'étend jusqu'au cOté gauche du corps. Situé obliquement derriere la paroi

abdominale postérieure et supérieure.

Cet organe pese entre 60 a 80 g, et mesure 12 a 15 cm de long et 2 a 4 cm de large, il
est a la fois lobulaire, de forme allongée et fortement parenchymateux (Longnecker et al.,
2018). Le pancréas humain normal se développe jusqu'a environ 30 ans, avec une

variabilité significative du poids ou du volume du pancréas adulte (Saisho et al., 2007).

Le pancréas est un organe rétro-péritonéal, qui a deux fonctions principales : une
fonction exocrine qui aide a la digestion intestinale et une fonction endocrine qui régule la
glycémie.

e Fonction exocrine :

La grande majorité du tissu pancréatique est consacrée a sa fonction exocrine, dans
laquelle des enzymes digestives sont produites (la trypsine, la lipase et I'amylase) et
sécrétées via un arbre canalaire complexe dans le duodénum. Les cellules du pancréas qui
produisent ces enzymes digestives sont des cellules acineuses (constituent prés de 85 %
des cellules du pancréas) (Matsuda, 2019).

e Fonction endocrine :

La partie endocrinienne est organisée en Tlots discrets de Langerhans, composés de
cing types de cellules endocrines différentes (alpha, béta, delta, epsilon et upsilon)
sécrétant au moins cing hormones, dont le glucagon, l'insuline, la somatostatine, la

ghreline et le polypeptide pancréatique respectivement (El Sayed et Mukherjee, 2021).

1.1.1. La cellule p pancréatique : cellule sécrétrice de I’insuline

Les cellules B ou B représentent environ 60 % des cellules et sont responsables de la

sécretion de I’insuline ; elles sont généralement situées au centre des flots, en raison de leur

|:
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nombre et de leur réle dans les diabetes sucrés. Elles intégrent des signaux nutritionnels,

hormonaux et nerveux pour ajuster en permanence sa sécrétion d’insuline (Huising, 2020).

Figure 1.1 : Présentation des cellules de I’ilot pancréatique (Mandarim-de-Lacerda,
2019).

1.1.2. Synthese d’insuline

L'insuline, est une hormone peptidique composée de 51 acides aminés et d'un poids
moléculaire de 5808 Dalton, est composée d'une chaine o et d'une chaine B reliées entre
elles sous forme de dimére par deux ponts disulfure (Weiss et al., 2015) avec un troisiéme
pont au sein de la chaine a. L'insuline fait partie d'une famille de peptides qui comprend les
facteurs de croissance analogues a l'insuline (IGF) I et Il, la relaxine et d'autres peptides

analogues de I'insuline (Koeppen et Stanton, 2017).

L'insuline est codée par un seul gene sur le bras court du chromosome 11, et est
synthétisée et secrétée en reponse aux cellules exposées au glucose. Elle est dabord
synthétisée sous forme de préproinsuline dans le réticulum endoplasmique rugueux des
cellules B pancréatiques (Brunton et al., 2006), puis convertie en proinsuline et est ensuite
dans des granules de sécrétion aprées conditionnement par I'appareil de Golgi (Koeppen et

Stanton, 2017). L'insuline mature est générée par des protéases qui résident dans les



Pancréas et diabete sucré Chapitre 1

mémes veésicules de stockage que la proinsuline. Ainsi, les granules sécrétoires attachés a
la membrane cellulaire sont amorcés pour l'exocytose de l'insuline en réponse a un

stimulus circulatoire (Koeppen et Stanton, 2017).

Figure 1.2 : Biosynthése de I’insuline au sein de la cellule  pancréatique (Delobel, 2021).
1.1.3. Sécrétion d’insuline

L'insuline est libérée par les cellules béta pancréatiques en réponse a I'augmentation
des taux plasmatiques en glucose et d'acides aminés, les normalisant a des niveaux

physiologiques (Weiss et al., 2015).

En général, le glucose a deux voies pour pénétrer dans une cellule : via des co-
transporteurs actifs, un mécanisme dépendant du sodium, ou via des transporteurs
(indépendants du sodium) (Hall, 2020). Les transporteurs de glucose forment une classe de
protéines appelées GLUT (chez les mammiferes) qui ont 12 hélices traversant la membrane
et assurent un transport bidirectionnel facilité du glucose a travers la membrane plasmique
(Chen et Lippincott- Schwartz, 2015 ; Hall, 2020). Ces protéines agissent en fonction du
gradient de concentration du glucose a travers la membrane cellulaire et fonctionnent donc

sans consommation d'énergie (Hall, 2020).
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Figure 1.3 : Mécanismes cellulaires de la sécrétion d’insuline dans les cellules B (ou béta)

pancréatiques (Delobel et Dalle, 2021).

La libération d'insuline est principalement stimulée par le glucose entrant dans les
cellules béta via la diffusion facilitée par GLUT- 2 (Koeppen et Stanton, 2017). Dans les
cellules béta, le glucose est phosphorylé en G6P par l'activité de la glucokinase, qui est
considérée comme le «capteur de glucose», car il contrdle le taux de rétention du glucose
dans les cellules béta qui, a son tour, contréle le taux de libération d'insuline. La synthese
de I'adénosine triphosphate (ATP) dans les cellules béta augmente le rapport ATP/ADP
qui, & son tour, ferme les canaux K" sensibles & I'ATP, dépolarise les membranes des
cellules béta et augmente les niveaux de calcium intracellulaire en ouvrant le voltage-
dépendant-Canaux Ca?*. Des niveaux élevés de Ca?* intracellulaire induisent I'exocytose
des granules sécrétoires contenant de I'insuline/proinsuline des cellules béta (Rutter et al.,
2015). Lors de sa sécrétion, I’insuline se retrouve dans la veine porte, ce qui lui permet
d’atteindre rapidement le foie afin d’induire le métabolisme du glucose (Lacour et Belon,
2015).

1.1.4. Actions physiologiques et mécanismes d’action de I’insuline

L'insuline est l'une des hormones importantes du corps humain, elle est responsable du
maintien de la glycémie entre 4 et 8 mmol / litre pendant les périodes d'alimentation et de

jedne. Cette hormone régule le métabolisme des lipides, des protéines, des acides aminés,
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le transport d'électrolytes et la croissance. Son effet est anabolisant, par le biais du stockage
des glucides, des graisses et des protéines (Brunton et al., 2006). Elle participe activement
a la captation du glucose par le foie, le muscle strié squelettique et les adipocytes. Elle
induit une surexpression des transporteurs membranaires du glucose appelés GLUT-4 dans
le muscle squelettique et les adipocytes. Dans les hépatocytes, le glucose diffuse librement
et ne requiert pas de transporteur spécifique. L’action de I’insuline au niveau de la
membrane des hépatocytes est faible. En revanche, elle participe activement a la régulation
de I’expression des genes qui codent pour desenzymes du metabolisme glucidique.
Finalement, elle inhibe la glycogénolyse et lanéoglucogenese, etstimule la
glycogénogeneése et la glycolyse. Le stockage de glucose sous forme de glycogéne est ainsi
facilité (Lacour et Belon, 2015).

L’action de I’insuline sur le métabolisme lipidique se réalise d’abord au niveau des
adipocytes. En effet, elle inhibe la lipase hormonosensible des adipocytes et empéche la
libération des acides gras libres. Par ailleurs, il s'agit de la seule hormone anticétogéne de
I’organisme car elle inhibe la production des corps cétoniques au niveau hépatique. Dans le
foie, elle active également la lipogenése par augmentation de la synthése des acides gras
libres, des triglycérides et des VLDL (Lacour et Belon, 2015).

Figure 1.4 : Principaux roles physiologiques de l'insuline (Rahman et al., 2021).
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1.2. Le diabéte sucré

463 millions de personnes (entre 20 et 79 ans) sont atteintes de diabete dans le monde
en 2019, soit 9,3% de la population. D’ici 2045, une augmentation de ce chiffre est estimée
a 51%, avec plus de 700 millions de personnes concernées par cette pathologie (Atlas du
diabete. 2019).

Le diabéte est une maladie grave et progressive, chronique, caractérisée par une
hyperglycémie survenant lorsque la quantité d’insuline plasmatique n’est plus
suffisamment produite par rapport aux besoins de I’organisme. Le diagnostic clinique de
I’hyperglycémie est réalis¢ par la mesure de la glycémie plasmatique, mesurée soit a jeun
et/ ou au hasard a un moment quelconque de la journée et/ou lors d’une charge orale en

glucose (Tenenbaum et al., 2018). Les criteres de diagnostic sont :

v' La présence des symptomes du diabéete (polyurie, polydipsie, amaigrissement)
associee a une glycémie (sur plasma veineux) > 2 g/l (11,1 mmol/l).

v" Une glycémie > 1,26 g/l (7,0 mmol/l) apres un jelne de 8 heures et vérifiée a deux
reprises.

v Une glycémie (sur plasma veineux) > 2 g/l (11,1 mmol/l) 2 heures aprées une charge
orale de 75 g de glucose (c'est-a-dire le test de tolérance au glucose par voie orale
(OGTT))

v Untaux d’ HbAlc (hémoglobine glyquée) > 6,5% (48mmol/l) (WHO, 2019).

1.2.1. Classification

La majorité des cas de diabéte peuvent étre classés en 2 grandes catégories : le
diabete de type 1 et le diabéte de type II. Le diabéte gestationnel (DG) fait référence a
une intolérance au glucose qui apparait ou se manifeste pour la premiere fois pendant la
grossesse (Punthakee et al., 2018). La classification du diabéte sucré est résumée dans

le tableau 1.
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Tableau 1.1 : Classification du diabeéte sucré.

Diabete type I (diabéte
insulinodépendant DID)
Il représente environ 10% des cas de
diabete mondiaux (Mobasseri et al.,
2020).
Le diabete de type I englobe le diabéte
qui est principalement le résultat de la
destruction des cellules béta pancréatiques
avec une carence en insuline conséquente.
Cette forme comprend les cas dus a un

processus auto-immun (Punthakee et al.,

Diabete type II (diabete non
insulinodépendant DNID)
Il représente plus de 90% des patients
diabétiques (Lin et al., 2019).

Le développement du diabéte sucré de type
IT est principalement cause par une
combinaison de deux facteurs principaux :
une sécrétion d'insuline défectueuse par les
cellules B pancréatiques et I'incapacité des
tissus insulino-sensibles a réagir a I'insuline
(Roden et Shulman, 2019).

2018).

Autres types

Diabéte gestationnel
(DG)

Le diabete gestationnel
est une condition
métabolique transitoire
causée par une
dérégulation déclenchée
par une intolérance aux
glucides, un
dysfonctionnement des
cellules béta-
pancréatiques et
endothéliales et une
résistance a l'insuline
pendant la grossesse
(Olmos-Ortiz et al.,
2021).

Diabétes monogéniques
IIs représentent un groupe
d’affections génétiques en rapport
avec différentes mutations
entrainant soit un défaut
d’insulino-sécrétion soit une
anomalie de la réponse a
I’insuline (Rubio-Cabezas et al.,
2014).

Les diabetes monogeéniques
englobent désormais le MODY
(Maturity- Onest Diabetes millitus
of the Young), les diabétes néo-
nataux permanents ou transitoires
et les MIDD (Maternally Inherited
Diabetes and Deafness) d’origine
mitochondriale (Durand et Jean-
louis, 2011).

Diabéte expérimental
Le diabéte expérimental a
été induit chez les
animaux de laboratoire par
plusieurs méthodes :
chimique, chirurgicale ou
génétique
(immunologique). La
plupart des expériences
sur le diabete sont
effectuees chez les
rongeurs, bien que
certaines études soient
encore effectuées sur les
plus grands mammifeéres
(les lapins, les singes, les

chats...) (Etuk et al.,

2010).
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1.2.2. Physiopathologie du diabéte type 1I

Le diabete de type II est caractérisé par une résistance a l'insuline et un déficit
relatif de la sécrétion de ce dernier. La libération et I'activité de I'insuline étant des
processus essentiels a I'homéostasie du glucose, les mécanismes moléculaires
impliqués dans la synthese et la libération de l'insuline, ainsi que dans sa détection,
sont étroitement régulés. Par conséquent, des défauts dans l'un des mécanismes
impliqués peuvent entrainer un déséquilibre métabolique qui conduit a la pathogenése
du diabete de type II (Galicia-Garcia et al., 2020).

1.2.2.1. L’insulino-sécrétion

Comme mentionné précédemment, la sécrétion d'insuline doit étre finement régulée
pour répondre précisément a la demande métabolique. Pour cette raison, une bonne
intégrité des ilots doit étre conservée afin de permettre aux cellules B de répondre aux
besoins métaboliques. Des défauts dans la synthese de tout précurseur de l'insuline, ou
de l'insuline elle-méme, ainsi que la perturbation du mécanisme de sécrétion, peuvent
entrainer un dysfonctionnement de la sécrétion de I'insuline, le principal moteur de
I'échec des cellules B et un fondement du diabéte de type II (Hoang Do et Thorn,
2015).

Concernant la physiopathologie de la maladie, un dysfonctionnement des boucles
de rétroaction entre I'action de I'insuline et la sécrétion d'insuline se traduit par des taux
de glucose anormalement élevés dans le sang (Stumvoll et al., 2005). En cas de
dysfonctionnement des cellules B, la sécrétion d'insuline est réduite, ce qui limite la
capacité de lI'organisme a maintenir des niveaux de glucose physiologiques (Zheng et
al., 2018). Une fois I’hyperglycémie installée, 1’insulinosécréetion décline avec le temps
du fait de la glucotoxicité et de la lipotoxicité, et de I’agression radicalaire
(Guillausseau et al., 2008).

1.2.2.2. L’insulino-résistance

L’insulino-résistance (IR) correspond a une baisse de la réponse métabolique des
cellules réactives a l'insuline ou, au niveau systémique, a une réponse altérée/réduite a

I'insuline circulante par les niveaux de glucose sanguin (Czech, 2017).
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Il existe trois grandes catégories d'états d’insulino-resistance ou de déficience en
insuline :

- une diminution de la sécrétion d'insuline par les cellules 3 ;

- des antagonistes de l'insuline dans le plasma, dus soit & des hormones contre-
régulatrices, soit a des corps non hormonaux qui alterent les récepteurs ou la
signalisation de I'insuline;

- et une altération de la réaction insulinique dans les tissus cibles (Pearson et al.,
2016).

L'action de I'insuline est influencée par l'interaction des molécules supplémentaires,
notamment I'hormone de croissance et I'lGF-1 a I'état nourri. Pendant le jedne, la
réponse insulinique est atténuée par le glucagon, les glucocorticoides et les
catécholamines afin de prévenir I'nypoglycémie induite par Il'insuline. Le rapport
insuline/glucagon joue un réle majeur dans cette régulation, puisqu'il détermine le
degré relatif de phosphorylation des enzymes en aval dans les voies de signalisation
régulatrices. Alors que les catécholamines favorisent la lipolyse et la glycogénolyse, les
glucocorticoides favorisent le catabolisme musculaire, la gluconéogenése et la lipolyse.
Par conséquent, une sécrétion excessive de ces hormones peut étre responsable de
Iinduction de I'IR (Wilcox, 2005 ; Nussey et Whitehead, 2001). Concernant la
derniere catégorie, il existe trois principaux organes extra-pancréatiques sensibles a
Iinsuline qui jouent un rble majeur dans les processus susmentionnés qui sont le
muscle squelettique, le tissu adipeux et le foie. Une action défectueuse de I'insuline
dans ces tissus précede souvent le développement de l'insulino-résistance systémique,

conduisant ainsi progressivement au diabéte de type II (Galicia-Garcia et al., 2020).
1.2.3. Les complications liées au diabéte

Le diabete prédispose les patients a des infections opportunistes, des pathologies
vasculaires et neurales. Basé sur sa physiopathologie, les complications du diabéte
sucré peuvent étre aigues ou chroniques selon leur gravité et leur durée d'apparition
(Casqueiro et al, 2012).

Les complications aigués du diabete ont éte caractérisées par des modifications du
contrble métabolique, en particulier I'nyperglycémie (Cagliero, 2016). Il existe quatre

complications métaboliques aigues principales, ’acidocétose, le coma hyperosmolaire,
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I’hypoglycémie et 1’acidose lactique. Elles sont le plus souvent, la conséquence d’erreurs
thérapeutiques ou d’un défaut de surveillance (Orban et Ichai, 2011).

Les complications chroniques sont globalement identiques dans les deux types de
diabete, cependant, leurs fréquences et leurs sévérités sont variables, elles sont
classiqguement divisees en deux catégories : les micro-angiopathies et les macro-
angiopathies. Les macro-angiopathies concernent 1’intégralité des vaisseaux de
I’organisme, quels que soient leur taille et les tissus qu’ils irriguent, on prend I’exemple de
I'infarctus du myocarde, les accidents vasculaires cérébraux, les maladies vasculaires
périphériques et le pied diabétique. Cependant, la micro-angiopathie touche Ila
microcirculation y compris la rétinopathie, la néphropathie et la neuropathie
(Papatheodorou et al., 2016).

Figure 1.5 : Complications chroniques du diabéte (OMS, 2008).
1.2.4. Neuropathie diabétique (NPD)

La neuropathie diabétique est la complication la plus fréquente du diabéte sucre,
affectant jusqu'a 50% des patients atteints de diabéte de type I et de type II (Zeng et al.,
2017). La prévalence de la neuropathie augmente avec l'age, la durée du diabéte et le
désequilibre glycémique. La neuropathie diabétique peut toucher le systeme nerveux
péripherique et le systeme nerveux autonome ou végétatif, ce qui devrait faire plutot parler
des neuropathies diabétiques. Des facteurs métaboliques, vasculaires, génétiques,

environnementaux et nutritionnels peuvent étre impliqués. Cependant, I'hyperglycémie
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chronique joue certainement un réle central a la fois dans l'atteinte nerveuse périphérique
et autonome (Monnier, 2019).

En plus de I'hyperglycémie, la dyslipidémie est de plus en plus considérée comme un
facteur pathogéne contribuant a la neuropathie, en particulier pour le diabéte de type II
(Callaghan et al., 2012). L'hyperglycémie et la dyslipidémie affectent plusieurs cellules du
systéme nerveux périphérique, y compris les axones neuronaux, les neurones du ganglion
de la racine dorsale et les cellules de Schwann. Il y a eu des décennies de recherche sur
I'impact de la surcharge en glucose sur ces cellules, et les conseéquences incluent la
formation excessive d'espéces réactives de I'oxygene (ERO), la perte de production d'ATP,
la fonction mitochondriale altérée, I'activation des voies du stress et la glycation des
protéines essentielles pour former les produits finaux de glycation avancée (AGE) (Fig
1.6), élévation des cytokines pro-inflammatoires a savoir l'interleukine-13 (IL-1pB),
I'interleukine (IL-6) et le facteur de nécrose tumorale-a (TNF-a) (Bishnoi et al., 2011). Ces
événements augmentent tous davantage les ERO, qui a leur tour favorisent le stress du
réticulum endoplasmique, les dommages de I'ADN, l'apoptose et l'activation de la
signalisation pro-inflammatoire, des mécanismes qui conduisent finalement a des lésions

nerveuses (Feldman et al., 2019).

La glucotoxicité comme conséquence de I’hyperglycémie est due a une augmentation
de I'absorption de glucose dans les neurones qui ne répondent pas a l'insuline (Tomlinson
et Gardiner, 2008), et peut perturber la voie de la glycolyse dans les neurones, entrainant
ainsi une augmentation des molécules réactives de 1’oxygéne (Mapanga et Essop, 2016).
Par exemple, dans la voie des polyols, la production de sorbitol et de NADH est plus
élevée que dans des conditions normales. De plus, la production d'especes réactives de
I'oxygéne (ERO) est plus élevée que dans des conditions normales en raison de la quantité
excessive de NADH (Mathebula, 2015).

Les produits finaux de glycation avancée (AGE) résultent d'une réaction entre le
groupe amino libre des protéines et les glucides. Cette réaction est suivie d'une oxydation
et d'un réarrangement moléculaire. Alternativement, les AGE peuvent étre produits par

glycolyse et oxydation (Wautier et al., 2017).

Les AGE peuvent endommager les cellules par différents mécanismes, tels que les
dysfonctionnements des protéines intracellulaires, la résistance a la dégradation

lysosomale, ainsi que la glycosylation des protéines membraneuses et extracellulaires

|a
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(Batkulwar et al., 2015). En outre, les AGE interagissent avec les récepteurs AGE
(RAGESs) exprimés dans les neurones, les astrocytes et les microglies (Wautier et al.,
2017 ; Batkulwar et al., 2015). L’interaction AGE-RAGE induit également un stress
oxydatif via la NADPH oxydase et différentes activations de kinases (Batkulwar et al.,
2015). Par conséquent, la voie AGE-RAGE contribue a la neurodégénérescence liee au
diabéte sucré, principalement par I'inflammation et le stress oxydatif (Batkulwar et al.,
2015, 2018).

Figure 1.6 : Pathogenése de la neuropathie diabétique (Feldman et al., 2019).

Cependant, l'accent plus récent est mis sur la dyslipidémie et les triglycérides elevés
comme sources d’AGNE (acides gras non estérifies) dans le diabéte de type II. Les AGNE
sont catabolisés par la B-oxydation dans le cytosol de toutes les cellules du systéme
nerveux peériphérique. L'acétyl-CoA, un produit de la p-oxydation, peut s'accumuler
pendant la surcharge du substrat AGNE, et sa conversion en espéces toxiques
d'acylcarnitine entraine d'autres lésions nerveuses. Dans un méme temps, une -oxydation
compromise entraine également une production importante d’ERO et une activation des
voies inflammatoires, favorisant des effets similaires a ceux observés en réponse a une

surcharge en glucose, tels que le stress du réticulum endoplasmique, une altération de la
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fonction mitochondriale et une altération du transport axonal, entrainant une carence en
ATP (Rumora et al., 2019). L'oxydation des LDL peut induire la génération de ERO et
activer des récepteurs, tels que le récepteur des AGE (RAGE), le récepteur des LDL
oxydées (LOX1) et le récepteur de type Toll 4 (TLR4), exacerbant les Iésions nerveuses,
activant la caspase-3 et induisant la dégradation de I'ADN. Par conséquent, I'inflammation,
le dysfonctionnement mitochondrial, les dommages oxydatifs et lI'altération du traitement
et de l'utilisation de I'énergie convergent en tant que mécanismes centraux potentiels sous-
tendant les effets de I'hyperglycémie et de la dyslipidémie sur la santé des nerfs
périphériques (Fig 1.6) (Feldman et al., 2019).

1.2.5. Neuropathie diabétique et peptide C

Dernierement, il est devenu évident que I'hyperglycémie, bien qu'étant un facteur
étiologique important, n'est pas la seule responsable du développement des complications
du diabéte. Une attention croissante est portée aux carences en insuline et/ou en peptide C.
L'insuline et le peptide C exercent tous deux un certain nombre d'effets métaboliques,
neuroprotecteurs et anti-apoptotiques (Li et al., 2003).

Les lésions du systeme nerveux périphérique dans le diabete peuvent étre le résultat a
la fois d'une hyperglycémie et d'une perte du soutien neurotrophique normalement fourni
par l'insuline. Cette hypothése est étayée par des rapports sur des niveaux d'expression
anormaux de facteurs de croissance dans le diabete. Ainsi, il existe un intérét croissant
pour I'exploration de I'utilité potentielle des NGF, de l'insuline, des IGF et d'autres facteurs
neurotrophiques dans le traitement de la neuropathie diabétique (Edwards et al., 2008).

Les récepteurs de I'insuline se trouvent dans le SNP sur les cellules de Schwann, les
péricytes, les cellules endothéliales et les neurones, en particulier les neurones sensoriels
(Brussee et al., 2004). Les modeéles de diabete chez le rat déficient en insuline semblent
avoir une neuropathie progressive plus sévere que les modeles de diabete de type II, ce qui
suggere que la carence en insuline elle-méme contribue au développement de la

neuropathie (Kamiya et al., 2005).

Le peptide C, longtemps considéré comme un simple sous-produit du fragment
peptidique inerte de la synthese de I'insuline, est maintenant considéré comme ayant sa
propre activité biologique. (Wahren et al., 2004). Le déficit en peptide C est concomitant

a l'insulinopénie dans le diabéte de type I. Lors du remplacement du peptide C chez les
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rats diabétiques, un certain nombre de mesures de la fonction nerveuse périphérique
sameliorent. Les mécanismes proposés pour ces observations comprennent la
potentialisation de la signalisation de I'insuline, la vasodilatation via la libération d'oxyde
nitrique et la stimulation de la libération d'autres facteurs neurotrophiques (Kamiya et al.,
2006; Zhang et al., 2007).

Le peptide C signale par la voie de signalisation de I'insuline et stimule par lui-méme la
synthese du glycogéne et I'absorption des acides aminés et renforce ces effets par I'insuline
dans une gamme de concentration étroite (Li et al., 2003; Grunberger et Sima, 2004 ). Il
a donc été suggéré que le peptide C interagit avec le récepteur de I'insuline. Plusieurs
études aussi démontrent 1’effet du peptide C sur la libération de 1’oxyde nitrique (NO). Il
stimule la NO synthase endothéliale (eNOS) avec la libération de NO en fonction de la
concentration par les cellules endothéliales aortiques bovines, un effet qui est supprimé par
les inhibiteurs de NOS (Wallerath et al., 2003).

1.2.6. Pancréatite chronique (PC)

La pancréatite chronique est un syndrome d'inflammation pancréatique avec des lésions
parenchymateuses irréversibles et des modifications fonctionnelles qui se compliquent
d'une mauvaise digestion progressive des nutriments, d'une intolérance au glucose, d'un

diabéte sucré et de troubles métaboliques.

La synchronisation complexe et les interactions entre la digestion, I'absorption et
I'utilisation des nutriments qui sont normalement régulées par le pancréas sont perturbées
de maniére variable par des lésions inflammatoires et fibrotiques. L'incapacité de digérer
les nutriments dans l'intestin proximal peut entrainer une altération de la secrétion
d'incrétines et donc une diminution de la libération d'insuline ; la perte de masse cellulaire
des Tlots contribue en outre a l'insuffisance endocrinienne pancréatique. La destruction des
cellules des ilots par I'inflammation pancréatique différe de celle du diabéte de type 1 par
la perte non seulement d'insuline des cellules béta des Tlots, mais également de glucagon et
de polypeptide pancréatique des cellules alpha et PP des filots, ce qui peut conduire au
développement d'une maladie "fragile" avec grandes fluctuations de la glycémie difficiles a
contréler. De plus, les patients peuvent avoir des facteurs de risque préexistants de diabete
de type II (par exemple, résistance a l'insuline, obésité ou habitudes alimentaires) qui
compliguent davantage la régulation optimale du métabolisme du glucose. Comme la perte

de cellules d"lots distingue ce diabete pancréatogéne du diabéte de type II, le diabéte sucré



Pancréas et diabete sucré

Chapitre 1

résultant d'une pancréatite aigué ou chronique récurrente est classé comme diabéte

pancréatogene, également connu sous le nom de diabéte de type III (Ewald et Bretzel,

2013).

1.2.7. Traitement du diabéte

Le diabéte sucré a été decrit comme une maladie endocrinienne et métabolique

chronique, caractérisée par une hyperglycémie et la coexistence de multiples

complications. Actuellement, les médicaments largement utilisés dans le traitement

clinique du diabete sucré comprennent principalement [l'insuline, les analogues de

I'insuline, les hypoglycémiants oraux non insuliniques et les médicaments génétiques

(Zhao et al., 2020). Le tableau 1.2 résume les principaux hypoglycémiants oraux non

insuliniques avec le mécanisme d’actions et les effets secondaires possibles.

Tableau 1.2 : Antidiabétiques oraux non insuliniques avec mécanisme d'action et

effets secondaires.

Antidiabétiques oraux

Meécanisme d'action

Effets secondaires

Biguanides
v" Metformine

Diminuer la production
hépatique de glucose et
augmenter I’insulinosensibilité
et 'utilisation périphérique du
glucose (Foretz et Viollet,
2009).

Nausée, Diarrhée
Anorexie, acidose lactique
(Modi, 2007).

Sulfamides
hypoglycémiants
v' Gliclazide
v' Glimépiride
v Glipizide
v Glibenclamide

Stimuler la sécrétion de
I’insuline pancréatique a jeun et
amplifier la réponse insulinique

au cours des repas (Marre,
2017).

Hyperinsulinémie tardive et
hypoglycémie,
Gain de poids (Marre,
2017).

Meéglitinides (glinides)

Augmentation de
I’insulinosécrétion (Gerson,

2007).

hypoglycémie,
Gain de poids (Marre,
2017).

Inhibiteurs de I’alpha-
glucosidase
v Acarbose

Inhiber la digestion et donc
I’absorption des sucres

complexes au niveau intestinal,

Ballonnements abdominaux,
Flatulences
(Modi, 2007).
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v" Miglitol

diminuer la production
hépatique de glucose (Faure,
2017).

Thiazolidinediones
(glitazones) : TZD
v’ Pioglitazone

v" Rosiglitazone

Améliorer la résistance a
I’insuline directement par

I’activation des récepteurs

PPARYy (Lebovitz, 2019).

Rétention d'eau, prise de
poids (Aleman-Gonzalez-
Duhart et al., 2016)

Incrétinomimétiques
(les gliptines)
v"Inhibiteur de la

Dipeptidylpeptida
se-4 (DDP-4)

Stimuler la sécrétion de
I’insuline d’une maniére
dépendante du glucose tout en
supprimant la sécrétion du
glucagon (Gilbert et Richard,
2020).

hypersensibilité et des
troubles gastro-intestinaux
(Monnier et Colette, 2008).
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2. Diabete, stress oxydant et inflammation

2.1. Stress oxydatif et diabéte sucré

Dans le DID et le DNID, la glycémie n'est pas régulée de maniére adéquate, atteignant
des niveaux supérieurs a la normale appelée hyperglycémie. Cette hyperglycémie
caractérise le diabéte et constitue la principale caractéristique des différentes complications
associees a cette pathologie. Bien que de nombreux aspects de la physiopathologie du
diabéte ne soient pas encore clairs, il est bien démontré que le stress oxydatif joue un réle

majeur dans l'apparition et le développement du diabéte.

Les complications micro- et macro-angiopathies dues au diabéte prennent leurs
origines du stress oxydatif. L’apparition excessive du stress oxydatif chez les sujets atteints
de diabéte de type II est la conséquence directe de I'hyperglycémie, la résistance a

I’insuline, I'inflammation et la dyslipidémie (Paoletti et al., 2006).

Figure 2.1 : Mécanismes métaboliques impliqués dans 1’apparition du stress oxydant au

cours du diabete (Bonnefont-Rousselot et al., 2004).

L'état du stress oxydatif fait référence a un déséquilibre dans la production des especes
réactives de I'oxygene (ERO) et de I'activité antioxydante dans I'organisme, entrainant une

accumulation des ERO qui endommagent directement les cellules et les tissus (Pizzino et
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al., 2017). Les ERO eux-mémes sont de petites molécules énergisées et réactives dérivées
de l'oxygéne, dont des exemples incluent le superoxyde (-O.), le peroxyle (ROO:),
I'nydroxyle (-OH) et le peroxyde d'hydrogéne (H,O,) (Jha et al., 2016). De plus, le stress
oxydatif induit l'activation de cytokines pro-inflammatoires et l'inflammation qui en
résulte, ce qui favorise davantage la production des ERO, endommageant ainsi les cellules
et les tissus (Oguntibeju, 2019). La production des radicaux libres est souvent augmentée
par les mitochondries endommagées (Small et al., 2012). La chaine de transport
d'électrons dans les mitochondries est une source majeure des ERO dans les cellules
sécrétrices d'insuline, les cellules périphériques insulino-sensibles et les cellules
endothéliales (Kassab et Piwowar, 2012). Le stress oxydatif est apparait dans des
conditions de diabéte et est probablement impliqgué dans la progression du

dysfonctionnement des cellules béta pancréatiques (Kajimoto et Kaneto, 2004).
2.1.1. Voies métaboliques associées au stress oxydatif dans le diabéte sucré

Les voies métaboliques qui contribuent a I’installation du stress oxydatif dans le
diabete sont soit impliquées dans le métabolisme du glucose, soit dans le métabolisme des

lipides. Ces voies cellulaires sont discutées ci-dessous (Ighodaro, 2018).
2.1.1.1.Auto-oxydation du glucose ou glycoxydation

Lorsque le glucose est en forme instable éne-diol (lI'une de ses formes linaires
transitoire) il peut s'oxyder en présence de métaux de transition comme le fer, aboutissant a
la formation d'un radical anionique ene-diol qui interagit avec I'oxygéne moléculaire pour
libérer des anions superoxydes ou donner naissance a des aldéhydes comme le glyoxal. Ce
dernier se fixe rapidement sur les protéines donnant naissance a des protéines glyquées
(AGE) glycations avancés comme la carboxyméthyllysine qui provoque le déclenchement

de réactions de Fenton avec production d’ERO (Haleng et al., 2007).

Pour étre un métabolite physiologique naturel dans I'auto-oxydation du glucose, le
glyoxal peut également étre formé par la peroxydation lipidique, la dégradation des

protéines glyquées et I'oxydation de I'ADN, entre autres réactions (Chetyrkin et al., 2012).

Les groupes carbonyles hautement réactifs du glyoxal peuvent réagir avec les
résidus lysine, arginine et cystéine des protéines pour former des adduits covalents les
AGE (Fig 2.2). L’accumulation de protéines endommagées par I’AGE a été impliquée
dans plusieurs pathologies, notamment le diabéte (Sergi et al., 2021).
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Figure 2.2 : Auto-oxydation du glucose (Januel, 2003).
2.1.1.2. Voie des polyols

Dans des conditions physiologiques normales (normoglycémique), le glucose est
metabolisé en glucose-6-phosphate par I’héxokinase puis dirigé soit dans la voie de la
glycolyse, soit dans la voie des pentose-phosphates. Le métabolisme du glucose par la voie
des polyols représente un faible pourcentage (3%) de I’utilisation totale du glucose dans les

mémes conditions.

Dans le diabéte, lorsque le taux de glucose augmente, I’hexokinase est alors saturée et
le glucose en exces est métabolisé par la voie des polyols. Cette voie fait intervenir deux
enzymes 1’aldose réductase et la sorbitol déshydrogénase, 1’aldose réductase, qui n’est
active qu’a de fortes concentrations de glucose du fait de sa faible affinité pour celui-ci,
réduit le glucose en sorbitol a lI'aide de son coenzyme la nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate (NADPH) qui est oxydé en NADP®. La deuxiéme enzyme de la voie des polyols
est la sorbitol déshydrogénase (SDH), il convertit une partie du sorbitol formé en fructose,
en utilisant le NAD" comme coenzyme (Fig.2.3). Le sorbitol va s’accumuler dans les
cellules, de part son incapacité a traverser les membranes, il entraine de multiples
dommages tels que des dommages osmotiques. Une partie du sorbitol peut étre oxydée en

fructose a I’origine de produits avancés de glycation (Haleng et al., 2007). En outre,
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I’augmentation de I’activité¢ de 1’aldose réductase entraine une diminution significative du
taux de NADPH, entrainant par la suite une diminution de D’activité de la glutathion
peroxydase et du taux de glutathion. Cette situation provoque une suppression de la grille
de défense antioxydante, conduisant & un stress oxidatif. Un niveau élevé de fructose
entraine 1’accumulation de GAP et de DHAP, conduisant a un stress oxydatif par la
formation de méthylglyoxl et I’activation de PKC (lghodaro, 2018). En outre, il est
suggéré qu'un flux accru du métabolisme du glucose a travers la voie des polyols peut
induire la réduction du NADPH et I'amplification des ERO, et ainsi I'hyperactivité de la
voie des polyols est considéré comme une cause majeure des complications du diabéte
(Niimi et al., 2021).

Figure 2.3: Hyperactivité de la voie des polyols dans le diabéte (Ighodaro, 2018).

L’activation de la voie des polyols induit également 1’altération du potentiel redox des
cellules. Le systeme thiorédoxine NADPH-dépendant qui joue un réle important dans la
détoxification de I’organisme des radicaux libres nécessite lui aussi des niveaux ¢€levés de
NADPH pour leur fonctionnement. D’autre part la baisse du NADPH peut également

limiter d’autres réactions enzymatiques, comme la formation de *NO par la NO synthétase,
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conduisant ainsi a une déficience de la production du *NO, observée chez les patients

diabétiques (Satish et al., 2005).

En résumé, le stress oxydant résultat de ’activation de la voie des polyols joue un role
prépondérant dans 1’apparition des complications liées au diabéte. Des inhibiteurs de
I’aldose réductase comme la sorbinyls permettent de restaurer une concentration normale
en sorbitol ainsi que le ratio GSH/GSSG dans les érythrocytes des patients DNID
(Delattre et al., 2005).Cette normalisation découle de la diminution du rapport NADP*/
NADPH,H" et NADH'/ NAD". L’inhibition de la voie des polyols semble réduire le stress
oxydant induit par I’hyperglycémie et peut prévenir des complications liées au diabete,
aussi I’inhibition de la voie des polyols évite I’accumulation de fructose, qui participe
activement au mecanisme de glycation, responsable de la production des ERO (Mohora et
al., 2007).

2.1.1.3. Voie de la Protéine kinase C (PKC)

L’activation de PKC est impliquée dans plusieurs réponses cellulaires telles que
I’expression de divers facteurs de croissance, 1’activation des voies de signalisation, et

I’amélioration du stress oxydatif dans I’hyperglycémie (Lien et al., 2021).

La famille des protéines kinases C (PKC) comprend au moins onze (11) isoformes de
la sérine thréonine kinases, qui participent a des voies de signalisation activées par la
phosphatidylsérine, le calcium et le diacylglycerol (DAG). La concentration de DAG
augmente dans l'environnement hyperglycémique ou diabétique en raison d'une
augmentation de la dihydroxyacétone phosphate, (DHAP) un intermédiaire de la glycolyse.
Ce produit intermédiaire est réduit en glycérol-3-phosphate, qui est conjugué avec des

acides gras, augmente la synthése de novo de DAG. (Lazo et Fernandez, 2013).

L’augmentation de la concentration en DAG dans la cellule conduit a I’activation de
certaines isoformes de PKC comme la PKC-f et la PKC-5. Les PKC agissent sur plusieurs
enzymes en :

e Diminuant I’activit¢ de la NO-synthase, consécutive a la chute du rapport

NADPH,H*/NADP".
e activant les NADPH oxydases ce qui favorise la production des ERO (Delattre et
al., 2003).

|g
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La poly (ADP-ribose) polymérase 1 (PARP-1), qui est activée a la suite de dommages
de I'ADN induits par le stress oxydatif, inhibe l'activité de la glycéraldéhyde-3-
phosphate déshydrogénase, ce qui entraine une accumulation de glycéradehyde-3-
phosphate et de son isomére, le dihydroxyacétone-3-phosphate. Le dihydroxyacétone-
3-phosphate qui est oxydé en glycérol-3-phosphate par I'enzyme glycérol-3-phosphate
déshydrogénase, et le glycerol-3-phosphate en présence d'acides gras libres forme du
diacylglycérol (DAG) qui interagit avec le récepteur AGE pour induire un stress
oxydatif via I'activation de la PKC (Fig.2.4) (Ighodaro, 2018).

Figure 2.4 : Activation de la protéine kinase C et induction du stress oxydant au cours de

I'nyperglycémie (Ighodaro, 2018).

2.1.1.4. Voie des hexosamines

Lorsque les concentrations en glucose intracellulaire sont élevees, une bonne partie de

ce dernier est métabolisée via la glycolyse. Cependant, une partie du fructose -6 phosphate
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est détournée de cette voie et est convertie en glucosamine-6 phosphate (GlucN-6-P) par la
glutamine fructose-6 phosphate aminotransférase (GFAT). Celui-ci est ensuite converti en
uridine diphosphate N-acétylglucosamine (UDP-GlucNAc) ) (Uhde et al.,2018), un
précurseur des glycoprotéines, des glycolipides, des protéoglycanes et des
glycosaminoglycanes avec l'action enzymatique de la O-N-Acétyl-GIuN transférase (OGT)
(Yang et al.,, 2010), qui modifier différents facteurs de transcription conduisant a
I’expression de genes et a la synthése de protéines tels que le facteur de croissance
transformant B (TGF-B) qui sont a I’origine de certaines complications du diabéte comme
I’épaississement de la membrane basale des capillaires qui conduit a I’augmentation de la
production de I’inhibiteur de type 1 de I’activateur du plasminogéne (PAI-1). Le facteur
plasminogéne joue un réle dans la fibrinolyse donc, son inhibition entraine un effet pro-
coagulant. (Delattre et al., 2003).

L’hyperglycémie induit le développement des complications du diabéte par
I'élévation de la concentration de F6P, qui s'écoule dans la voie de biosynthése de
I'nexosamine (Giacco et Brownlee, 2010; Beriault et al., 2013). Cependant,
l'augmentation de la concentration en glucose dans le sang induit des voies métaboliques
qui favorisent éventuellement la libération de cytokines comme les TGF-B, TNF-a, CTGF

et PAI-1, impliquées dans diverses complications diabétiques (Taparra et al., 2016).
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Figure 2.5 : Voie des hexosamines au cours de I’hyperglycémie (Fardini et al., 2013).

2.1.1.5. Formation de produits de glycation avancée (AGE)

Les produits finaux de glycation avancée (AGE) sont des molécules organiques
formées dans tout organisme vivant avec une grande variété de propriétés structurelles et
fonctionnelles. Ils sont considérés comme des marqueurs organiques du processus de
glycation (Perrone et al., 2020). La glycation est un processus non enzymatique
impliquant la réaction de sucres réducteurs ou d'oxoaldéhyde réactif avec des protéines,
des lipides ou des acides nucléiques, ce qui entraine la formation de produits finaux de
glycation avancée (AGE) ( Indyk et al., 2021).

Dans les systéemes biologiques, la glycation se déroule en deux étapes, a savoir initiale
et finale (avancée). La premiére étape de la glycation est la réaction réversible d'un groupe
carbonyle electrophile ou d'un sucre réducteur hémiacétal avec le groupe amino libre des
acides aminés (le plus souvent la lysine et l'arginine). La réaction entraine la formation

d'une liaison covalente et I'élimination de I'eau. Le produit résultant est une base de Schiff
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instable (imine). Au cours de I'étape suivante de plusieurs semaines, la base de Schiff subit
un réarrangement intramoléculaire « la réaction d'’Amadori », qui se traduit par un produit

de glycation précoce plus stable et partiellement réversible (Perrone et al., 2020).

En présence d'oxygene, les produits de la réaction classique d'’Amadori se transforment
en une substance de couleur jaune brunatre caractéristique. Ces changements sont souvent
appelés glycooxydation (Turk, 2010). La base de Schiff et les produits d’Amadori peuvent
réagir de maniere irréversible avec les résidus d'acides aminés des protéines ou des
peptides pour produire des adduits protéiques ou des protéines réticulées. Alternativement,
ces composés peuvent subir d'autres réactions de Maillard telles que l'oxydation, la
déshydratation, la polymérisation et de nombreuses transformations avec la formation de
nombreuses espéces réactives de l'oxygéne (ERO) (Tessier, 2010) ou de composés
dicarbonyle (glyoxal, méthylglyoxal, éthylglyoxal, 3-désoxyglucosone) (Asciutto et al.,
2015; Sergi et al., 2021). Les substances ainsi créées sont fortement réactives. Par
consequent, ils réagissent avec les groupes amino des protéines, conduisant a la formation

de produits finaux de glycation avancée (AGE) (Perrone et al., 2020).

Figure 2.6 : Les voies de formation des AGE (la réaction de Maillard, la voie des

polyols et la peroxydation lipidique) (Asadipooya et Uy, 2019).
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Les trois différentes voies conduisant a la formation des AGE endogenes consistent
en la réaction de Maillard, la voie des polyols et la peroxydation lipidique. Les sucres
réducteurs (glucose, fructose, glycéraldéhyde) ou les composés dicarbonylés réactifs
(produits de la peroxydation des lipides) réagissent avec les macromolécules (telles que le
groupement amine des protéines), puis, apres le processus de modification, entrainent la
production d'AGE. Les produits finaux de lipoxydation avancée (ALE) sont produits par
des composés dicarbonylés réactifs, qui sont genérés par la peroxydation lipidique. Les
acides gras polyinsaturés (lipides membranaires) produiront des especes carbonyle. Une
modification supplémentaire des ALE peut faire avancer la production d’AGE a moins que
la désintoxication ne devienne dominante (Litwinoff et al., 2015; Schmidt, 2017). La voie
polyolique conduit a la conversion du glucose en fructose, et favorise également la
glycation; le fructose peut étre converti en 3 désoxyglucose et en 3-phosphate, qui sont
tous deux des agents de glycation non enzymatiques tres puissants (Kuzan, 2021).

L’hyperglycémie provoque I'augmentation des niveaux d’AGE, activent les voies de
signalisation, qui compromettent la signalisation de l'insuline et la fonction des cellules B,

contribuant ainsi au développement du diabete sucré de type II (Sergi et al., 2021).

L’hémoglobine glyquée (HbA1C) sert de marqueur pour le suivi de la glycémie sur
un long terme chez les personnes diabétiques, c’est une protéine glyquée par les AGE,
c’est pour cette raison qu’il existe une relation entre I’augmentation du taux de ’HbALC et

le taux des AGE chez les personnes atteints du diabéte (Indyk et al., 2021).
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Figure 2.7 : Mécanismes possibles des effets délétéres de I’hyperglycémie (Singh
et al., 2022).

2.2.Stress inflammatoire et hyperglycémie

L'inflammation est un processus biologique fondamental qui est a la pointe de
nombreuses pathologies aigués et chroniques et ceci en réponse a toute altération de
I'intégrité tissulaire pour restaurer I'homeéostasie tissulaire par l'induction de divers
mécanismes de réparation. Une régulation appropriée de ces mecanismes est essentielle
pour prévenir I'amplification incontrdlée de la réaction inflammatoire initiale et le passage
de la réparation tissulaire aux dommages collatéraux et au développement de la maladie
(Goldszmid, 2012).

Le stress oxydatif a été rapporté comme une voie connue dans les complications du
diabéte (Giacco et Brownlee, 2010). Il existe un lien étroit entre I'nyperglycémie, le stress
oxydatif induit par I'nyperglycémie, I'inflammation et le développement et la progression
du diabete sucré de type II. Divers rapports ont montré que Il'inflammation chronique de

bas grade est associée au risque de développer un diabéte de type 1II et que I'inflammation
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subclinique contribue a la résistance a l'insuline et est liée aux caractéristiques du
syndrome métabolique qui incluent I'hyperglycémie. Le stress oxydatif stimule la
génération de médiateurs inflammatoires et l'inflammation & son tour améliore la
production d'espéces réactives de I'oxygéne (Oguntibeju, 2019). Les espéces réactives de
I’oxygene (ERO) peuvent activer le NF-xB, qui est un facteur de transcription qui régule
I'expression de genes pro-inflammatoires tels que le TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a),
I'IL-6 et la protéine C réactive. De plus, I'état du diabete peut augmenter la disponibilité
des acides gras libres en raison du processus de lipolyse. L'augmentation des acides gras
libres activera le systeme immunitaire pour libérer les cytokines IL-6, TNF-a, IL-1p. 11
explique également le lien entre I'obésité et I'augmentation de l'inflammation (Zakaria et
al., 2015).

Le TNF-a et I'IL-6, composés inflammatoires, sont libérés par les cellules adipeuses et
les cellules immunitaires (neutrophiles, macrophages) et les fibres musculaires. Pres de 30
% de I'lL-6 est libérée par le tissu adipeux viscéral. Le TNF-a joue un réle dans I'apoptose
des microvasculaires dans le diabete de type I et II, il été impliqué dans la pathogenese de
la néphropathie et de la rétinopathie diabétique (Oever et al., 2010). L'inflammation
provoque non seulement une résistance a l'insuline qui peut aggraver I'état du diabete, mais

aussi un dysfonctionnement des cellules § (Badawi et al., 2010).

L’inflammation résulterait donc d’une infiltration de cellules inflammatoires
(macrophages, lymphocytes) entrainant une augmentation de la production de cytokines
pro-inflammatoires telles que I’'IL-1p (interleukine 1B), I’INF-y (interferon-y) ou le TNF-a
(Tumor Necrosis Factor-a), causée par un environnement diabétogene. Ces trois cytokines
sont largement connues dans 1’7lot pancréatique et la cellule B, et leurs effets sont d’autant
plus délétéres si les trois cytokines sont présentes simultanément (Varin et al., 2016). Il est
intéressant de noter que dans 1’1lot ce sont les cellules B qui sont la principale source d’IL-
1B et que cette cytokine exerce une action négative sur la masse fonctionnelle des cellules
pancréatiques de maniére plus importante que 1’IL-1p plasmatique (Béni-Schnetzler et al.,
2018).

Le role des macrophages dans 1’inflammation est bien connu. Cependant, ils semblent
également jouer un réle dans la protection anti-inflammatoire par efferocytose qui désigne
le processus par lequel les cellules apoptotiques sont phagocytées. C’est donc dans un

contexte diabétogene, comprenant L’hyperglycémie chronique et 1’hyperlipidémie, que
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I’accumulation des cellules apoptotiques entraine une reprogrammation des macrophages.
Ce processus ameéne a la génération des ERO conduisant a I'activation de I'inflammasome,
désigné comme étant un complexe multiprotéique, et a la sécrétion de cytokines et
chimiokines (TNFo, IL-1B, IL-8, INF-y et MCP-1) impliqués dans I’inflammation
(Donath, 2014 ; Ward et al., 2018). Dans les ilots de patients obeses, une augmentation
d’IL-1pB et de NOS2 (Nitric Oxid Synthase 2) est observée. Ces marqueurs de polarisation
des macrophages conduisent a un état inflammatoire. Il semblerait que ces molécules
contribuent a une plus grande sensibilité au diabete type II chez les personnes obeses (He
etal., 2019).

Les réponses inflammatoires peuvent avoir soit une relation causale conduisant & une
résistance a l'insuline, soit étre intensifiées par I'état hyperglycémique incontr6lé qui se
reflete dans les taux d'hémoglobine glyquée HbAlc. La protéine C réactive a haute
sensibilité (hs-CRP) est considérée comme un marqueur pronostique majeur en réponse a
une lésion tissulaire ou a une infection qui peut étre utilisée pour évaluer le processus

inflammatoire dans le diabéte de type II (Patani et al., 2018).

Divers marqueurs pro- et anti-inflammatoires ont été associés a la progression du
prédiabéte vers le diabete, dont quelques-uns comprennent lI'adiponectine, I'lL-6, I'IL-13, le

CRP, I'lL-18, antagoniste des récepteurs de I'lL-1 et néoptérine (Brahimaj et al., 2017).

En outre, la présence d’AGE induit I’expression de ces récepteurs (RAGE),
I’interaction entre les AGE et leurs récepteurs augmente la génération cellulaire du stress
oxydatif, et augmente la libération de cytokines et de facteurs de croissance par activation
du NF-xB, et stimule les facteurs d’adhérence, ce qui méne finalement a une réponse

inflammatoire (Ohiagu et al., 2021).
2.3. Résistance a I’insuline (RI) et stress oxydatif

L'insuline joue un role dans le stress oxydatif, non seulement par ses réseaux de
signalisation, mais aussi dans la résistance a I'insuline. 1l a été montré que le stress oxydatif
peut entrainer une resistance a I'insuline, en particulier dans I'endothélium (Paneni et al.,
2015).

De plus, l'augmentation des marqueurs du stress oxydatif est significativement associee
a une activation réduite des récepteurs de I'insuline (Lanzillotta et al., 2021). L'oxydation

accrue des acides gras libres dans les cellules endothéliales augmente la production de
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superoxyde par la chaine de transport d'électrons mitochondriale, entrainant une

signalisation inadaptée de l'insuline (Du et al., 2006).

Dans le diabéte, I'nyperglycémie chronique induit une altération de la fonction
pancréatique et aggrave la résistance a ’insuline ; ces actions sont associées au stress
oxydatif. Les cellules béta sont plus vulnérables au stress oxydatif en raison de leur
expression relativement faible d'enzymes antioxydantes telles que la catalase et la
glutathion peroxydase. Dans le cas du diabéte, I'hyperglycémie et la production
subséquente de stress oxydatif diminuent I'expression et la sécrétion des genes de
I'insuline. En effet, I'expression de marqueurs de stress oxydatif tels que la 8-hydroxy-2-
désoxyguanosine (8-OHdG) et le 4-hydroxy-2,3-nonénal (4-HNE) a été augmentée dans
les Tlots en condition du diabétique. La diminution de I'expression du géne de Il'insuline
aprés une exposition prolongée a une concentration élevée de glucose a été prévenue par

un traitement aux antioxydants (Gorogawa et al., 2002).

D'autre part, la résistance a I'insuline dans les adipocytes augmente les acides gras
libres (AGL), et apres pénétration et augmentation du volume d’AGL dans les cellules
endothéliales macrovasculaires, I'oxydation des AGL se produit dans les mitochondries et
conduit finalement a une augmentation de la production de FADH, NADH et
I'augmentation subséquente de la production des ERO. L'effet des ERO sur les dommages
cellulaires est également similaire a celui de I'nyperglycémie décrite ci-dessus (Tibaut,
2016).

Le stress oxydant peut réduire la sensibilité périphérique a I'insuline via au moins cinq
mécanismes moléculaires majeurs y compris le dysfonctionnement des cellules B,
I’inflammation, une régulation négative de GLUT-4, un dysfonctionnement mitochondrial

et une altération des voies de signalisation normales de l'insuline (Yaribeygi et al., 2020).
2.3.1. Dysfonctionnement des cellules p/production et sécrétion d'insuline

L'hyperglycémie chronique induit la génération de radicaux libres dans les Tlots par
plusieurs voies moléculaires telles qu'une augmentation de I'activation du calcium
cytosolique et de la protéine kinase (Newsholme et al., 2009). Le stress oxydatif altere la
fonction de la cellule béta via plusieurs mécanismes moléculaires. 1l réduit
considérablement la production d'insuline, empéche l'inclusion des vésicules de proinsuline
dans la membrane plasmique et réduit leur exocytose en réponse au glucose dans la

circulation. 1l peut également induire des processus apoptotiques dans les cellules
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pancréatiques entrainant la mort et la perte de cellules béta (Drews et al., 2010, Gerber et
Rutter, 2017). Une série d'agents pro-apoptotiques sont trés sensibles au stress oxydatif et
peut activer le processus apoptotique dans les cellules pancréatiques (Kang et al., 2018 ;
Alarifi et al., 2017). De plus, une surcharge d'especes de radicaux libres a un effet négatif
sur les voies métaboliques dans les cellules béta et altere les canaux Karp, entrainant une

baisse de la sécrétion d'insuline (Drews et al., 2010).

Des concentrations plus élevées de radicaux libres inhibent les facteurs de
transcription nucléaire impliqués dans I'expression des genes de I'insuline comme Pdx-1
(facteur 1 du promoteur de I'insuline) et MafA (un facteur de transcription) réduisant ainsi
la production d'insuline au niveau de I'ADN (Robertson, 2006). Le dysfonctionnement
mitochondrial induit par le stress oxydatif dans la cellule béta est un autre mécanisme
moléculaire possible entre les dommages oxydatifs et le dysfonctionnement des cellules
béta (Drews et al., 2010). Bien que les radicaux libres aient un réle physiologique dans la
prolifération des cellules béta, un exces de radicaux libres va perturber la néogenése des
cellules béta (Liang et al., 2016).

2.3.2. Expression et/ou localisation de GLUT-4

Le stress oxydatif peut réduire la teneur en GLUT-4 en affectant négativement son
expression génique en altérant la liaison du facteur nucléaire a I'élément sensible a
I'insuline du promoteur GLUT-4 dans les adipocytes 3T3-L1 (Pessler et al., 2001).

Un stress oxydatif prolongé peut supprimer les facteurs transcriptionnels impliques
dans l'expression de GLUT-4 tels que PPAR-y, facteur nucléaire-1, MEF2 et NF-xb
(Cooke et Lane, 1999 ; Pessler et al., 2001 ; She et Mao, 2011). Il pourrait également
supprimer les micro-ARN impliqués dans I'expression de GLUT-4 (Matsuzaki et Ochiya,
2018). Ainsi, la réduction de l'expression/localisation de GLUT-4 est I'un des principaux
mécanismes moléculaires par lesquels le stress oxydatif induit une résistance a l'insuline et

contribue au développement du diabete sucré (Hurrle et Hsu, 2017).
2.3.3. Altération des voies de signalisation de I'insuline

Le stress oxydatif induit par I'nyperglycémie active différentes sérine/thréonine
(Ser/Thr) kinases sensibles au stress, telles que IKK- (inhibiteur de la sous-unité béta du
facteur nucleéaire kappa-B kinase), qui a leur tour phosphorylent plusieurs cibles : les
récepteurs de l'insuline (IR), IRS-1 et IRS-2, entrainant des effets défavorables, notamment

|g
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la diminution de l'activation de la phosphoinositide 3-kinase (P13K) et de la résistance a
I'insuline (Evans et al., 2003). D'autres types de sérine/thréonine kinases telles que PKB,
GSK-3 et mTOR sont également trés sensibles au stress oxydatif et peuvent altérer la
signalisation de I'insuline (Rains et Jain, 2011).

2.3.4. Processus inflammatoires

La réponse inflammatoire est I'un des principaux mécanismes moléculaires sous-
jacents impliqués dans la physiopathologie de la résistance a I'insuline, diabéte sucré et ses
complications associees (Yaribeygi et al., 2019).

Le stress oxydatif est un événement en amont de l'inflammation car il induit
I'activation des monocytes et des macrophages et favorise les réponses inflammatoires
impliquées dans la résistance a l'insuline et le diabéte sucré (Bae et al., 2017). 1l régule
également la hausse de I'expression des procytokines et augmente ainsi les médiateurs
inflammatoires au niveau de 'ARNmM et des protéines (Elmarakby et Sullivan, 2012). Par
consequent, I'inflammation induite par les radicaux libres est un autre lien possible entre le

stress oxydatif et la résistance a I'insuline (Keane et al., 2015).
2.3.5. Dysfonctionnement mitochondrial

Le processus normal d'absorption du glucose via GLUT-4 dépend étroitement du
fonctionnement physiologique des mitochondries, qui produisent I'énergie nécessaire a
I'absorption du glucose dans les tissus périphériques (Tokarz et al.,, 2018). En
conséquence, le dysfonctionnement mitochondrial réduit considérablement la capacité de
production d'ATP cellulaire et altére I'absorption du glucose induite par l'insuline dans les
adipocytes et les fibres musculaires. Dans ces conditions, les cellules sont incapables
d'absorber le glucose circulatoire en réponse a l'insuline, ce qui entraine une résistance a
Iinsuline. De plus, le stress oxydatif peut altérer la fonction mitochondriale normale en
augmentant l'oxydation des acides gras mitochondriaux et la production de DAG
(diacylglycerol). Par conséquent, le dysfonctionnement mitochondrial dépendant du stress
oxydatif est un autre mécanisme moléculaire par lequel les radicaux libres entrainent une

résistance a l'insuline (Rains et Jain, 2011).
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3. Plantes médicinales et diabéte
3.1. Phytothérapie

D’un point de vue étymologique, La phytothérapie provient de deux mots grecs :
« phuton » qui signifie plante, « therapeia » qui signifie traitement (Wichtl et Anton.,
2003). C’est la thérapie qui se base sur les vertus thérapeutiques des plantes et de leurs
extraits pour le traitement et la prévention des maladies. En effet, les chercheurs ont su
acquérir la connaissance des plantes et de leurs propriétés thérapeutiques, ou plusieurs
travaux ont dévoilé les secrets des plantes médicinales et étudié la pharmacopée
traditionnelle d’un point de vue biologique, chimique et pharmacologique (Bellakhdar,
2006).

De nombreuses plantes médicinales possedent plusieurs activités thérapeutiques car le

plus souvent, elles contiennent plusieurs principes actifs.
3.2. Phytothérapie du diabéte

Malgré le développement spectaculaire de la médecine moderne, les plantes
médicinales trouvent encore leurs indications thérapeutiques dans le traitement d’une

multitude d’affections et de maladies y compris le diabéte (Eddouks et al., 2007).

Il existe plusieurs mécanismes possibles par lesquels les plantes médicinales induisent
une hypoglyceémie. Ceux-ci comprenaient : I'amélioration de la régénération ou de la
revitalisation des cellules béta pancréatiques endommagées et la protection contre d'autres
dommages, I'amélioration de la synthése et de la sécrétion d'insuline par les cellules béta,
la diminution de I'absorption du glucose par le systeme gastro-intestinal, I'augmentation de
la sensibilité a I'insuline des tissus, la possession d'insuline mimant des effets secondaires
et modifiant l'activité de certaines enzymes impliquées dans le métabolisme du glucose
(Grover et al., 2002).

Les plantes médicinales sont employées pour le traitement du diabéte dans beaucoup de
pays. Plus de 1200 espéces de plantes ont été utilisées de facon ethnopharmacologique
pour traiter le diabete sucré (Delaviz et al., 2017). Ainsi, le comité d’expert sur le diabete
de I’Organisation Mondiale de la Santé¢ a recommandé I’utilisation d’hypoglycémiants
d’origine végétale du fait qu’ils sont plus efficaces et moins toxiques (Atanasov et al.,

2015 ; World Health Organization, 2019).
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Les familles de plantes médicinales ayant les effets hypoglycémiants les plus
puissants comprennent les léguminacées, les lamiacées, les liliacées, les cucurbitacées, les
astéracées, les moracées, les rosacées, les euphorbiacées et les araliacées (Matalgah et Al-
Tawalbeh, 2019). De plus, I’effet hypoglycémiant de certains extraits de plantes a été
confirmé par plusieurs études scientifiques et médicales, telles que Momordica charantia
de la famille des Curcurbitacées qui a été objet de plusieurs études scientifiques qui ont
confirmé son effet hypoglycémiant (Mahmoud et al., 2017 ; Gao et al., 2018 ; Peter et
al., 2019) ; les Liliacées avec Allium cepa dont les études sont trés poussées sur 1’activité
antidiabétique (Dureshahwar et al., 2017 ; Pradeep et al., 2019) et sans oublier Galega
officinalis (galéga) qui est a I’origine de la Metformine (Glucophage) ; antidiabétique orale
de la classe des biguanides employée dans le traitement du DT2 (Marles et al., 1994 ;
Bailey, 2017).

Selon les estimations de I'OMS, 80% de la population en Afrique utilise des
médicaments traditionnels plutét que des médicaments modernes (WHO, 2010). Il existe
une grande diversité floristique, liée a la grande taille et a la diversité climatique de
I'Algérie, entre le nord ou le climat est méditerranéen, les montagnes de I'Atlas au centre et
le désert du Sahara au sud (Hamza et al., 2019). En effet, la flore algérienne est constituée
de 4000 taxons avec 131 familles et 917 genres. (Radford et al., 2011).

La phytothérapie représente une partie intégrante de la culture et des traditions
algériennes (Bentabet et al., 2014). Elle est largement adoptée par la société algérienne
centrale, et il existe une grande diversité de plantes médicinales utilisées pour le traitement
complémentaire du diabéte (Belmouhoub et al., 2022). Plusieurs enquétes
ethnobotaniques ont permis d’identifier de nombreuses plantes médicinales utilisées en
médecine traditionnelle algérienne pour le diabéte (Hamza et al., 2019). L’effet
hypoglycémique de certaines d’entre elles a été prouvé par de nombreuses études
(Manukumar et al., 2017; Patel et al., 2012).

3.3. Mécanisme d’action des plantes médicinales antidiabétiques

Les produits naturels tels que les plantes et les herbes ont la capacité de réduire les
valeurs de glycemie et d'améliorer le diabéte (Patel et al., 2016). Ces plantes médicinales
et leurs préparations agissent a des points clés du meétabolisme glucidique par différents

mécanismes d’action (Governa et al., 2018):
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e Stimulation de la sécrétion d'insuline a partir des cellules B ou/et inhibition du
processus de dégradation de I’insuline;

e Augmentation des récepteurs activés par certains proliférateurs (PPAR) ;

e Inhibition de l'a-amylase ou I'a-glucosidase ;

¢ Inhibition de la sécrétion de I'incrétine, le GLP-1;

¢ Inhibition du produit final de glycation avancée (AGE) ;

e Piégeage des radicaux libres plus activité antioxydante (contre les espéces réactives
de I'oxygene ou de I'azote (ERO/ERA)) ;

e Régulation positive ou élévation de la translocation du transporteur de glucose de
type 4 (GLUT-4) et prévention du développement de la résistance a l'insuline

(Nazarian-Samani et al., 2018).

Les principaux composants des plantes pouvant étre responsables de ces actions sont les
flavonoides tels que l'apigénine (flavones) (Awad et al., 2012) et I'huile volatile
(Mahmoud et al., 2015).

Figure 3.1 : Diagramme illustrant certains des principaux mécanismes d'origine végétale

de I'activité antidiabétique (Nazarian-Samani et al., 2018).
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3.4. Les effets antidiabétiques des principes actifs des plantes

Les plantes ont une importance capitale pour la survie de ’homme et des différents
écosystemes. Elles renferment une part importante des composés qui interviennent dans
I’ensemble des réactions enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans 1’organisme. On
distingue ainsi deux groupes de métabolites : les métabolites primaires et les métabolites
secondaires (Soumyanath, 2006).

Les métabolites primaires sont des molécules organiques qui se trouvent dans toutes les
cellules de I’organisme d’une plante pour y assurer sa vie. Ils sont produits généralement
en grande quantité mais représentés par un petit nombre de familles (les glucides, les
lipides, les acides aminés et les acides nucléiques). Au contraire; Les métabolites
secondaires sont des produits, a structure chimique souvent complexe, trés dispersés et trés
différents selon les espéces (Cuendet, 1999), trés nombreux et variés mais produits
souvent en trés faibles quantités. lls sont synthétisés en réponse aux contraintes de
I’environnement et permettent a la plante de se défendre contre les pathogénes ou
prédateurs (Morot-Gaudry et al., 2017). Ces molécules représentent également une source

importante de produits pharmaceutiques actifs (Bourgaud et al., 2001).

Il existe plus de 200 000 métabolites secondaires, dont plus de 200 présentent une
activité hypoglycémiante. Ainsi un certain nombre de groupes, tels que des alcaloides, des
saponines, des flavonoides, des glycosides, des polysaccharides, des peptidoglycanes,
acides aminés et d'autres obtenus a partir de diverses sources végétales, semblent avoir des

effets, d'une importance particuliére, dans le traitement du diabéte (Soumyanath, 2006).

Tableau 3.1 : Principes actifs des plantes

Les composes phenoliques

Les composeés phénoliques ou polyphénols sont un grand groupe de métabolites
secondaires naturels que I'on trouve principalement dans les plantes (fruits, légumes,
céréales, etc.) et boissons (Ronand, 2011).

Prées de 8000 composes naturels appartiennent a cette famille; ils ont en commun un
noyau benzénique portant au moins un groupement hydroxyle (Stalikas, 2007). lls ont
une grande variété de structures diverses, qui appartiennent a deux principaux classes :
les non-flavonoides (en particulier les acides phénoliques, les stilbenes et les lignanes) et

les flavonoides. Les deux cycles aromatiques de la structure flavonoide sont liés par un
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hétérocycle cycle, qui differe par le degré d'oxydation et conduit aux sous-classifications

etal., 2011).

suivantes : flavones, flavonols, isoflavones, flavanones, anthocyanes et flavanols,
généralement appelés catéchines. Certains des représentants les plus répandus des
composés phénoliques naturels sont le kaempherol (flavonol), la quercétine (flavonol), la
lutéoline (flavone) et le resvératrol (stilbénoide) (Wang et al., 2011 ; Ola et al., 2017).
Le traitement par la quercétine a la capacité d'abroger la progression de I'hypertension
induite par le diabete ainsi que I'amélioration des réponses contractiles exagérées de

I'aorte. Des études ont confirmé I'efficacité de resvératrol dans le diabéte de type II (Yar

Une hypothese explique les effets hypoglycémiants des polyphénols par une
augmentation de la captation du glucose par les tissus périphériques. Cet effet est
démontré par une augmentation de 1’absorption du glucose par des cellules musculaires,
ou des adipocytes de rats ou de souris mises en culture en présence d’acide café¢ique ou
d’épigallocatéchine gallate (Hamza, 2011).

Des études animales et humaines ont montré que les polyphénols modulent le
métabolisme des glucides et des lipides, diminuent la glycémie et la résistance a
I’insuline, augmentent le métabolisme des lipides et optimisent le stress oxydatif et les

processus inflammatoires (Dragan et al., 2015).

Les alcaloides

Les terpénoides

Les polysaccharides

Les alcaloides figurent parmi les
principes actifs les plus
importants en pharmacologie et
en médecine (Guignard, 2000).
Ce sont des substances
organiques le plus souvent
d’origine végétale, azotées,
basiques et douées a faible dose
de proprietés physiologiques
marquées (Zenk et Juenger,
2007).

Les alcaloides sont

principalement extraits des

plantes fleurissantes. Ce sont des

Les terpénoides sont une
classe de produits
naturels dérivés d'unites
d'isopréne a cing
carbones. Ce sont des
lipides synthétisés a
partir de I’acétyl-CoA, ce
sont donc des molecules
hydrophobes. Ces types
de lipides naturels
peuvent étre trouvés dans
toutes les classes des
étres vivants et sont donc

considérés comme le plus

Les polysaccharides sont
des molécules de
glucides polymériques
composées de longues
chaines d’unités
monosaccharidiques liées
entre elles par des
liaisons glycosidiques, et
par hydrolyse compte
tenu des
monosaccharides ou
oligosaccharides
constituants (Wu et al.,
2016).

L\
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composés relativement stables | grand groupe de produits | Les polysaccharides sont

qui sont stockés dans les plantes | naturels (Yadava et al., des constituants
en tant que produits de 2014). essentiels de tous les
différentes voies Les terpénoides jouent un |  organismes vivants et
biosynthétiques, la plupart du role prometteur dans la sont associes a une
temps a partir des acides aminés prévention et le variété de fonctions

tels que la lysine, ’ornithine, la | traitement du diabéte et | vitales qui soutiennent la

tyrosine et le tryptophane. des complications vie. On les trouve le plus
Quelques structures sont diabétiques comme la abondamment dans les
relativement simples, tandis que rétinopathie, la algues, les champignons
d’autres sont tout a fait néphropathie, la et les plantes terrestres

complexes. Les alcaloides neuropathie, plus élevées (Srivastava

peuvent se trouver dans toutes | I'embryopathie et d'autres | et Kulshreshtha, 1989).

les parties de la plante, mais dysfonctionnements
selon I’espéce de la plante vasculaires (Grace et al.,
(Mauro, 2006). 2019).

3.5.Capparis spinosa

La famille Capparidaceae est représentée par des herbes, des arbustes et des arbres, elle
est répartie en 46 genres et environ 700 espéces. Les genres les plus importants sont

Capparis, Cleome et Crateva (Aghel et al., 2007).

Le caprier (Capparis spinosa) est l'espéce type du genre Capparis de la famille des
Capparidacées (Jiang et al., 2007 ; Tlili et al., 2011), communément appelée le caprier,
El-Kabbar en Algérie. 1l contient plus de 350 especes distribuées dans différents habitats,
des zones subtropicales aux zones tropicales de I'Afrique, de I'Asie, de I'Australie, de
I'’Amerique méridionale et de I'Europe (Inocencio et al., 2006), et qui sont utilisées pour
différentes fins (alimentation, médecine, ornementation, cosmétique). Capparis spinosa
présente des variations morphologiques considérables dues aux divers facteurs tels que la
différenciation éco-géographique, les modifications topographiques et les processus
d'’hybridation favorisant la présence de phénotypes intermédiaires (Chedraoui et al.,
2017).

|g
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Tableau 3.2 : Classification de la plante Capparis spinosa (Quézel et al., 1962).

Regne Plantes (Végétal)

Sous regne Ttracheobionta

Embranchement  Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida
Sous-classe Dilleniidae

Ordre Capparales
Famille Capparidaceae
Genre Capparis

Espece Capparis spinosa

3.5.1. Description botanique du Capparis spinosa

Capparis spinosa est un arbuste vivace épineux, a rameaux feuillés et étalés, de 0,3 a1
meétre de long et racines profondes qui peuvent s'étendre jusqu'a 6 a 10m (Nabavi et al.,

2016). 1l se caractérise par des :

o tiges flexueuses, épineuses portant des feuilles alternes, pétiolées, ovales-arrondies,
lisses, vertes, et souvent un peu rougeatre, avec des épines a la base (Satyanarayana et al.,
2008).

e grandes fleurs révélant une beauté exceptionnelle malheureusement tres éphémeres,
pédonculées, solitaires et axillaires, mesurant jusqu'a environ 6 cm de diameétre et pourvues
de quatre sépales verts, concaves, de corolle a quatre grands pétales blanc rosé de forme
ovale-arrondie et de nombreuses étamines a filets longs et pourprés comme les anthéres,
dépassées par le petit ovaire porté par un "pied” allongé (Satyanarayana et al., 2008 ;
Manikandaselvi et Brindha, 2014)

e fruits sont des baies ovoides ou pyriformes longuement stipités, rougeatres a

nombreuses graines réniformes, avec une saveur délicieuse (Satyanarayana et al., 2008).

|ﬂ
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Figure 3.2 : Capparis spinosa
3.5.2. Composition phytochimique

Capparis spinosa est une source potentielle de certains composants alimentaires de
base pour la nutrition humaine. Par exemple, le fruit de cette espéce contiendrait de
I'hnumidité (79%), des cendres (1,6%), des protéines (5,8%), des matiéres grasses (1,6%),
des fibres brutes (5,4%) et des minéraux importants comme le calcium, le magnésium, le

potassium, le sodium, le fer et le phosphore (Farooq et al., 2016).

The main constituents essential oils were methyl isothiocyanate, hexadecanoic acid,
limonene, nonanal-n, cymene-2,5-dimethoxy-para, thymol, octanoic acid, and 2-hexenal
(EI-Naser, 2016 ; Ramdani et al., 2020 ; Alipour et al., 2021 ; Alkhaibari et Alanazi,
2022). Les acides linoléique et oléique ont été établis comme acides gras majeurs des

huiles de graines de céaprier (Capparis spinosa) (Ozcan et al. 2012).

Les capres, les fruits non mars et les pousses tendres sont utilisés comme nourriture. Le
caprier est une riche source non seulement de composés soufrés, mais aussi de composes
phénoliques, car de nombreux flavonoides ont été trouvés dans différentes parties du
caprier et en grande gquantité, ce qui indique qu'il s'agit d'une bonne source de composés
fonctionnels a la fois comme aliment et pour les applications nutraceutiques (Grimalt et
al., 2022). Les composés identifés les plus importants sont les dérivés de la quercétine, du
kaempférol et de I'isorhamnétine en plus des dérivés de la myricétine, de I'ériodictyol, de la

cirsimaritine et de la gallocatéchine (Bakr et El Bishbishy 2016).

|E
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L'analyse phytochimique qualitative de I'extrait de Capparis spinosa (parties aériennes)

a montré des alcaloides, des glycosides, des glucides, des tanins, des phénols et des

triterpénoides dans I'extrait éthanolique, et des alcaloides, des stéroides, des glucides, des

flavonoides, des tanins, des phénols et des saponines dans I'extrait aqueux (Mustafa,

2011). Tili et al. (2011) ont rapporté que des études phytochimiques ont montre la

présence de nombreux composés bénéfiques tels que la spermidine, la rutine, la quercétine,

le kaempférol, le stigmastérol, le campestérol, les tocophérols et les caroténoides. Le

tableau 2 montre les constituants importants isoles de C. spinosa.

Tableau 3.3 : Résume de certains constituants importants isolés a partir de C. spinosa.

La partle- de Méthode
Capparis Composés identifiés d'extraction Réfeérences
Spinosa
Cappariloside A ; Méthode Fu et al., 2007
Stachydrine ; Hypoxanthine, | chromatographique
Uracile
1H-indole-3-acétonitrile ; 4- Méthode Calis et al.,
O-B-(60-O-p- spectroscopique 1999
glucopyranosyl)-
glucopyranoside ; 1H-indole-
3-acétonitrile 4-O-p-
glucopyranoside ;
Glycosides d'indole-3
acétonitrile
Capparine A ; Capparine B ; Méthode Zhou et al.,
Flazin ; Guanosine ; 1H- spectroscopique 2010
Partie indole-3-carboxaldéhyde ;
aérienne 4-hydroxy-1H-indole-3-
carboxaldéhyde ; Apigénine ;
Kaempférol ; Thévétiaflavone
Capparisine A ; Capparisine Méthode Yang et al.,
B ; Capparisine C chromatographique 2010

L\
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Tétrahydroquinoléine Méthode Zhang et al.,
Enantioméres de chromatographique 2014
benzofuranone 2-(4-hydroxy-
2-0X0-2,3-
dihydrobenzofuran-3-yl)
acétonitrile
Rutine. Méthode Mollica et al.,
chromatographique 2017
Kaempférol-3-glucoside ; Méthode Rodrigo et al.,
Kaempférol-3 rutinoside ; chromatographique 1992

Kaempférol-3-

rhamnorutinoside

Kaempférol 3-O-rutinoside ; Méthode Siracusa et al.,

Isorhamnétine 3-O-rutinoside | chromatographique 2011
Quercetine 3-O-glucoside ; Méthode Sharaf et al.,
Quercétine 3-O-glucoside-7- | chromatographique 2000

O-rhamnoside ;
Quercetin 3-0-[6"] -alpha-L-
rhamnosyl-6"-beta-D-

glucosyl]-beta-glucoside

Kaempférol 3-rhamnosyl- Méthode Inocencio et al.,
rutinoside ; chromatographique 2000
Kaempférol 3-rutinoside ;
Quercétine 3-rutinoside
Ginkgetin ; Isoginkgetin ; Méthode Zhou et al.,
Sakuranetin spectroscopique 2011
Quercetin-3-O-rutinoside
Quercétine-7-rutinoside Méthode Sharaf et al.,
chromatographique 1997
Glucocapparine Méthode Matthaus et
chromatographique Ozcan, 2002
Capparispine ; Méthode Fu et al., 2008

Cadabicine 26-0-p-D-

spectroscopique

|ﬂ
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glucoside ;
Racines Capparispine 26-O-p-D-
glucoside
3-hydroxy-7-méthoxy-2- Méthode Bogaetal.,
méthyl-4H-1,4-benzoxazine | chromatographique 2011
4-carbaldéhyde
Stachydrine Méthode Khatib et al.,
chromatographique 2016
Graines Glucopapparine Méthode Matthaus et

chromatographique Ozcan, 2002

3.5.3. Utilisation et propriétés thérapeutiques du Capparis spinosa

Le caprier est traditionnellement employé pour des raisons pharmacologiques, il est
utilisé par I'nomme depuis I'Antiquité a des fins ornementales et alimentaires ou les capres

ou les boutons floraux constituent un condiment recherche et thérapeutique (Fici, 2014).

C. spinosa est utilisée depuis longtemps comme plante médicinale en phytomédecine
conventionnelle. Les polyphénols et de nombreux produits chimiques bioactifs extraits de
C. spinosa présentent diverses propriétés thérapeutiques qui ont fait de cette plante une

cible pour de nouvelles recherches en tant que promoteur de la santé (Kdimy et al., 2022).

Les différentes parties du Capparis Spinosa comprenant les fruits et les racines sont
largement employées dans la médecine traditionnelle pour traiter plusieurs maladies, et
elles ont jusqu'a maintenant (Mansour et al., 2016) essentiellement utilisé comme remede
contre : la fievre, les maux de téte et des dents, le rhumatisme, les convulsions, les douleurs
de menstruation, les maladies de la peau et les reins, I’affection hépatique, le diabéte, les

hémorroides, les ulceres, la goutte ...(Zhang et Feei, 2018).

Capparis spinosa L., une plante medicinale, a un large éventail d'effets
pharmacologiques, notamment des effets anti-inflammatoires, analgésiques,
hépatoprotecteurs, antidiabétiques, antilipidémiques et antioxydants (Liu et al., 2019). Le
tableau 3.2 résume quelques activités biologiques et effets thérapeutiques de différentes

parties de Capparis Spinosa.

L\
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Tableau 3.4 : Quelques activités biologiques et effets thérapeutiques de C.spinosa.

Chapitre 3

Activités biologiques et/ou

effets therapeutiques

Partie utilisée

Référence

La grippe et infections

relatives

Bourgeons de fleurs

Sher et Alyemeni, 2010

Maladies digestives

Racines

Gull et al., 2015b

Rhumatisme et

Bourgeons de fleurs,

Sher et Alyemeni, 2010

complications gastro- racine
intestinales
Hépatoprotecteur Feuilles ; fruits Yang et al., 2022 ; Tiretal., 2019 ;

Aichour et al., 2018

Antiallergique et

antihistaminique

Bourgeons de fleurs

Moufid et al., 2015

Antimicrobien

Fruits, racines

Mahboubi et Mahboubi,
2014 ; Gull et al., 2015a

Antioxydant Partie aérienne, Grimalt et al., 2022 ; Assadi et al.,
fruits 2021
Antiprolifératif Graines Rathee et al., 2012
Antidiabétique Fruits Assadi et al., 2021 ; Mollica et al.,
2017
Anti-obésité Fruits Lemhadri et al., 2007

Anti-inflammatoire

Feuilles ; fruits

El Azhary et al., 2017 ; Hamuti et
al., 2017 ; Aichour et al., 2018

Hypocholestérolémiant Fruits Jalali et al., 2016 ;
Huseini et al., 2013
Antihypertenseur Fruits Gull et al., 2015b

Neuroprotecteur Feuilles ; fruits Mohebali et al., 2018
Néphroprotecteur Graines Tir etal., 2019
Antihyperlipidémique Bourgeons Mollica et al., 2017 ; Stefanucci et
al., 2018
Relaxant bronchique Feuilles Benzidane et al., 2013

Antiviral et

immunomodulateur

Bourgeons de fleurs

Jang et al., 2008 ; Daoudi et al.,
2013
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3.5.4. Activité anti-inflammatoire

De nombreux meédicaments anti-inflammatoires ont leur origine dans la matiere
veégeétale, qui est réccemment devenue un intérét majeur de la recherche scientifique pour ses
propriétés pharmacologiques. Les bourgeons de Capparis spinosa possedent des propriétés
anti-inflammatoires importantes en modulant la production de médiateurs pro-
inflammatoires. Par conséquent, cette partie de la plante peut constituer une source
prometteuse de composé bioactif naturel pour traiter les troubles inflammatoires (Kernouf
etal., 2018).

Les deux parties (feuilles et fleurs) de C. spinosa possédent une activité anti-
inflammatoire marquée contre l'cedéme induit par le carraghénane. Cependant, l'extrait
méthanolique de feuilles de Capparis spinosa présente une activité anti-inflammatoire plus
potentialisatrice que celle de I'extrait méthanolique de fruits. Cela peut étre di a la
différence entre les niveaux des constituants phytochimiques présents dans chaque extrait
(Aichour et al., 2018).

Capparis spinosa a révélé une activité anti-inflammatoire dans divers modéles
d'inflammation in vitro et in vivo, prenant I’exemple de 1’étude réalisée par Yosri et al.
(2022) qui ont montré que C. spinosa a diminué les signes d'inflammation en contrélant les
chondrocytes, les ostéoclastes et les niveaux de médiateurs inflammatoires. En outre,
Rahimi et al. (2020) ont découverts que Capparis spinosa a réduit l'infammation
cerébrale, via I’amélioration des troubles cognitifs induits par le lipopolysaccharide (LPS).
De méme, C. spinosa a présenté une activité anti-inflammatoire pour supprimer la
production de cytokines des cellules dendritiques, induite par le LPS (Hamuti et al.,
2017). Les études de Moutia et al. (2016) et EI Azhary et al. (2017) ont également
suggeré que les extraits de feuilles de C. spinosa présentent une activité anti-inflammatoire
en inhibant l'expression des cytokines pro-inflammatoires et l'infiltration des cellules

immunitaires.

Capparis spinosa a le potentiel de réguler les génes impliqués dans 1’inflammation
dans la maladie d’Alzheimer, en raison de ses niveaux élevés de favonoides et pourrait étre
bénéfique comme complément alimentaire chez les patients atteints d’Alzheimer

(Mohebali et al., 2018).
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3.5.5. Activité antioxydante

Comme mentionné ci-dessus, C. spinosa est riche en de nombreux antioxydants
phénoliques différents, tels que les flavonoides, les tocophérols et les caroténoides, qui ont
la propriété de neutraliser les radicaux libres et de capturer les especes reactives de
I'oxygene (ERO) (Kumar et Goel., 2019).

Il'y a eu de nombreuses études sur l'activité antioxydante de différents extraits de
différentes parties de la plante C.spinosa ; tous ont démontré une activité antioxydante
significative. Ceci est probablement di a la vaste répartition de divers antioxydants
phénoliques dans la plante. Par exemple, il a été démontré que les antioxydants
phénoliques tocophérols et caroténoides protegent les cellules des dommages oxydatifs
(Gull et al., 2015b). Il a été démontré que la rutine, un flavonoide, renforce les capillaires
et inhibe la formation d'agrégats plaquettaires dans les vaisseaux sanguins (Zhang et Ma,
2018). La quercétine, un flavonoide, a aussi permis de réduire le risque de maladies
cardiovasculaires (Gupta et al., 2016).Ces activités bénéfiques sont dues aux propriétés
anti-hypertensives et anti-agrégantes plaquettaires de ces antioxydants (Kdimy et al.,
2022).

Les graines de cépres ont déclaré une source importante de molécules antioxydantes
pour les industries alimentaires et pharmaceutiques car elles sont riches en composes
phénoliques et présentent une activité antioxydante élevée (Tlili et al., 2015). Des
quantités élevées de rutine et de quercétine ont été signalées dans les bourgeons et les baies
de cépres. Ces composés sont importants a cause de leurs propriétés biologiques et de leur

potentiel de liaison avec les radicaux libres (Grimalt et al., 2019).

Des extraits de méthanol de C. spinosa ont été confirmés comme ayant une action
antioxydante anti-radicalaire dans divers modéles (Bonina et al., 2002 ; Germano et al.,
2002) et ont été proposées comme traitement des pathologies liées au stress oxydatif (Cao
et al., 2010).

3.5.6. Activité antidiabetique

L'activité antidiabétique des plantes medicinales est principalement due a leur capacité
a restaurer la fonction des cellules pancréatiques en provoquant une augmentation de la
sécrétion d'insuline ou en inhibant I'absorption intestinale du glucose (Matalgah et Al-

Tawalbeh, 2019). Des chercheurs ont prouvé que cette activité antidiabétique est due a la

L\
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présence de composés phénoliques, de flavonoides, de terpénoides, de coumarines et
d'autres ingrédients qui démontrent une activité hypoglycémiante (Aswathy et Jessykutty,
2017).

Les données d’Assadi et al. (2021) suggérent que I'extrait éthanolique de C. spinosa
exerce ses effets hypoglycémiants par inhibition de la gluconéogenése. De plus, le C.
spinosa peut atténuer le stress oxydatif lie au diabéte sucré. Par conseéquent, le CS
possédait un effet antihyperglycémiant significatif et pourrait représenter un complément
alimentaire antioxydant in vivo valable pour les patients diabétiques de type II. Aussi les
résultats d’Azad et al. (2020) ont montré que l'extrait de bourgeon de C.spinosa de la
région de Moghan est une source de polyphénols et peut avoir des effets protecteurs sur le
pancréas endocrinien en augmentant la viabilité et en diminuant les ERO dans les ilots, et
peut donc étre considéré comme un agent prometteur pour la prophylaxie et la thérapie

dans la gestion du diabéte.
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4. Matériel et méthodes

4.1. Matériel végetal
Le matériel végétal utilisé dans le présent travail, comporte la partie aérienne

(feuilles et fleurs) de la plante Capparis spinosa.

4.1.1. Récolte du Capparis spinosa

La plante Capparis spinosa (Capparidaceae) est récoltée au stade de la floraison
dans la région de Mila, Algeérie et authentifié sur la base de Quézel et al. (1962). La récolte
est réalisée au mois de Mai 2014 et identifiée par le professeur Benkiniouar rachid
(département de chimie, faculté des sciences, université des freres Mentouri 1). Les parties
aériennes de la plante étaient séparées manuellement, séchées a une température contrélée

(40£1°C) dans l'obscurité jusqu'a obtenir un poids constant.
4.1.2. Préparation de I’extrait n-BuOH

Les parties aériennes séchées a l'air (feuilles et fleurs, 500 g) de C. spinosa ont été
macerées a température ambiante avec MeOH-H,0 (80:20, v/v) 4 fois (24 heures a chaque
fois). Les filtrats ont été combinés, concentrés sous pression réduite, dilués dans H,O
(1000 mL). Apres filtration, la solution résultante a été extraite successivement avec des
solvants de polarités croissantes : chloroforme (CHCI3), acétate d'éthyle (EtOAc) et n-
butanol (n-BuOH). Les couches organiques ont été séchées avec du Na,SO, anhydre,
filtrées et concentrées sous vide a température ambiante (Zater et al., 2016) pour obtenir
des extraits de CHCI3 (0,20 g), EtOAc (1,3 g) et n-BuOH (7,71 g) (Figure 4.1).
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Figure 4.1: Diagramme des différentes étapes de 1’extraction des parties aériennes de la

plante Capparis spinosa.
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4.1.3. Screening phytochimique préliminaire

Le Screening phytochimique est une analyse qualitative basée sur des réactions de
précipitation ou de coloration. Ces dernieres permettent de définir la présence ou non de
métabolites secondaires. Dans le présent travail, I’extrait n-butanolique de la plante
C.spinosa a été soumis a un Screening phytochimique préliminaire pour identifier ses
différents constituants chimiques actifs selon des méthodes phytochimiques standards
décrites par Harbone (1998) et khandelwal (2001). L’ensemble de ces produits comprend
les alcaloides, les terpénoides, les stérols, les anthocyanes, les flavonoides, les saponines,

les tannins, les anthraquinones et les glycosides.
4.1.4. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux par la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu
a été decrit par Singleton et Rossi (1965). Depuis, son utilisation s'est largement répandue

pour caracteriser les extraits végétaux d'origines plus diverses.
» Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange
d'acide phosphotungstique (H3sPW1,040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo01204). Il
est réduit lors de I'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes bleu de tungsténe et de
molybdene. La coloration produite, dont I'absorption maximum a environ 760-765 nm est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Boizot &
Charpentier, 2006).

» Mode opératoire

Les polyphénols totaux ont été déterminés par spectrophotomeétrie, suivant le protocole
appliqué par Wolfe et al. (2003). 125 ul d’extrait végétal dilué dans le méthanol est
mélangé avec 500 pl d’eau distillés et 125 pL de réactif de Folin-Ciocalteu (FCR). Aprés 5
minutes, 12,5ul d'une solution de carbonate de sodium (Na,CO3) 2 a 7% sont ajoutés et le
mélange est ajusté a 3ml avec I'eau distillée. Aprés une incubation du mélange réactionnel
pendant 90 minutes a température ambiante et a 1’obscurité, I’absorbance est mesurée a

760 nm. Toutes les mesures sont répétées 3 fois.



Matériel et méthodes Chapitre 4

4.1.5. Dosage des flavonoides totaux
» Principe

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium. Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux
(fer et aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux é€lectrons pour s unir a
deux atomes d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons

(Harju et Martti, 2006).
» Mode opératoire

La méthode du trichlorure d’aluminium AlCl; a été adoptée pour quantifier les

flavonoides dans I’extrait (Ordonez et al., 2006).

Brievement, 1 ml de la solution d’extraits est ajouté a 1 ml d’AICI; & 2% dans le
Méthanol. Apres incubation pendant 60 min a température ambiante, I'absorbance est lue a
415 nm dans un spectrophotométre contre le blanc. L’apparition de la couleur jaune
indique la présence des flavonoides. Les échantillons ont été préparés en triple. La
quantification des flavonoides se fait en fonction d’une courbe d’étalonnage réalisée par un
flavonoide standard, la quercétine. La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme
d’équivalent de quercétine par gramme d’extrait de la plante (mg de quercetine /g
d’extrait). Toutes les mesures sont répétées 3 fois.

4.1.6. Analyse par chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de
masse (LC-MS)

» Principe

La chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse (liquid
chromatography — mass spectrometry ou LC-MS) est une méthode d’analyse qui combine
les performances de la chromatographie en phase liquide et de la spectrométrie de masse

afin d’identifier et/ou de quantifier précisément de nombreuses substances.
» Mode opératoire

Les analyses qualitatives et quantitatives des composés polyphénoliques ont été
effectuées par LC-MS. Thermo Scientific - Dionex Ultimate 3000 -TSQ Quantum avec

|E
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Thermo ODS Hypersil 250x4,6 mm, colonne de 5um ont été utilisés pour l'analyse
quantitative. Le volume d'injection était 20 pL. La phase mobile comprenait I'éluant A, de
I'eau avec 0,1 % d'acide formique et B, du méthanol. Le débit était de 0,7 ml/min a 40 °C.
Le programme de gradient a été fixé comme suit : 0-1 min, 100% A, 5-20 min, 95% A, 1-
22 min, 5% A, 25 min, 5% A, 30 min 0%A. La durée totale du processus était 30 min. Les

extraits ont été préparés a 1 mg / 1mL puis analysés.

La relation entre la surface du pic et la concentration s'est avérée linéaire de 0,5 a 10
mg/L (ppb) pour chaque composé. La linéarité a été évaluée a l'aide d'une analyse de
régression linéaire de six points pour chaque composé. Le tracé linéaire consiste en trois
répétitions par point. Pour tous les analytes, les coefficients de corrélation (valeurs R2) se

sont avérés étre >0.99.

Les valeurs LOD (limites de détection) et LOQ (limites de quantification) des
composés de la méthode LC-MS/MS sont indiquées dans le tableau. La LOD et la LOQ
ont été déterminées en utilisant des mesures de blancs de réactifs dopés avec de faibles
concentrations d'analyte selon EURACHEM GUIDE. La solution témoin a été dopée a
I'étalon de 0,1 ppm.

Calculer LOD et LOQ comme LOD = 3*S0 et LOQ=10* SO
4.2. Screening biologique
4.2.1. Evaluation de I’activité antioxydante in vitro
4.2.1.1. Le test de piégeage du radical DPPH®

» Principe

Le test DPPH® (diphenylpicrylhydrazyl) est une méthode largement utilisée dans
I’analyse de I’activité antioxydante.

En effet, le DPPH® se caractérise par sa capacité a produire des radicaux libres stables.
Cette stabilité est due a la délocalisation des électrons libres au sein de la molécule. La
présence de ces radicaux DPPH° (2,2’-diphenyle-1-picryl hydrazyl) donne lieu a une
coloration violette foncée de la solution. La réduction des radicaux DPPH® par un agent
antioxydant entraine une décoloration de la solution. Le changement de couleur peut étre

suivi par spectrophotométrie a 517nm (Molyneux, 2004).
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Figure 4.2 : Réaction de test DPPH® (Molyneux, 2004).
» Mode opératoire

Dans notre étude, ce test a été évalue suivant le protocole appliqué en 2007 par
Kumarasamy et ses collaborateurs. Brievement, 1 ml d’une solution méthanolique de
DPPH (0,2 mM) a été mélangé avec 1ml de différentes dilutions des extraits de plante (0-1
mg/ml). Le mélange obtenu est ensuite gardé a 1’abri de la lumiere a la température
ambiante pendant 30 minutes. Puis 1’absorbance est mesurée a 517 nm contre un témoin
composeé de 1ml de la solution de DPPH et de 1ml du méthanol (Kumarasamy et al.,
2007). Les échantillons, les témoins (la quercétine et I’acide ascorbique) et le blanc sont
préparés dans les mémes conditions opératoires. La décroissance de 1’absorbance est
mesurée au spectrophotomeétre et le % PI (pourcentage d’inhibition) est calculé suivant la

formule ci-dessous :

densitéoptique de blanc — Densité optique de l'échantillon

% PI = — - X 100
densité optique de blanc

La réalisation de la cinétique de cette activité permet de déterminer les concentrations
qui correspondent a 50 % d’inhibition (ICsp) ; la valeur d’I1Csq la plus faible correspond a
I’efficacité de I’extrait la plus élevée. La valeur de 1’ICso est exprimée en pg/ml (3

répétitions pour chaque concentration).
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4.2.1.2. Dosage de la capacité antioxydante totale « test de phosphomolybdate »

Le test du PPM (PhosphoMolybdate) est une variante du test au DPPH®. Au cours de
ce test, I’hydrogene et I’¢lectron sont transférés du composé réducteur (extrait-antioxydant)
vers le complexe oxydant (PPM). Ce transfert dépend du potentiel redox, du pH du milieu

et de la structure du composé antioxydant.
» Principe

Cette technique est basée sur la réduction des molybdates Mo(VI) en molybdéne Mo
(V) en présence d’un antioxydant. Cette réduction se matérialise par la formation d’un

complexe verdatre (phosphate/ Mo (V) a un pH acide (Prieto et al., 1999).
» Mode opératoire

L'activité antioxydante totale des échantillons a été évaluée par la méthode du

phosphomolybdéne proposée par Prieto et al. (1999).

La méthode consiste a introduire dans un tube 400 ul de chaque extrait & différente
concentrations mélangés a 4000ul d’un réactif composé de H,SO4 (0,6 M), de Na,PO4 (28
mM) et du molybdate d’ammonium (4 mM). Les tubes ont ensuite bien fermé puis incubés
a 95°C pendant 90 minutes. Apres les avoir refroidis, 1’absorbance est mesurée a 695 nm.
Le témoin est constitué de 400 pl de méthanol mélangé avec 4000 pl du réactif mentionné
ci-dessus. Les échantillons et le témoin sont incubés dans les mémes conditions. Les
résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent acide ascorbique par gramme de matiére
séche de I’extrait (mg EAA/g EXS), la quercetine et ’acide ascorbique ont été utilisés
comme standards. Tous les tests ont été effectués en trois exemplaires.

4.2.1.3. Le pouvoir réducteur
» Principe

La méthode FRAP est basée sur la réduction de 1’ion ferrique (Fes') en ion ferreux
(Fe,"). Cette méthode évalue le pouvoir réducteur des composés (Ou et al., 2002). La
présence des réducteurs (AH) dans les extraits des plantes provoque la réduction de Fes*/
complexe ferricyanide a la forme ferreux. Par conséquent, le Fe,” peut étre évalué en
mesurant et en surveillant I’augmentation de la densité de la couleur bleu cyanée dans le

milieu réactionnel a 700 nm (Chung et al., 2002).
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Figure 4.3 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe

ferricyanide ferrique Fe (111) et un antioxydant (AH)
» Mode opératoire

Le pouvoir réducteur de I'extrait a été déterminé selon la méthode de Beretta et al.
(2005). Diverses concentrations des solutions d'échantillon (5-600 ug.ml-1) ont été
mélangées avec un tampon phosphate (0,5 ml, 0,2 M, pH 6,6) et une solution aqueuse de
ferricyanure de potassium a 1% (0,5 ml, K3 [Fe (CN)¢]). L’ensemble est chauffé a 50°C au
bain marie pendant 20 minutes. Un volume de 500 pl d’acide trichloracétique (10%) est

ensuite ajouté et le mélange est centrifugé a 3000 rpm pendant 10 minutes.

Un aliquote de 500 pL de surnageant et transféré dans un autre tube auquel ont été
ajoutés 500 pl d’eau distillée et 100 pl de FeCls 1% fraichement préparé dans de I’eau
distillée. La lecture de 1’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc
semblablement préparé, en remplagant I’extrait par le méthanol qui permet de calibrer
I’appareil (UV-VIS spectrophotomeétre). La quercetine et I’acide ascorbique ont été utilisés
comme standards. Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du

pouvoir réducteur d’extrait testé.
4.2.1.4. Réduction du radical- cation ABTS
» Principe

Le test de radicale ABTS est l'un des tests les plus utilisés pour la détermination de la
concentration des radicaux libres. Il est basé sur la neutralisation d'un radical - cation

résultant de la mono électronique oxydation du chromophore synthétique 2,2'- azino-bis (3

- éthylbenzothiazoline -6- sulfonique acide) (ABTS) (Rop et al., 2010) :

ABTS +e — ABTS™
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» Mode opératoire

L'analyse spectrophotométrique de l'activité de piégeage ABTS++ a été déterminée
conformément a la méthode de (Re et al., 1999). Le radical cation ABTS est généré en
mélangeant a volume égal une solution de 2,45 mM de persulfate de potassium K,S,0g et
une solution stock d'ABTS & 2 mM, le tout est conservé a l'abri de la lumiere et a la
température ambiante durant 6 h avant utilisation. 1ml de la solution d’ABTS" est ajouté a
chaque tube contenant 1’échantillon (3ml). L'absorbance a été déterminée a 734 nm. Le
méthanol a été utilisé comme témoin, La quercetine et 1’acide ascorbique ont été utilisés

comme standards. Le pourcentage d'inhibition est calculé selon la formule suivante :
Pourcentage inhibition (%) = [(Abs témoin - Abs extrait) / (Abs témoin)] x 100

4.2.2. Evaluation de I’activité antidiabétique in vitro

4.2.2.1. Test d’inhibition de I’activité alpha- amylase

L'activité inhibitrice de l'a-amylase de I'extrait a été réalisée selon la méthode de
Liu et al. (2013).

Brievement, 40 ml d’a-amylase de 5 U/ml ont été melangés avec 0,36 ml de
tampon de phosphate de sodium de 0,02 M (pH de 6,9 avec NaCl de 0,006 M) et 0,2 ml
d’extrait. Aprés incubation pendant 20 min a 37 °C, 300 ml de la solution d’amidon (1 %)
dans du phosphate de sodium 0,02 M (pH de 6,9 avec du NaCl 0,006 M) ont été ajoutés, et
le mélange a été réincubé pendant 20 min, suivi de I’ajout de 0,2 ml d’acide
dinitrosalicylique. Le contenu a été bien mélangé et conservé dans un bain-marie bouillant
pendant 5 min. Le mélange réactionnel a été dilué par I’ajout de 6 ml d’eau distillée, et
I’absorbance a ¢té mesurée a 580 nm a 1’aide d’un spectrophotomeétre UV-visible.

L’acarbose a été utilisé comme témoin positif.
L’inhibition de I’activité enzymatique a été calculée comme suit :

Inhibition (%) = (Absorbance du control — Absorbance de 1’échantillon) / Absorbance du

control x 100.
4.2.2.2. Test d’inhibition de I’activité alpha- glucosidase

Le test d'inhibition de I'activité o-glucosidase a été réalise en appliquant la

procédure de Matsuura et al. (2002).
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Le mélange réactionnel contenant 50 ul de tampon phosphate, 10 ul d'alpha-
glucosidase (1 U/ml) et 20 ul de concentrations variables d'extrait a été préincubé a 37°C
pendant 15 min. Ensuite, 20 ul de P-NPG (5 mM) ont été ajouté comme substrat et incubé
a 37 °C pendant 20 min. L’absorbance du p-nitrophénol libéré a été mesurée a 405 nm a

I’aide d’un spectrophotométre. L'acarbose a été utilis€é comme standard.
L’inhibition de I’activité enzymatique a été calculée comme suit :

Inhibition (%) = (Absorbance du control — Absorbance de 1’échantillon) / Absorbance du

control x 100
4.3. Test de cytotoxicité
» Sulforhodamine B (dosage SRB)

Les cellules cancéreuses du cerveau humain (Cg) ont été utilisées pour les études de
cytotoxicité, la lignée cellulaire astrogliale Cg a été obtenue auprés de I'American Type

Culture.

Les procédures décrites par Vichai et Kirtikara (2006) ont été suivies. La méthode
décrite ici a été optimisée pour le dépistage de la toxicité de I'extrait de cellules adhérentes
dans des formats de 96 puits. Aprés une période d'incubation, la monocouche cellulaire est
fixée avec 10 % (wt/vol) de TCA et colorée pendant 30 min, apres quoi I'excés de colorant
est éliminé par lavage répété avec 1 % (vol/vol) d'acide acétique. Le colorant lié aux
protéines est dissous dans une solution de base Tris 10 mM pour la détermination de la DO

4510 nm a l'aide d'un lecteur de microplaques.

Les résultats sont linaires sur une plage de 20 fois le nombre de cellules et la
sensibilité est comparable a celle des methodes fluorimétriques. Les valeurs ICsy peuvent
étre dérivées a l'aide de méthodes d'ajustement de courbe avec un logiciel d'analyse

statistique ou un logiciel de calcul 1Csp.
4.4. Test de tolérance au glucose

Le test de tolérance au glucose a été déterminé suivant la méthode proposée par

Dimo et al. (2006). Pour cette étude, 30 rats sont repartis en 5 lots de 6 rats.

Groupe | : Contréle négatif qui recgoit par voie orale de I’eau distillée (4ml/kg) uniquement.
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Groupes 11 : contrdle positif, qui recoit de la metformine a une dose de 200 mg/kg.

Groupes I et 1V : qui regoivent I’extrait de Capparis spinosa, respectivement, a une dose
de 200 mg/kg et 500 mg/Kkg.

Aprés une heure d'administration d’extrait par voie orale, les rats ont recu par voie
orale, une solution de glucose a la dose de 4 g/kg. Des eéchantillons de sang ont été prélevés
par la veine caudale au moment O h (avant l'administration orale), 30, 60, 90, 150 et 180
min apres I'administration du glucose. La glycémie a été mesurée a I'aide du glucomeétre
Accu-Check.

4.5. Evaluation de P’activité hypoglycémiante, neuroprotective et antioxydante
4.5.1. Animaux et protocole d’expérimentation
v Entretien des animaux

Les 60 rats utilisés dans cette expérimentation sont des rats males adultes de souche
Wistar Albinos, agés de 8 a 10 semaines, pesant entre 180 et 210g (au début de
I’expérimentation), issus par élevage au niveau de I’animalerie de I’Université des Fréres
Mentouri Constantine 1. Les rats sont logés dans des cages métalliques ou chaque cage

comporte 12 rats. lls ont libre accés a 1’eau et a la nourriture.

Les rats sont maintenus a une température ambiante (25+ 2) °C et photopériode de
12h/12h. lls ont été traités conformément au principe et directive énoncés dans le manuel

sur le soin et I’utilisation des animaux d’expérimentation (Kilkenny et al., 2010).
v"Induction du diabéte

Aprés une mise a jeun pendant une nuit (privation de la nourriture pendant 16
heures mais pas de 1’eau), le diabéte a été induit chez les rats par injection intrapéritonéale
d’une solution fraichement préparée de streptozoztocine (STZ) (Sigma ST Lowis, Mo) a
une dose de 60 mg/kg de poids corporel soit un volume de 2 ml/kg (qui détruit les cellule
B). La STZ est dissoute dans un tampon citrate de sodium (0,1M pH 4,5) (Oghbaei et al.,
2015).

Les groupes de rats non diabétiques ont regus par voie intrapéritonéale le méme

volume de tampon citrate de sodium (0,1M pH 4,5). Apres injection, les bouteilles d’eau
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ont été remplacées par des bouteilles contenant une solution de glucose 5% pendant la nuit

afin de surmonter 1’hypoglycémie induite par la STZ (Oghbaei et al., 2015).

Apres 72 heures de I’injection (temps de développement du diabéte), le diabéte a
été confirmé chez les rats a STZ par mesure de la glycémie a jeun a 1’aide d’un glucometre
de type Accu Chek. Seuls les rats ayant le taux de glucose sanguin supérieur a 250 mg/dl

ont été considérés comme diabétiques et retenus pour cette expérimentation.
v" Traitement des animaux

Apres I'induction du diabéte, I’ensemble des rats, diabétiques et non diabétiques
ont été divisés en cing groupes de douze (12) rats chacun et gardés dans des mémes
conditions. Le debut du traitement par le BECS, par I’antidiabétique, ou par 1’eau distillée
commence 24 heures aprés la confirmation du diabéte et dure 28 jours (durée du

traitement). La répartition des groupes a été réalisée comme suit :

* Groupe | (Contréle) : des rats sain qui recoivent quotidiennement par gavage gastrique 4

ml/kg d’eau distillée pendant 28 jours.

* Groupe Il (BECS) : des rats sain traité par voie orale avec le BECS (200 mg/kg p.c. 28

jours), apres injection de véhicule.

* Groupe |11 (Diabétique) : ces rats diabétiques recoivent chaque jour par gavage gastrique

4 ml/kg d’eau distillée pendant 28 jours.

* Groupe IV (STZ + Metformine) : des rats diabétiques qui regoivent chaque jour par

gavage gastrique 200 mg/kg de la metformine pendant 28 jours.

* Groupe V (Diabétique + BECS) : des rats diabétiques qui recoivent quotidiennement par

voie orale 200 mg/kg de 1’extrait n-butanolique du capparis spinosa pendant 28 jours.
v Evolution de la glycémie

L’évolution de la glycémie des rats des différents groupes est controlée dés le
premier jour du traitement, et jusqu’a la fin du traitement. Selon un programme identique a

celui des pesées.

Tous les prélevements sanguins pour le dosage de la glycémie sont effectués au

niveau de la queue des rats. Aprés nettoyage de la queue a I’alcool, les rats sont piqués a
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I’aide d’une fine aiguille, une goutte de sang est récupérée puis déposée sur une bandelette

pour lecture de la glycémie (glucométre Accu Chek).
v' Prélévement du sang et mesure des parametres physiologiques

Le prélevement est réalisé au niveau du sinus rétro-orbital de I’ceil (région
cartilagineuse richement vascularisée) a I’aide d’un capillaire a hématocrite préalablement
plongé dans une solution d’EDTA (1%). Ces prélévements sont effectués, sur des rats a

jeun (12 heures), a la fin du traitement (J29).

Apreés le prélevement sanguin, le sang est mis dans des tubes héparines, centrifugé a
3000 tours/minute pendant 15 minutes puis le plasma est récupéré et utilisé pour les
dosages biochimiques. La mesure de la glycémie de chaque semaine est effectuée au

niveau de la queue des rats a 1’aide d’un lecteur Accu Chek.

La mesure du poids est effectué¢e a 1’aide d’une balance sur des rats a jeun, de fagon
réguliére ; avant I’induction de diabéte, avant le début du traitement puis aprés chaque

semaine de traitement juste avant les prélevements sanguins ou la mesure de la glycémie.

L’¢évaluation du taux de consommation de nourriture de I’eau et le volume urinaire
sont effectuées de fagon réguliére le 1% jour et aprés chaque semaine du traitement en
isolant les rats dans des cages métaboliques (apres une période d’adaptation d’une journée

dans des cages metaboliques).
v" Dissection des rats

Le rat a été anesthésie durant 2 a 3 minutes sous une cloche expérimentale pour
rongeurs de laboratoire et hermétiqguement fermée. Il est posé sur la face dorsale, les
membres sont étirés et fixés en extension. Ensuite nous avons procédeé aux incisions

cutanées et musculaires ventralement pour avoir acces aux organes.
v" Récupération des organes

Au moment du sacrifice (J29) les organes (pancréas et cerveau) sont recupéres,
rincés par une solution du tampon phosphate (pH ; 7.4) puis peseés, aliquotés et conservés a

-80°C pour des études ultérieurs.

v Préparation de la fraction cytosolique de tissu
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Une homogéneisation a dix pour cent (p/v) des tissus a été réalisée dans une
solution tampon phosphate 0.1 M pH; 7.4 contenant du KCI 1,15M en utilisant un
homogénéisateur Ultra-Turrax a une vitesse de 1200 tour/min. La préparation de tissu
homogénéisé a été centrifugée a 3000 rpm pendant 10 min a 4 ° C pour I'évaluation de la
teneur en malondialdéhyde (MDA). Le surnageant ainsi obtenu a ensuite été centrifugé a
10 000 tour/min pendant 45 min a 4 °C. La fraction cytosolique est récupérée et utilisée
pour les dosages de la concentration de glutathion réduit (GSH), I’activité de la superoxyde
dismutase (SOD), de la catalase (CAT), Dactivit¢ LDH et quelques marqueurs

neurochimiques.

4.5.2. Dosages des paramétres biochimiques du diabéte

Les dosages du cholestérol total, des TG et du LDL, HDL cholestérol sont effectués
au laboratoire central de biochimie, centre hospitalo-universitaire Dr Benbadis

Constantine.

La glycation de I'hémoglobine (GlycHb), [linsuline plasmatique, I'insuline
cérébrale, le peptide C plasmatique et les taux plasmatiques de CK-BB ont été évalués a

I'aide du kit d'immunoanalyse enzymatique, conformément aux instructions du fabricant.
4.5.3. Dosage des produits finaux de glycation avancée (AGE) dans le plasma

La quantité d'’AGE plasmatiques a été déterminée selon la méthode décrite par
Putta et Kilari (2015). Le plasma a été dilué dans un rapport de 1:50 avec du PBS (pH
7,4). Une préparation d’albumine bovine (1 mg/mL de NaOH 0,1 N) a été utilisée comme
standard. Le niveau d’AGE dans le plasma a été déterminé en mesurant la fluorescence a
une longueur d'onde d'excitation de 370 nm et une longueur d'onde d'émission de 440 nm.

L'intensité de fluorescence des échantillons a éte exprimée en UA par mg de protéine.
4.5.4. Détermination de I'activité de la lactate deshydrogénase (LDH)

La lactate déshydrogénase est une enzyme intracellulaire présente dans tous les
tissus catalysant la transformation réversible du lactate en pyruvate. L'activité de la LDH
dans le tissu cérébral a été évaluée (Kornberg, 1955).

\d
S



Matériel et méthodes Chapitre 4

8] OH
| LDH
CI-I3—C! —COOH —— CI—IB_— CH—COOH
NADH NAD+
Pyruvate Lactate

Figure 4.4 : Réaction réversible de la transformation du lactate en pyruvate.

Le mélange réactionnel total (3 mL) contenait 1 mL de tampon Tris-HCI 200 mM
(pH 7,4), 0,15 mL de KCI 100 mM, 0,15 mL de pyruvate de sodium 50 mM, 0,20 mL de
NADH 2,4 mM et un surnageant d'homogénat. Une diminution de l'extinction (6220 M-
1cm-1) a Amax = 340 nm pendant 2 min a 25°C a été mesuree et le résultat a été exprimé
en U/mg de protéine (U : uM NADH oxydé/min/mg de protéine) (Deshmukh et al., 2009).

4.5.5. Estimation des marqueurs neurochimiques

4551 Détermination des  activitées  acétylcholinestérase = (AChE) et
butyrylcholinestérase (BChE)

L'activité AChE a été déterminée sur la base des méthodes d'Ellman et al. (1961)
adapté pour un format de plaque de microtitration. L’absorbance est lue a 412 nm toutes
les 30 secondes pendant 10 min a l'aide d'un lecteur de microplaques. L'activité AChE a été
calculée a l'aide du coefficient d'extinction molaire du chromophore (1,36 x 104 M-1cm-
1). Les résultats ont été exprimés en umol/mg de protéine, tandis que les activités de BChE
dans le cerveau ont été analysées selon une méthode décrite par Jonca et al. (2015).

4.5.5.2. Estimation de la teneur en dopamine

Le dosage quantitatif des taux de dopamine a été réalise par fluorimétrie selon la
méthode de Ciarlone (1978). Une partie des échantillons du cerveau congelés ont été
prélevés et décongelés le jour de l'expérience. Une aliquote de tissus cérébraux a été
homogénéisée avec du n-butanol acidifié pour donner un homogénat a 10 % poids/volume
(p/v). La methode est basée sur I'estimation des fluorophores dopaminergiques formés
aprés oxydation par I'iode a des longueurs d'onde d'excitation/émission de 320/375 nm. Les

résultats ont été exprimés en ng/mg de tissu.
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4.5.5.3. Estimation de la teneur en L-glutamate

Des volumes égaux d'homogénat du cerveau et d'acide perchlorique 1,2 M ont été
mélanges, centrifugés a 600 x g a 4 ° C pendant 15 min. Le surnageant a été utilisé selon
Lund (1984). Le kit de determination de la glutamine/glutamate a été utilisé pour la
mesure spectrophotométrique du L-glutamate via la désamination enzymatique de la L-
glutamine et la déshydrogénation du L-glutamate avec conversion du NAD" en NADH.
L'évaluation spectrophotométrique a été effectuée a 340 nm et les résultats ont été

exprimés en nmol/mg de tissu.
4.5.6. Mesure des marqueurs neuroinflammatoires

45.6.1. Détermination des cytokines pro-inflammatoires: facteur de nécrose
tumorale alpha (TNF-a) et I’interleukin-6 (IL-6)

L’estimation du niveau de TNF-o et IL-6 dans le cerveau ont été réalisées en
utilisant les kits ELISA TNF-o et ELISA IL-6 de rat acheté auprés d’Invitrogen (CA,
USA). Les procédures ont été exécutées conformément aux instructions du fabricant.

4.5.6.2. Mesure de la teneur en nitrite (NO) dans le cerveau

Un mélange de réactif de Greiss (volumes égaux de 1 % de sulfanilamide dans 3 M
HCI et 0,1 % de N-1-Naphthyl éthyléne diamine dihydrochloride dans 1’eau) et de
surnageant a été incubé a température ambiante dans I'obscurité pendant 10 min, et
I'absorbance a été mesuré a 548 nm. La teneur totale en nitrite (UM/mg de protéine) a été
déterminée a partir de la courbe standard du nitrite de sodium (10-100 uM) (Berkels et al.,
2004).

4.5.7. Evaluation du statut oxydant cytosolique pancréatique et cérébrale
4.5.7.1. La peroxydation lipidique

Le malondialdéhyde (MDA) est I’un des produits terminaux formés lors de la
décomposition des acides gras polyinsaturés sous ’effet des radicaux libres libérés au
cours du stress oxydant. La réaction de dosage repose sur la formation en milieu acide et
chaud (100°C) entre le MDA et deux molécules de thiobarbiturique acide (TBA) donnant
un pigment de couleur rose ayant une absorbance maximale a A=532 nm selon cette

réaction :
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Figure 4.5 : Réaction d'un milieu biologique avec I'acide thiobarbiturique (TBA).

Le taux de MDA a été mesuré dans les homogénats du pancreas et du cerveau des
rats selon la méthode décrite par Ohkawa et al. (1979). L’absorption a été mesurée a I’aide
d’un spectrophotométre a A=532 nm et les résultats sont exprimés en nmol par
milligramme de tissu intra-plantaire (nmol/mg tissu) en utilisant le coefficient d’extinction

molaire 1.56 x 10° cm M .
4.5.7.2. Dosage du glutathion réduit (GSH) cytosolique

Le glutathion est le thiol intracellulaire le plus abondant dans toutes les cellules
animales, il se trouve dans la cellule sous deux formes : une forme oxydée « GSSG » et
une forme réduite « GSH » représentant plus de (99%) de la quantité total. Le dosage du

glutathion a été réaliseé selon la méthode de Sedlak et Hanus (1982).

Le principe consiste & scinder la molécule d’acide 5,5’dithiodis-2-nitrobenzoique
(DTNB) par le GSH et la libération de 1’acide thionitrobenzoique (TNB). Ce dernier, a pH

(8-9), présente une absorbance maximale a A=412 nm selon la réaction suivante :

Figure 4.6 : Interaction entre le DTNB et le GSH.
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Les résultats sont déduits en se basant sur un coefficient d’extinction molaire de
GSH: 13100 cm ~*M ~ L. Les concentrations exprimées en nmol/mg de protéine (nmol/mg

protéine).
4.5.7.3. Dosage du glutathion réductase (GR) cytosolique

L’activité du glutathion réductase (GR) a ¢été mesurée selon la méthode de
Coballase-Urrutia et al. (2011). Le principe du dosage est basé sur la réduction du GSSG
en GSH par le NADPH en présence de GR. L’activité est mesurée en suivant la diminution
de I’absorbance de la NADPH a 2=340 nm.

NADPH + H+ + GSSG —» NADPH+ + 2GSH
GR
GSH+DTNB —» GS-TNB+TNB

L’activité de I’enzyme est calculée en utilisant un coefficient d’extinction molaire
de NADPH : 6.25 cm ~*M . Les résultats sont exprimées en U/mg de protéine (U : pmol
NADPH oxydé/min).

4.5.7.4. Dosage du glutathion-S-transférase (GST) cytosolique

Le dosage de I’activité du glutathion-S-tranferase (GST) cytosolique a été réalisé
selon la méthode d’Habig et al. (1974). Les GST catalysent la réaction de conjugaison
entre le glutathion et le 1-chloro-2,4 dinitrob enzene (CDNB) comme substrat. La
conjugaison se fait par le biais du groupement thiol du glutathion selon la réaction

suivante : GST
GSH+CDNB — Conjugue GS-DNB + HCL

L’augmentation de 1’absorption est directement proportionnelle a I’activit¢é GST de
I’échantillon. Cette dernicre est déterminée classiquement par la mesure du produit (GS—
DNB) a A=340 nm issu de la réaction de conjugaison du CDNB avec le glutathion réduit.
Les résultats sont déduits en utilisant un coefficient d’extinction molaire de CDNB : 9,6cm

“mM ™ et exprimés en U/mg de protéine (U: pmol de conjugué CDNB formé/min).
4.5.7.5. Dosage du glutathion peroxydase (GPx) cytosolique

Le dosage de GPx est basé sur la méthode décrite par Rotruck et al. (1973). Le

GPx de ’homogénat tissulaire oxyde le glutathion et simultanément le H,O; est réduit en
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H.O. La quantité du glutathion restante réagit avec la solution DTNB pour donner un
composé coloré qui est mesuré par spectrophotométrie a A=420 nm. L’activité de GPx est

exprimée en U/mg protéine (U : umol de GSH oxydé/min).
4.5.7.6. Evaluation de I’activité enzymatique de la catalase (CAT) cytosolique

L’activité de la catalase cytosolique a été déterminée seclon la méthode d’Aebi,
(1984). Le principe repose sur la disparition de H,O, a 25 ‘C en présence de source

enzymatique dans la fraction cytosolique selon la réaction suivante :
2H,0, Catalase 2H,0 + O,

La quantité de H,O, décomposée est directement proportionnelle a la concentration
en substrat et la concentration en enzyme. L.’absorbance est lue 8 A=240 nm chaque minute
dans un intervalle de temps de 2 min et ’activité de I’enzyme est calculée en utilisant un
coefficient d’extinction molaire : 0,043 cm "mM ~*. Les résultats sont exprimés en U/mg

de protéine (U: umol de H,0, consommé par minute par mg de protéines).

45.7.7. Evaluation de P’activité enzymatique de la superoxyde dismutase (SOD)

cytosolique

L’activité enzymatique de SOD cytosolique a été déterminée selon la méthode de
Flohe, (1984). Le principe repose sur la capacité d’inhibition de I’autooxydation du
pyrogallol par la SOD. L’activité de I’enzyme est exprimée en U/mg de protéine du tissu
(U/mg tissu). Une unité de I’activité de la SOD est définie comme 1’enzyme qui causerait
I’inhibition de (50%) de I’autooxydation du pyrogallol. L’activité de I’enzyme est calculée

selon 1’équation suivante :

Densité optique du blanc — Densite optique de l’échantillon X 100

Inhibition totale =
nhibition totale Densité optique du blanc

Inhibition totale
n x 50

SOD i
U de——de protéine =
mg

n : mg de protéines en mg présentes dans le volume de I’échantillon utilisé
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4.5.8. Dosage des protéines totales
Le dosage des protéines totales est réalisé en utilisant la méthode de Lowry (1951).
4.5.9. Etude histologique

Aprés la dissection des rats, des petits morceaux du pancréas et du cerveau sont
récupérés, et stockeés dans des bocaux contenant le formol aldéhyde (10 %), pour étre

destinés a la réalisation des coupes histologique.
4.6. Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués in vitro sont exprimés en moyenne + écart type. Les
valeurs 1Cso (Concentration inhibitrice de 50%) sont calculées par la méthode de régression

linéaire a partir de la courbe [% inhibition = f (concentrations)].

Pour les tests in vivo les résultats sont exprimés en moyenne * écart type. Les
comparaisons multiples sont faites par le test ANOVA & un facteur suivi du test HSD de

Tukey. Les différences sont considérées statistiquement significatives au seuil de 0,05.
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5. Résultats

5.1. Etudes phytochimiques du BECS
5.1.1. Screening phytochimique préliminaire

Le criblage phytochimique préliminaire d'une partie aérienne de C.spinosa a réevélé
la présence d'une large gamme de composes naturels tels que les alcaloides, les saponines,
les terpénoides, les composés phénoliques, les anthocyanes, les flavonoides, les glycosides,
les tanins et les stérols (Tableau 5.1).

Tableau 5.1 : Profile phytochimique du BECS.

Groupes chimiques | Parties aériennes Groupes chimiques Parties aériennes
Alcaloides + Anthocyanes +
Glycosides + Composes phénoliques +

Terpénoides + Flavonoides +
Stérols + Saponines +
Tannins +
“+” Présence

5.1.2. Teneur en polyphénols et flavonoides

Les résultats de dosage des polyphénols et flavonoides présents dans le tableau
(5.2) révelent que I’extrait n-BuOH de C.spinosa (BECS) contient (1000.44+6.48 g
GAE/mg extrait) de polyphénols, et de (568.27+5.80 ug QE /mg extrait) des polyphénols

sous forme de flavonoides.

Tableau 5.2 : Teneur en polyphénols totaux et en flavonoides.

Extrait TPC (ug GAE/ mg extrait) | TFC (ug QE/ mg extrait)

BECS 1000.44+6.48 568.27+5.80

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type de trois mesures. Les

composés phénoliques totaux (TPC) sont exprimés en pg d'équivalents d'acide gallique/mg
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d'extrait ; Les flavonoides totaux (TFC) sont exprimés en pg d'équivalents de
quercétine/mg d'extrait.
5.1.3. Analyse LC-MS/MS

Les résultats du profile LC-MS/MS du BECS est illustré dans (tableau 5.3 et figure
5.1). Plusieurs composés ont été détectés ; seuls Dix (10) composés phénoliques ont été
identifiés dans le BECS en comparant leurs temps de rétention avec ceux des standards
commerciaux disponibles. Les plus abondants étaient l'acide chlorogénique (5659, 58
mg/kg d'extrait) et la rutine (2037, 19 mg/Kg d'extrait), suivis de la quercétine (487, 543
mg/Kg d'extrait), de l'acide p-hydroxybenzoique (313, 392 mg/Kg), de l'acide sisorique
(278, 486 mg/Kg). Kg), acide caféique (159, 115), acide gentisique (150, 402 mg/Kg),
acide gallique (132, 519 mg/Kg), kaempférol (36,519 mg/Kg) et acide rosmarinique (25,
05 mg/Kg).

Figure 5.1 : Le profile LC-MS/MS de I’extrait n-BuOH de C.spinosa.
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Tableau 5.3 : L’analyse LC-MS des composés phénoliques du BECS.

lons MS/MS étudiés LoD | LOO R mg phenol
Nom Parent | Produit | EC | Polarité (mg/L) | (mg/L) | (min) /Kg -
(m/z) Extrait
Acide p- 66,6 38 -
1 | Hydroxyben [57;; 946 | 17 ) 0,243 | 0,519 | 14,64 = 313,392
zoique
2 Acide 153,7 | 1095 | 21 -

o 0,026 | 0,039 | 13,87 | 150,402
gentisique | [M-H]-

Acide 169,7 | 805 | 25 -
3 ) 0,058 | 0,091 | 10,1 132,519
gallique [M-H]- | 126,2 | 16 -

Acide 179,7 | 1352 | 27 -
4 _ 0,042 | 0,058 | 15,26 | 159,115
caféique [M-H]- | 136,2 @ 18 -

286,97 @ 153 | 33 +
5 | Kaempférol | [M+H] 165 | 28 + 0188 | 0,447 | 21,92 | 36,519

+

301 152,1 | 23 -

6 uércetine 0,141 | 0,181 | 20,51 487,543
Q [M-H]- [ 179,9 | 20 -

Acide 353,4 86,5 43 -

7 | chlorogéniq | [M-H]- | 1921 | 21 - 0,051 | 0,072 | 14,25 | 5659,158
ue
Acide 359,18 | 134,3 | 44 -
8 | rosmariniqu | [M-H]- | 162,2 | 20 - 0,029 | 0,050 | 17,86 25,049

e

9 Acide 4731 | 1363 | 48 -

0,090 0,237 | 152 | 278,486
Sisorique | [M-H]- | 180,1 | 29 -

1 609,37 | 300,6 | 38 -

Rutine 0,022 | 0,034 | 18,04 2037,19
0 [M-H]- | 3017 34 -

Parent : ion précurseur ou ion quasi moléculaire, [M-H]-pour le mode ESI négatif et
[M+H]+ pour le mode ESI positif. EC : Energie de collision en eV, RT : Temps de
rétention en minutes, LOD : Limite de détection, LOQ : Limite de quantification, (-) :

Polarité négative, (+) : Polarité positive.
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5.2. Screening biologique
5.2.1. Evaluation de activité antioxydante in vitro du BECS
5.2.1.1. L’effet anti-radicalaire par le test au DPPH°

Le pourcentage d’inhibition des radicaux libres de DPPH°® en fonction de la
concentration est représenté dans le graphe ci-dessous (figure 5.2). Ce test nous a permis
de déterminer la concentration inhibitrice piégeant 50 % du radical DPPH® (ICs o). Cette
derniere est inversement liée a la capacité antioxydante d'un composé, car elle exprime la
quantité d'antioxydants requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%.
Plus la valeur d’ICs est basse, plus l'activité antioxydante d'un composé est grande. On a
remarqué que 1’ICsp obtenu pour ’acide ascorbique (55,84+0,24 pg/mL) et la quercetine
(53,56+0,59 pg/mL) utilisés comme des standards, est bien plus inférieur a celle du BECS

(208,94+1,12 pg/mL) et donc, ils présentent une activité antioxydante plus élevée.

D’aprés les résultats représentés dans la figure (5.2), il semble que le pourcentage
d’inhibition du radical libre augmente avec 1’augmentation de la concentration soit pour les

standards (Acide ascorbique, Quercetine) ou pour I’extrait de la plante.

Figure 5.2 : Pourcentages d’inhibition du radicale DPPH® des antioxydants de références
et du BECS.

m
I
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5.2.1.2. Capacité antioxydante totale (CAT) du BECS

La capacité antioxydante totale du BECS est représentée dans la figure (5.3). Cet
extrait montre une capacité antioxydante (ICso= 179,48+5,59 pug/mL) moins efficace que
celle exercée par I’acide ascorbique (I1C5,=60,59+£7,18 pg/mL) ainsi que la Quercetine

(48,95+6,67 pug/mL), qui sont utilisés comme références.

Figure 5.3 : La capacité antioxydante totale du BECS et des antioxydants de référence.
5.2.1.3. Réduction du radical- cation ABTS du BECS

L’activité antioxydante de 1’extrait est déduite de sa capacité a inhiber le radical
ABTS™, obtenu & partir de ’ABTS (sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-(3-
éthylbenzothiazoline6-sulfonique)) comparativement a des antioxydants de référence :
I’acide ascorbique et la quercetine. La figure (5.4) illustre la courbe représentative du

pourcentage d’inhibition du radical en fonction des concentrations.

Selon la figure (5.4), on peut observer une augmentation dose-dépendante du
pouvoir antioxydant des standards et de I’extrait. 1’lCsp oObtenu pour la Quercetine
(72,79£2,57 pg/mL), P’acide ascorbique (87,15+7,29 pg/mL) utilisés comme des
antioxydants de référence, est bien plus inférieur a celle du BECS (220,94+22,36 pg/mL)

et donc, ils montrent une activité antioxydante plus importante.
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Figure 5.4 : Courbe représentant le pourcentage d’inhibition du radical ABTS™ du

BECS et les antioxydants de référence.
5.2.1.4. Pouvoir réducteur du BECS

Le dosage de l'activité réductrice ferrique basé sur la capacité de l'antioxydant a
réduire le Fe** en Fe2est utilisé comme indicateur de I'activité antioxydante potentielle
des produits naturels. La figure (5.5) illustre le pouvoir réducteur de I'extrait n-BuOH de

C.spinosa.

A partir des résultats obtenus, on remarque que le pouvoir réducteur du BECS est
dose dépendante (concentration dépendante) c’est-a-dire que la capacité de réduction de fer
est proportionnelle a 1’augmentation de la concentration de 1’extrait. Cependant le BECS
présent un potentiel réducteur avec une 1Cso de 209,51+4,26 pg/mL, ce pouvoir réducteur
reste inférieur a celui de 1’acide ascorbique (ICso =64,04+0,21 pg/mL), de la quercetine
(ICs0 =62,91+0,98 pg/mL) considérés comme standards.
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Figure 5.5 : Evaluation de I’activité antioxydante du BECS par la méthode FRAP

5.3. Test de cytotoxicité
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Figure 5.6 : Effet de cytotoxicité du BECS contre les lignées cellulaires du cancer du

cerveau humain C6 (dosage SRB).

D'aprés les résultats (Figure 5.6), il est clair que le BECS n'a montré aucune toxicité
contre les lignées cellulaires du cancer du cerveau C6.
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5.4. Evaluation de Pactivité antidiabétique in vitro du BECS
v" Inhibition de ’activité alpha- amylase et de I’activité alpha- glucosidase

L’évaluation de I’activité de I'extrait n-BUOH de C.spinosa sur 1’a-amylase et 1’a-
glucosidase est représentée dans le tableau (5.4). Les résultats obtenus montrent que le
BECS a une activité inhibitrice a la fois sur les deux enzymes avec un effet dose-réponse,
aussi on constate une inhibition de la substance de référence (acarbose) sur 1’alpha-
glucosidase et I’alpha-amylase. L’ICso du BECS sur I’a-amylase a été de 171,64+10,42
mg/mL alors que celle de I’acarbose a été de 51,64+0,73 mg/mL. L’ICso du BECS sur I’a-
glucosidase a été de 135,25+6,79 mg/mL alors que celle de I’acarbose a été de 71,61+
17,83 mg/mL. L’extrait butanolique préparé a partir des parties aériennes de C.spinosa
inhibe les 2 enzymes.

Le taux d'inhibition du BECS et de 1’acarbose augmente proportionnellement avec
l'augmentation de la concentration de ceux-ci. Le pourcentage d'inhibition des deux
enzymes 1’alpha-amylase et 1’alpha-glucosidase variait de 25,6+0,82 % a 79,8+1,20 % et
de 30,88+0,86 % a 81,33+0,8 % respectivement a une concentration allant de 50 a 600
pg/mL par rapport a I'acarbose (de 48,96+0,69 % a 95,23+4,26 % et de 43,99+0,48 % a
90,89 £ 0,69 % respectivement) dans la méme gamme de concentration.

Tableau 5.4 : Pourcentage (%) de 1'effet inhibiteur de 1’activité a-amylase et de I'activité
a-glucosidase du BECS.

Inhibition de I’activité a-amylase | Inhibition de l'activité a-glucosidase
Concentration
(ng/mL) BECS Acarbose BECS Acarbose

50 25,6+0,82 48,96+0,69 30,88+0,86 43,99+0,48
100 33,6+0,95 67,21+0,90 44,3+1,2 47,91+0,34
200 45,8+1,58 86,37+1,19 51,541,025 64,35+0,55
300 69,8+1,83 93.46+0.94 70,5+1,28 89,1+1,08
600 79,8+1,20 095,23+4,26 81,33+0,8 90.89+0.69
1Cso 171,64+10,42 51,64+0,73 135,25+ 6,79 71,61 +17,83
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Les valeurs ICs, sont définies comme la concentration des pourcentages d'inhibition a 50
% et sont calculées par analyse de régression semi-logarithmique et exprimées en moyenne
+SD (n =3).

5.5. Tolérance au glucose du BECS (Mesure de la glycémie chez les rats prétraites)

Le tableau (5.5) présente les variations de la glycémie des rats dans un test de
tolérance au glucose. L hyperglycémie est provoquée par I’administration par voie orale de
glucose aux rats a la dose de 4 g/kg, 30 minutes aprés 1’administration orale des deux doses
du BECS (200 mg/Kg et 500 mg/Kg), de la metformine (lots référence) ou de ’eau
distillée (lot témoin). La glycémie est mesurée toutes les 30 minutes, pendant 3 heures, et

la variation de la glycémie par rapport a la glycémie initiale est calculée.

Chez les rats du groupe contrdle, 1’administration du glucose (4g/kg) apres
prétraitement a ’eau physiologique a la dose de 4 ml/kg, entraine une hyperglycémie au
bout de 30 min (1.38+0.01mg/dL). Cette augmentation concerne aussi les animaux du
groupe traité par la metformine (1.18+0.03**mg/dL). De méme, 1’administration par voie
orale du BECS avec les deux doses (200 et 500 mg/Kg) n’a pas d’effets sur
I’hyperglycémie induite par le glucose a 4 g/kg et entraine une hyperglycémie qui apparait
au bout de 30 min (1.31+0.02**mg/dL et 1.24+0.03**mg/dL, respectivement).

Aprés 180 minute les taux du glucose sont revenus aux niveaux basiques chez les
rats traités par I’extrait BECS (0.76+0.03**mg/dL et 0.77£0.02**mg/dL, respectivement),
et méme chez les rats traités par la metformine (0.71+0.01mg/dL). Par contre ceux des rats
du groupe controle sont resté élevés (1.08+0.03**mg/dL). Ce qui est intéressant, il n’y

avait aucune différence entre les deux doses sélectionnées.

Tableau 5.5 : Effet du BECS sur la tolérance au glucose.

Temps (minutes)
Extrait/Standards
To 30 60 90 120 180
Contréle 0.71+0.01 1.38+£0.01 1.26+0.03 1.22+0.01 1.09+0.02 1.08+0.03*
Metformine 0.66+0.03* | 1.18+0.03* | 0.95+0.05* | 0.99+0.03* | 0.94+0.03** | 0.71+0.01
BECS(200 mg/Kg) | 0.86+0.02** | 1.31+0.02** | 0.98+0.03** | 0.90+0.01** | 0.88+0.05** | 0.76+0.03**
BECS (500 mg/Kg) | 0.89+0.04** | 1.24+0.03** | 1.11+0.06** | 0.96+0.4** | 0.92+0.03** | 0.77+£0.02**
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Les valeurs sont exprimées en termes de moyenne arithmétique + écart-type (n= 6).
5.6. Evaluation de ’activité antidiabétique in vivo du BECS
5.6.1. Effet de I’extrait BECS sur les parameétres physiologiques

Le diabéte induit par ’injection de la STZ se manifesta par une nette augmentation
du taux de consommation journaliére de nourriture chez le groupe des rats diabétiques
(35,38 + 3,22) par rapport au groupe contréle (22,95 + 6,00). Chez le groupe des rats
diabétiques, un traitement de 28 jours par le BECS ou par la metformine a provoqué une
réduction du taux de consommation journaliére de nourriture par rapport a celui enregistré
chez les rats diabétiques (30,66 + 6,86 et 28,34 + 4,88 ; respectivement). En effet, ce taux

reste comme méme supérieur a celui du groupe contrdle (tableau 5.6).

Le tableau (5.6) représente I’influence du traitement par le BECS sur le taux de

consommation journaliére d’eau chez les rats rendus diabétiques a la STZ.

Dans notre étude, nous avons constaté que 1’injection de la STZ provoque une nette
augmentation du taux de consommation journaliére de 1’eau chez le groupe des diabétiques
(36,5 £ 7,58) par rapport au groupe contréle (25,83 + 5,85). Le traitement des rats
diabétiques par le BECS a provoqué une réduction du taux de consommation journaliére de
I’eau par rapport au groupe diabétique, et celui des rats traités par la metformine (30,2 +

7,85 et 29,76 + 6,87, respectivement). Ce taux reste supérieur a celui du groupe contrdle.

Tableau 5.6 : Influence de I’administration du BECS (200 mg/kg) sur le taux de

consommation journaliére de nourriture et d’eau.

Nourriture (g/jour) Eau (ml/jour)
Controle 22,95 + 6,00 25,83 £5,85
BECS 27,36 £ 5,99 25,83+12,81
STZ 35,38 + 3,22 36,5+ 7,58
STZ + Metf 28,34 + 4,88 29,76 + 6,87
STZ + BECS 30,66 + 6,86 30,2+7,85

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type, n = 12.
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5.6.2. Effet du BECS sur le poids corporel des rats

Le tableau (5.7) représente les résultats obtenus du poids corporel des groupes des
rats normaux et des rats rendus diabétiques a la STZ aprés un traitement quotidien de 28

jours soit par ’extrait BECS a une dose de 200 mg/kg soit par la metformine.

Les résultats obtenus dans notre étude ont montré que 1’injection de la STZ induit
un diabéte caractérisé par une perte du poids corporel chez les rats rendus diabétiques par
rapport au poids corporel initial et par rapport au groupe controle qui a subit une
augmentation réguliére du poids corporel pendant la période du traitement. Cependant
aprés 28 jours, Le poids corporel augmente significativement chez le groupe des rats
diabétiques traités par le BECS (200mg/kg), et celui des rats traités par la metformine
(218.6+3.8**g et 215.6+4.6**g, respectivement).

Tableau 5.7 : Effet du BECS sur le poids corporel des rats rendus diabétiques a la STZ.

Extrait/Standards Poids Initial (g) Poids final (g)
Controle 193.96+4.3 266.72+6.8
BECS 206.53+5.9 250.53+4.8

STZ 241.68+6.3** 167.68+3.9**

STZ + Metf 185.60+2.8** 215.614.6**
STZ + BECS 194.80+2.9** 218.6+3.8*

Les valeurs sont exprimées en terme de moyenne arithmétique + écart-type (n=12) ; *:
Comparaison STZ vs contrdle ; *p< 0.05, **p< 0.01.

5.6.3. Effet du BECS sur les parametres biochimiques du diabéte

La glycémie des rats STZ a atteint 368, 75+10 mg/dL tout au long de la période
expérimentale de 28 jours, par rapport au groupe controle (98, 755 mg/dL) (tableau 5.8).
Les résultats de la présente étude indiquent que 1’administration du BECS (200 mg/kg de
poids corporel) pendant une période de 28 jours a considérablement atténué (69,83 %) les
effets indésirables du diabete induit a la STZ. La diminution de la glycémie du BECS était
semblable a celle de la metformine, un médicament antidiabétique standard (74,98 %).

Dans notre étude, nous avons observé une augmentation (2,11+0,1 UA/mg de

protéine) du niveau des AGE dans le groupe STZ par rapport au groupe contréle
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(1,09+0,01 UA/mg de protéine) (Tableau 5.9). Le BECS a montré une amélioration
significative (p<0,01) des taux plasmatique d’AGE (75,49 %) par rapport a la metformine
(89,21 %). La quantit¢é d’hémoglobine glyquée (% GHb) a également augmenté
(14,23+1,8 %; 4,06 fois) par rapport au groupe contrdle (3,5+0,8 %). Dans la présente
étude, le taux d’HbAlc était significativement élevé chez les rats diabétiques, néanmoins,
le BECS a considérablement diminué (69,65 %; p<0,05) I’'HbAlc par rapport a la
metformine (75,43 %; p<0,05).

Tableau 5.8 : Effet du BECS sur les niveaux du glucose, d’Hb-glyqué et d' AGE

plasmatiques chez des rats rendus diabétiques a la STZ.

. AGE plasmatiques
Glucose (mg/dL) | Hb-glyquee (%0) .
(UA/mg protéine)

Controle 98.75+45.3 3.5+0.8 1.09+0.01
BECS 96.98+4.8 3.8+0.2 1.05+0.02
STZ 368.75+107% 14.23+1.87% 2.11+0.017%
166.3+6.3 " ¥¥E 9.96+1.02 ¥ | 1.2+0.08 (89.21 %)
STZ + Metf
+ IvVle
(74.98 %) (75.43 %)
ST7 4 BECS 180.2+4.87 85| 10,441,047 | 1.33+0.05™%F (75.49 %)
+

(69.83 %) (69.65 %)

Les valeurs sont exprimées en terme de moyenne arithmétique + écart type (n=12) ; *:
Comparaison des groupes vis-a-vis des témoins ; (ns : non significatif); ('p<0.05);
("'p<0.01); ¥: Comparaison des groupes vis-a-vis du BECS; (*p<0.05); (*p<0.01); £:
Comparaison des groupes vis-a-vis du groupe STZ; (}p<0.05); (*p<0.01); §: Comparaison
entre le groupe STZ + Metf et le groupe STZ + BECS; (8p<0.05); (88p<0.01). Les valeurs
dans la case indiquent le pourcentage de protection. Le % de protection est calculé comme

suit : 100 x (valeurs de STZ)-valeurs d'échantillons/ (valeurs de STZ)-valeurs de contréle.

Dans la présente étude, 1’induction du diabéte & la STZ a entrainé une réduction
d’environ 1,67 fois du taux plasmatique et cérébrale de I’insuline (39,33+£3,18 pg/dL ;
42,3£3,8 pg/dL ; p<0,01) comparativement aux rats témoins (65,75+4,3 pg/dL; 59,6+4,2

pg/dL; p<0,01) respectivement. Le groupe traité par C.spinosa a montré une amélioration
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significative (p<0,01) du I’insuline plasmatique et cérébrale (73,16 %; 74,56 %; p<0,01)

respectivement, similaire a celle de la metformine (78,61 %; 79,76 %; p<0,01)

respectivement (tableau 5.9).

Comme le montre le (tableau 5.9), I'induction du diabete a entrainé une réduction
d'environ 2, 15 fois du taux plasmatique de peptide C (0, 530, 01 ng/mL) par rapport aux
rats témoins (1, 14+0, 25 ng/mL). Le groupe traité par le BECS a montré une amélioration
significative (p <0, 01) du peptide C (60, 65%) par rapport aux rats traités a la metformine
avec (80, 32%).

Tableau 5.9 : Effet du BECS sur le taux plasmatique et cérébrale d'insuline et le taux du

peptide C chez des rats rendus diabétiques a la STZ.

Insuline o
_ Insuline cérébrale _
plasmatique (pg Peptide C (ng/mL)
(pg/dL)
/dL)
Controle 65.75+4.3 59.6+4.2 1.14+0.25
BECS 66.80+4.8 58.7+4.1 1.12+0.11
STZ 39.33+3.18™ ¥ 42.3+.3.8" % 0.53+0.01°*
60.1+4.17 FE 56.51+1.08" " | 1.02+0.2"* (80.32
STZ + Metf
(78.61 %) (79.76 %) %)
58.22+5.2 54.3+4.27 5 0.9+0.01** (65.69
STZ + BECS
(73.16 %) (74.56 %) %)

Les valeurs sont exprimées en terme de moyenne arithmétique + écart type (n=12) ; *:
Comparaison des groupes vis-a-vis des témoins ; (ns : non significatif); (|p<0.05);
("p<0.01); ¥: Comparaison des groupes vis-a-vis du BECS; (*p<0.05); (*p<0.01); £:
Comparaison des groupes vis-a-vis du groupe STZ; ((p<0.05); (*p<0.01); §: Comparaison
entre le groupe STZ + Metf et le groupe STZ + BECS; (§p<0.05); (§88p<0.01). Les valeurs
dans la case indiquent le pourcentage de protection. Le % de protection est calculé comme
suit : 100 x (valeurs de STZ)-valeurs d'échantillons/ (valeurs de STZ)-valeurs de contréle.

5.6.4. Effet du BECS sur le profile lipidique

Les résultats de I’influence du BECS sur le profil lipidique chez des rats rendus

diabétiques a la STZ sont rassemblés dans le tableau (5.10). L’injection de la STZ a



Résultats Chapitre 5

provoqué une augmentation significative des taux de cholestérol total, des triglycérides et
de LDL cholestérol par rapport au groupe témoin. Alors qu’une diminution du taux de

HDL cholestérol a été remarquée.

Le traitement des rats par le BECS pendant 28 jours a maintenu les taux de
Cholestérol (69.53 %; P<0,01), TG (60.06 %; P<0,01), LDL-C (50.74 %; P<0,05) et HDL-
C (54.75%; P<0,05), en comparaison a la metformine : le Cholestérol (73.72 %; P<0,01),
la TG (68,96 %), le LDL-C (74,72 %) et le HDL-C (73,45 %).

Tableau 5.10 : Effet du BECS sur le profile lipidique chez les rats rendus diabétiques a la

STZ
Extrait/Standards | Cholestérol (g/L) | HDL-C (g/L) | LDL-C (g/L) TG(g/L)
Controle 0.7+0. 01 0.2+0.01 0.39+0.01 0.49+0.03
BECS 0.69+0.02 0.26+0.01 0.37+0.01 0.43+0.03

STZ 2.07+0. 02** | 0.087+0.001** | 1.3+0.01** | 1.65x0. 02**

STZ + Metf 1.06+0. 017+ 0.17£0.01% | 0.62+0.017 | 0.85+0. 037
(73.72 %) (73.45 %) (74.72 %) (68.96%)

STZ + BECS 1.12+0.031+ 0.18+0.02+F | 0.85+0.021+ | 0.96+0. 03+
(69.53 %) (54.75%) (50.74 %) (60.06%)

Les valeurs sont exprimées en terme de moyenne arithmétique = écart-type (n=12) ; *:
Comparaison STZ vs contrdle ; *p< 0.05, **p< 0.01 ; ¥ : Comparaison + BECS vs STZ ;
¥p< 0.05, ¥¥p< 0.01 ; T : Comparaison STZ + extrait vs STZ ; 1p< 0.05, +1p<0.01 ;

Valeurs entre parenthéses : % de protection.

5.6.5. Effet du BECS sur les parametres de la neurodégénérescence

La figure (5.7) a montré que I’induction du diabéte a la STZ a entrainé une
réduction d’environ 2,06 fois de I’activité du LDH et une augmentation d’environ 3,05 fois

du taux plasmatique de CK-BB par rapport aux rats témoins respectivement.

Le traitement des rats par le BECS (200mg/Kg) pendant 28 jours a rétabli I'activité
du LDH (60,97 %) et le taux plasmatique de CK-BB (79,47 %) significativement (p <0,01)
dans le cerveau par rapport a la metformine (72,81 %, 83,82 %) respectivement (figure
5.7).
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Figure 5.7: Effet du BECS (200 mg/Kg) sur le niveau de CK-BB et I'activité de la LDH
dans le cerveau des rats rendus diabétiques a la STZ.

Les valeurs sont exprimées en terme de moyenne arithmétique + écart type (n=12) ; *:
Comparaison des groupes vis-a-vis des témoins ; (ns : non significatif); ('p<0.05);
("p<0.01); ¥: Comparaison des groupes vis-a-vis du BECS; (*p<0.05); (*p<0.01); £:
Comparaison des groupes vis-a-vis du groupe STZ; (}p<0.05); (*p<0.01); §: Comparaison
entre le groupe STZ + Metf et le groupe STZ + BECS; (8p<0.05); (§88p<0.01). Les valeurs
dans la case indiquent le pourcentage de protection. Le % de protection est calculé comme

suit : 100 x (valeurs de STZ)-valeurs d'échantillons/ (valeurs de STZ)-valeurs de contréle.

5.6.6. Effet du BECS sur les marqueurs neurochimiques : taux d'AChE, de BChE, de
la dopamine et du glutamate

L’injection de la STZ aux rats a induit une altération cérébrale marquée, Comme en
témoigne 1’¢lévation significative (p<0,01) des concentrations d’AChE (28+3,2 pumoL/mg
de protéine) et de BChE (18,6+4,3 umoL/mg de protéine) dans le tissu cérébral du groupe
traité a la STZ, comparativement au groupe contrdle (13,35+1,2 umoL/mg de protéine ;

7,99+0,8 umoL/mg de protéine) respectivement.
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Le traitement des rats par le BECS (200 mg/kg) ou le traitement par la metformine
(200 mg/kg) pendant 28 jours a inhibé de facon significative (p<0,01) (63,28 % ou
83,27 %) les activités cérébrales du BChE et de I’AChE (76,78 % ou 86,19 %),
respectivement (figure 5.8).
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Figure 5.8 : Effet du BECS (200 mg/Kg) sur l'activité AchE et l'activité BchE dans le
cerveau des rats rendus diabétiques a la STZ.

Les valeurs sont exprimées en terme de moyenne arithmétique + écart type (n=12) ; *:
Comparaison des groupes vis-a-vis des témoins ; (ns : non significatif); ('p<0.05);
("'p<0.01); ¥: Comparaison des groupes vis-a-vis du BECS; (¥p<0.05); (¥p<0.01); £:
Comparaison des groupes vis-a-vis du groupe STZ; (}p<0.05); (*p<0.01); §: Comparaison
entre le groupe STZ + Metf et le groupe STZ + BECS; (8p<0.05); (88p<0.01). Les valeurs
dans la case indiquent le pourcentage de protection. Le % de protection est calculé comme

suit : 100 x (valeurs de STZ)-valeurs d'échantillons/ (valeurs de STZ)-valeurs de contréle.

Dans la présente étude, nous avons remarqué que I’injection de la STZ a réduit le

niveau de la dopamine cérébrale (35,91+4,2 ng/mg de tissu); (P<0,01) par rapport au
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groupe controle (55,81+6,5 ng/mg de tissu) (figure 5.9), mais a augmenté le niveau du
glutamate (202,8+10,6 nmol/mg de tissu; (P<0,01) dans les tissus cérébraux a la fin de
1’étude, comparativement au groupe contréle (88,33+5,4 nmol/mg de tissus) (figure 5.9).

Le traitement par le BECS a entrainé une augmentation significative du taux de la
dopamine (67,73 % de P<0,01) et une diminution du glutamate (63,94 %; P<0,01), le
traitement a la metformine a eu des effets similaires (71,3 %; 83,95 %) respectivement
(figure 5.9).
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Figure 5.9 : Effet du BECS (200 mg/Kg) sur les niveaux de la dopamine et du glutamate
dans le cerveau des rats rendus diabétiques a la STZ.

Les valeurs sont exprimées en terme de moyenne arithmétique + écart type (n=12) ; *:
Comparaison des groupes vis-a-vis des témoins ; (ns : non significatif); ('p<0.05);
("'p<0.01); ¥: Comparaison des groupes vis-a-vis du BECS; (*p<0.05); (*p<0.01); £:
Comparaison des groupes vis-a-vis du groupe STZ; (}p<0.05); (*p<0.01); §: Comparaison
entre le groupe STZ + Metf et le groupe STZ + BECS; (8§p<0.05); (88p<0.01). Les valeurs
dans la case indiquent le pourcentage de protection. Le % de protection est calculé comme

suit : 100 x (valeurs de STZ)-valeurs d'échantillons/ (valeurs de STZ)-valeurs de contréle.
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5.6.7. Evaluation des marqueurs neuroinflammatoires (le NO et les cytokines pro-

inflammatoires)

Dans I’étude actuelle, les rats diabétiques ont montré une augmentation de la
neuroinflammation qui est déclenchée et entretenue par divers mécanismes, tels que
I’augmentation des concentrations d’IL-6 (149,8+7,1 pg/mL) et du TNF-a (91,41+6,8
pg/mL) comparativement aux niveaux normaux de controle (52,6+4,8 ; 33,38+3,1 pg/mL ;
p<0,01) respectivement. Entre-temps, le traitement des rats diabétiques au BECS ou a la
metformine a réduit de fagon significative (p<0,01), les taux d’IL-6 (70,57 %) et de TNF-a
(74,11 %) par rapport aux rats traités par la metformine (73,97 %; 83,76 %; p < 0,01)
respectivement (figure 5.10).uM/mg de protéine

De méme, Le traitement des rats diabétiques au BECS ou a la metformine a réduit
de facon significative (p<0,01) les taux de NO (77,51 %; 71,49 %) respectivement (figure
5.10).

Figure 5.10 : Effet du BECS (200 mg/kg) sur les parametres inflammatoires dans le
cerveau des rats rendus diabétiques a la STZ.
Les valeurs sont exprimées en terme de moyenne arithmétique + écart type (n=12) ; *:
Comparaison des groupes vis-a-vis des témoins ; (ns : non significatif); ('p<0.05);
("'p<0.01); ¥: Comparaison des groupes vis-a-vis du BECS; (¥p<0.05); (*p<0.01); £:
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Comparaison des groupes vis-a-vis du groupe STZ; (}p<0.05); (*p<0.01); §: Comparaison
entre le groupe STZ + Metf et le groupe STZ + BECS; (8p<0.05); (88p<0.01). Les valeurs
dans la case indiquent le pourcentage de protection. Le % de protection est calculé comme
suit : 100 x (valeurs de STZ)-valeurs d'échantillons/ (valeurs de STZ)-valeurs de contréle.

5.6.8. Evaluation du statut oxydant cytosolique cérébral
5.6.8.1. La peroxydation lipidique

La figure (5.11) a montré que le niveau de I’'MDA cérébral était significativement
(P<0,01) augment¢ chez les rats diabétiques d’environ 2,44 fois. Le traitement avec le BECS
(200 mg/kg) a diminué significativement (P<0,01) le niveau de ’'MDA jusqu'a 78,37 % par
rapport a la metformine (82,88 %).

2
3 Control
—_ S BECS
€ 16 [
2 ® STZ
o
o B STZt + Metf
2 12 |
§ ’ S STZ + BECS
(o)
€
[ o
: 08 +
a
S
04
0

Figure 5.11 : Effet du BECS (200 mg/Kg) sur le niveau de I’MDA dans le cerveau des rats
rendus diabétiques a la STZ.

Les valeurs sont exprimées en terme de moyenne arithmétique + écart type (n=12) ; *:
Comparaison des groupes vis-a-vis des témoins ; (ns : non significatif); (|p<0.05);
("'p<0.01); ¥: Comparaison des groupes vis-a-vis du BECS; (*p<0.05); (¥p<0.01); £:
Comparaison des groupes vis-a-vis du groupe STZ; ((p<0.05); (*p<0.01); §: Comparaison
entre le groupe STZ + Metf et le groupe STZ + BECS; (§p<0.05); (88p<0.01). Les valeurs
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dans la case indiquent le pourcentage de protection. Le % de protection est calculé comme

suit : 100 x (valeurs de STZ)-valeurs d'échantillons/ (valeurs de STZ)-valeurs de contréle.
5.6.8.2. Activité enzymatique du systéme glutathion cytosolique

Dans la présente étude, I’induction du diabéte a la STZ a clairement réduit le taux
du GSH dans le cerveau et les enzymes associées au systeme-GSH, comme en témoigne la
baisse des taux du GSH, de GST, de GR et de GPx.

Le traitement des rats avec I’extrait BECS a rétabli le niveau du GSH et les
enzymes du systeme GSH a des niveaux normaux. Une réponse marquée (61,66 %) du
GSH a été observée dans le cerveau des rats traités par le BECS par rapport au traitement
par la metformine (70,07 %), aussi le traitement des rats pendant 28 jours avec 1’extrait
BECS a inversé les taux de GPx (60,61 %), de GST (78,57 %) et de GR (74,30 %).
L’efficacité du BECS était comparable a celle de la metformine dans la restauration de la

GPx (73 %), de la GST (81,10 %) et de la GR (79,64 %) (Figure 5.12).
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Figure 5.12 : Effet du BECS (200 mg/Kg) sur les enzymes métabolisant le glutathion dans
le cerveau des rats rendus diabétiques a la STZ.
Les valeurs sont exprimées en terme de moyenne arithmétique + écart type (n=12) ; *:

Comparaison des groupes vis-a-vis des témoins ; (ns : non significatif); (|p<0.05);
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("'p<0.01); ¥: Comparaison des groupes vis-a-vis du BECS; (*p<0.05); (*p<0.01); £:
Comparaison des groupes vis-a-vis du groupe STZ; (}p<0.05); (*p<0.01); §: Comparaison
entre le groupe STZ + Metf et le groupe STZ + BECS; (8p<0.05); (88p<0.01). Les valeurs
dans la case indiquent le pourcentage de protection. Le % de protection est calculé comme

suit : 100 x (valeurs de STZ)-valeurs d'échantillons/ (valeurs de STZ)-valeurs de contréle.
5.6.8.3. Activité enzymatique de la CAT et de la SOD cytosolique

La (figure 5.13) montre que aprés I’administration de la STZ (60 mg/kg), une
réduction significative de 1’activité cerébrale de la SOD (1,32+0,1 U/mg de protéine) et de
la CAT (3,22+0,3 U/mg de protéine) a été notée. Le traitement des rats par le BECS a
significativement restauré I’activité de la SOD (2,01+0,2 U/mg de protéine) et de la CAT
(6,41+0,8 U/mg de protéine). La metformine a également enregistré une réduction a 1’ordre
de (2,08+0,3 U/mg de proteine) pour la SOD, et de (6,41+0,8 U/mg de protéine) pour la
CAT.
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Figure 5.13 : Effet du BECS (200 mg/Kg) sur les activités enzymatiques SOD et CAT
cérébrale chez les rats rendus diabétiques a la STZ.
Les valeurs sont exprimées en terme de moyenne arithmétique + écart type (n=12) ; *:

Comparaison des groupes vis-a-vis des témoins ; ('p<0.05); (" p<0.01); ¥: Comparaison des
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groupes vis-a-vis du BECS; (¥p<0.05); (¥p<0.01); £: Comparaison des groupes vis-a-vis du

groupe STZ; (°p<0.05); (*p<0.01); §: Comparaison entre le groupe STZ + Met et le groupe

STZ + BECS; (8p<0.05); (88p<0.01). Les valeurs dans la case indiquent le pourcentage de
protection. Le % de protection est calculé comme suit : 100 x (valeurs de STZ)-valeurs

d'échantillons/ (valeurs de STZ)-valeurs de controle.
5.6.9. Marqueurs du stress oxydant dans la fraction cytosolique pancréatique

Les rats rendus diabétiques a la STZ, ont développé une augmentation significative
(p<0,01) de la peroxydation lipidique (MDA) dans le pancréas. Le traitement des animaux
par le BECS a la dose de (200 mg/kg) et par la metformine a la dose de (200 mg/kg) a
fourni une protection significative (p <0,01). Les niveaux élevés de ’MDA sont diminués
lors du traitement par le BECS (71.62 %) par rapport au groupe traité par la metformine
(79.67 %) (Figure 5.14 a).

Les résultats de 1’étude de I’influence d’un traitement de 28 jours par le BECS sur
le taux du GSH pancréatique sont rassemblés dans la figure (5.14). Une diminution
significative du taux du GSH pancréatique a été constatée chez les rats rendus diabétiques
a la STZ, suivie d’une réduction des activités des enzymes liées au systéme-GSH a savoir

la GST et la GPx (figure 5.14 a, b).

Cependant, 1’administration quotidienne du BECS pendant 28 jours a pu restaurer
le taux du GSH pancréatique (71.88 %), ainsi que le taux de GPx (72.36 %) et de GST
(81.75 %). L’antidiabétique utilisé a également pu restaurer le taux de ce systéme
antioxydant a I’ordre de (83.93 %) pour le GSH, et de (89.94 %) et (87.22 %) pour la GPx
et la GST respectivement (figure 5.14 a, b).

L’activité enzymatique de la CAT et de la SOD dans le pancréas des rats rendu
diabétiques a la STZ a significativement diminuée (1,33+£0,1 U/mg protéine et 0,35+0,05
U/mg protéine ; P < 0,01) par rapport aux rats témoins (3,54+0,3 U/mg protéine et
1,55+0,01 U/mg protéine ; P < 0,01) respectivement. L’extrait BECS (200 mg/kg) a
préservé ’activité de la CAT cytosolique jusqu’a (76.01 %) et celle de SOD la cytosolique
jusqu’a (75 %). La metformine, antidiabétique oral standard a permis de préserver
I’activité de la CAT et de la SOD chez les rats diabétiques par un pourcentage de (80.54
%) et (77.50 %) respectivement (figure 5.14 b).



Résultats Chapitre 5

Figure 5.14 (a, b) : Effet du BECS (200 mg/Kg) sur les marqueurs du stress oxydatif de la
fraction cytosolique du pancréas chez les rats rendus diabétiques a la STZ.

Les valeurs sont exprimées en terme de moyenne arithmétique + écart type (n=12) ; *:
Comparaison des groupes vis-a-vis des témoins ; ((p<0.05); (" p<0.01); ¥: Comparaison des
groupes Vis-a-vis du BECS; (*p<0.05); (*p<0.01); £: Comparaison des groupes vis-a-vis du
groupe STZ; (5p<0.05); (*p<0.01); §: Comparaison entre le groupe STZ + Met et le groupe
STZ + BECS; (8p<0.05); (88p<0.01). Les valeurs dans la case indiquent le pourcentage de

protection. Le % de protection est calculé comme suit : 100 x (valeurs de STZ)-valeurs

d'échantillons/ (valeurs de STZ)-valeurs de controle.
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5.6.10. Etude histologique
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Figure 5.15 : Photomicrographies de changements histopathologiques dans le pancréas des
rats rendus diabétiques a la STZ (X 200). Tissu pancréatique de 12 rats wistar albinos dans

chaque groupe, coloré a I'hématoxyline et a I'éosine (H & E).

(A). (Contrdle): architecture normale des cellules acineuses (AC), ilots pancréatiques

normal de cellules de Langerhans (IL).

(B). (Diabétique): cellules acineuses anormales (ABC), hypocellularité des ilots de
Langerhans (HIL), vacuolisation sévere (vac), necrose (N) et une atrophie légére

vacuolisation dans les cellules des Tlots (V).

(C). (Diabétique + BECS): récupération de la plupart des cellules acineuses normales,

minimisation des cellules vacuolisées et réduction des zones nécrotiques.

(D). (Diabétique + metformine) : Iégere amélioration de I'Tlot pancréatique et les cellules

acineuses et une legére dégénérescence.
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Figure 5.15 : Photomicrographies de changements histopathologiques dans le cerveau des
rats rendus diabétiques a la STZ (X 200). Tissu cérébral de 12 rats wistar albinos dans

chaque groupe, coloré a I'hématoxyline et a I'éosine (H & E).

(A). (Contrdle): coupes histologiques du cortex cérébral montrent; architecture
histologique normale, population de neurones, cellule pyramidale (PYR), cellule de la

névroglie (NG), capillaire (CP) et neuropile (NP).

(B). (Diabétique): modifications histologiques multifocales dans le cortex cérébral. La
structure du cortex était désorganisée, vacuolisation du neuropile (NPV), dégénérescence
neuronale (ND), cellules pyramidales endommagées (DPYC), infiltration cellulaire (IF),

congestion vasculaire et hémorragie (VCH).

(C). (Diabétique + BECS): diminution de I'incidence des lésions neuropathologiques,
moins de vacuolisations, moins de neurones endommagés et des cellules pyramidales

presque normales.

(D). (Diabétique + metformine) : aspect histologique presque normal, architecture

cérébrale préservée et des cellules pyramidales régulieres.
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6. Discussion

Le diabéte sucré est considéré comme un groupe de plusieurs troubles métaboliques
(Rojas et Gomes, 2013). 1l est causé par la dégradation des glucides, des protéines et des
lipides, caractérisée par une augmentation des niveaux de glucose sanguin (hyperglycémie)
résultant d’une production insuffisante ou insuffisante d’insuline (Giannoulaki et al.,
2020). Les systemes de défense antioxydants naturels protégent les biomolécules des
dommages causés par ERO/ERN. Cet effet protecteur peut étre accru par 1’utilisation
d’oligo-¢éléments (vitamines C et E, B-carotene) et par des ingrédients non nutritifs tels que
les composés phénoliques et les flavonoides présents dans les plantes (Sen et al., 2011).
Bien que l'effet antihyperglycémiant de C.spinosa sur des rats diabétiques a €été rapporté
(Hashemnia et al., 2012; Mohammadi et al., 2012; Kazemian et al., 2015; Mollica et
al., 2017; Jalali et al., 2016), le r6le de C.spinosa dans la neuropathie diabétique n’a pas
encore étudié. Cependant, quelques études ont mesuré l'activité des enzymes
antioxydantes, particulierement GPx, chez les modéles animaux du diabéte type 1. La
présente étude a donc été menée pour étudier 1’activité antihyperglycémique, antioxydante
et neuroprotective de 1’extrait n-BuOH de C.spinosa chez des rats rendus diabétiques a la
streptozotocine a I’aide de différentes méthodes in vitro et in vivo.

Le criblage phytochimique préliminaire de la partie aérienne de C. spinosa a révélé la
présence d'un large éventail de composés naturels tels que les alcaloides, les saponines, les
terpénoides, les composés phénoliques, les anthocyanes, les flavonoides, les glycosides, les
tanins et les stérols. Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés par Yang et al.
(2008) et Rajesh et al. (2010).

Le choix de quantifier les polyphénols parmi les différentes substances
phytochimiques, réside de fait que les polyphénols ont des activités biologiques tres
importantes. De méme pour les flavonoides qui sont considérés comme la classe la plus
importante des composes phénoliques.

En particulier, les phénols et les polyphénols sont les principaux métabolites
secondaires présents dans une plante qui agit comme antioxydant ou capteur de radicaux
libres (Mutee et al., 2010). L'extrait n-BuOH de C.spinosa avait l'activité antioxydante et
la teneur totale en composés phénoliques les plus élevées. Nos résultats sont en accord
avec Tlili et al. (2015) qui ont rapporté que le BECS rapportait une teneur plus élevée de
contenu phénolique. Cependant, ces taux éelevés peuvent s'expliquer par l'utilisation de

différentes techniques d'extraction qui améliorent de 5 a 10 fois la récupération des
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composés phénoliques (Shinde et al., 2010). En comparaison, Aliyazicioglu et al. (2013)
ont signalé une teneur phénolique totale plus faible chez le C. spinosa turc. Une étude
récente menée par un groupe lranien a démontré que les feuilles étaient tres riches en
composés phénoliques (Rad et al., 2021). L'emplacement géographique, les méthodes de
traitement et d'autres facteurs peuvent jouer un role dans cette variation (Bonita et al.,
2002).

La méthode LC-MS a été appliquée pour 1’évaluation des profils polyphénoliques de
I’extrait n-BuOH de la plante C.spinosa. En utilisant le mode SIM (suivi ionique
sélectionné) les pics correspondants d’acide gallique, d’acide chlorogénique, d’acide
vanillique, d’acide gentisique, d’acide caféique, d’acide p-coumarique, de rutine, acide
sinnamique, acide férulique, acide chicorique, naringine, hespéridine, acide rosmarinique,
quercétine, catéchine, épicatéchin, kaempferol et resvératrol ont été obtenus.

Plusieurs études phytochimiques réalisées sur le BECS ont révélé des différences entre
les teneurs en composés phénoliques. Dans nos résultats, plusieurs composés ont été
détectés ; seuls dix composés phénoliques ont été identifiés dans le BECS en comparant
leurs temps de rétention avec ceux des standards commerciaux disponibles. Les plus
abondants étaient I'acide chlorogenique (5659,158 mg/Kg) et la rutine (2037,19 mg/Kg),
suivis de la quercétine (487,543 mg/Kg), de l'acide p-hydroxybenzoique (313,392 mg/Kg),
de I'acide sisorique (278,486 mg/Kg ), acide caféique (159,115), acide gentisique (150,402
mg/Kg), acide gallique (132,519 mg/Kg), kaempférol (36,519 mg/Kg) et acide
rosmarinique (25,05 mg/Kg). En accord avec nos résultats, plusieurs études ont noté que la
rutine est la plus abondante chez C. spinosa. Nos résultats corroborent ceux obtenus par
Boudries et al. (2019), qui ont rapporté la présence de cing produits communs et d'autres
composés différents dans lesquels la rutine avait la concentration la plus élevée dans
I'extrait éthanolique des boutons floraux de C. spinosa (région de Bejaia ; Nord Algérie).
Mollica et al. (2017) ont rapporté que I'extrait méthanolique de la feuille et des bourgeons
de C. spinosa contient une grande quantité de flavonoides dans lesquels la rutine a été
déterminée comme un flavonoide majeur avec d'autres composes differents. En revanche,
Stefanucci et al. (2018) et Mollica et al. (2019) ont également découvert que la rutine était
le composé phénolique prédominant dans les bourgeons de C. spinosa récoltés dans
différentes régions.

De maniere générale, différents composés tels que la quercetine, le kaempférol, la
rutine (querceétine-3-O-rhamnoglucoside), le kaempférol-3-O-B-rutinoside (kaempférol-3-

orhamnoglucoside), le kaempférol-3-rhamnosyl-rutinoside, ont été rapportés dans de
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nombreuses parties de la plante C. spinosa, telles que les feuilles, les graines, les baies et
les bourgeons floraux (Wiese et al., 2013 ; Tagnaout et al., 2016 ; Jiménez-Lopez et al.,
2018 ; Aksay et al., 2021) a différentes concentrations. Malgré le fait que les C. spinosa
sont généralement connus pour leur richesse en rutine, la composition phénolique
spécifique des extraits de C. spinosa dépend de plusieurs facteurs, qui peuvent étre dus a la
technique utilisée, au type de solvants et a l'origine des échantillons, comme cela a déja été
signalé pour de nombreuses espéces (Jiménez-Lbpez et al., 2018 ; Aksay et al., 2021 ;
Kirkan et al., 2021).

Diverses études ont précédemment rapporté que les acides phénoliques possédent des
activités anti-oxydantes puissantes (Can et al., 2015 ; Elmastas et al., 2015). Dans une
étude antérieure indiquait que les concentrations d'acide phénolique ont augmenté en
fonction de la maturation des fruits et des herbes aromatiques (Ozkan et al., 2010).

Récemment, I'étude de la capacité antioxydante totale a suscité d'intérét a explorer le
role potentiel des produits riches en antioxydants contre certaines maladies dégénératives
(Serafini et al.,2002) afin de sélectionner des variétés susceptibles d'avoir des effets
bénéfiques sur la santé (Frusciante et al., 2007). Les antioxydants sont des composés qui
protéegent les cellules contre les effets indésirables des especes réactives de I'oxygéne
(Singleton, 1999). Dans ce travail, différentes méthodes d'essais in vitro ont été réalisées
pour évaluer l'activité antioxydante du BECS (FRAP, PM, DPPH et ABTS).

Le test DPPH® est souvent utilisé pour évaluer I'activité antioxydante des substances
chimiques présentes dans les aliments en raison de leur haute stabilité, de sa faisabilité
expérimentale et de son faible colt (Yeo et Shahidi, 2019). L'extrait méthanolique de
C.spinosa était capable de réduire le radical stable DPPH en diphénylpicrylhydrazine de
couleur jaune, cette capacité de piégeage des extraits sur DPPH® était peut-étre due a
I'activité de piégeage antiradicalaire des composés phénoliques presents dans I'extrait
(Jadeja et al ., 2009). Plusieurs auteurs ont rapporté une activité de piégeage du DPPH de
différentes parties de C. spinosa (Assadi et al., 2021; Aksay et al., 2021). L’activité
antioxydante de notre extrait n-butanolique est assez mieux a celle obtenue par Fadili et al.
(2017) pour leurs études de la plante Capparis spinosa L (fruits et feuilles).

Il est bien connu que les capacités antioxydantes des échantillons de plantes peuvent
étre influencées par de nombreux facteurs, tels que le solvant d’extraction et le systéme
d’essai. Par conséquent, il est nécessaire d’effectuer différentes évaluations de 1’activité

antioxydante pour tenir compte de divers mécanismes d’action. Pour cette raison, un autre
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test basé sur la capacité d’antioxydant a piéger I’ ABTS" a été utilisé pour déterminer les
capacités antioxydantes (Deng et al., 2012).

L’ABTS est un autre radical synthétique, et plus polyvalent que le DPPH®, parce que le
modele ABTS peut évaluer I’activité de piégeage pour les échantillons polaires et non-
polaires.

Le résultat indique clairement que I'extrait n-butanolique a une activité intéressante de
piégeage des cations radicalaires ABTS. L'ordre d'activité de piégeage des radicaux ABTS
des composés testés était presque similaire a celui observé pour le DPPH®.

En plus du test DPPH, les chercheurs ont également utilisé le test du pouvoir
antioxydant réducteur ferrique (FRAP) pour évaluer I’activité antioxydante d’un extrait
(Djenidi et al., 2020). Ce test est basé sur la capacité de I'échantillon en présence
d'antioxydant & réduire le fer ferrique (Fe**) en fer ferreux (Fe®*) en donnant un électron
(Bouaziz et al., 2015). Dans cette étude, le C.spinosa a montré une activité réductrice
ferrique. Cependant, le pouvoir réducteur ferrique était plus faible dans I'extrait végétal que
dans l'acide ascorbique. Les antioxydants sont capables de piéger les radicaux libres in
vitro en réduisant le complexe Fe**/ferricyanure & la forme ferreuse (Fe?*) grace a la
capacité de transfert d'électrons (Giacco et Brownlee, 2010).

Notre résultat pour 1’extrait n-butanolique s’aveére moins faible que celui obtenu par
Kalantari et al. (2017) pour les extraits ActOH et CHClIs.

Le pouvoir réducteur de la plante C. Spinosa est probablement di a la présence de
groupement hydroxyle dans les composés flavoniques qui peuvent servir comme donneur
d’¢électron. Des travaux antérieurs ont également montré que le pouvoir réducteur d’un
composé peut servir comme un indicateur significatif de son activité antioxydante
potentielle (Jeong et al., 2004 ; Kumaran, 2007).

De plus, nous avons évalué la capacité antioxydante totale de C. spinosa en
évaluant la formation du complexe phosphomolybdate (Chaouche et al., 2014). Nos
résultats ont montré que C.spinosa présentait une activité dans la formation de complexes
phosphomolybdates d'une maniére dépendante de la concentration. L'activité antioxydante
peut étre due a différents mécanismes, tels que la prévention de l'initiation de la chaine, la
décomposition des peroxydes et la prévention de l'extraction continue d'hydrogéne, le
piégeage des radicaux libres, la capacité de réduction et la liaison des catalyseurs d'ions de
métaux de transition (Mao et al., 2006).

L'évaluation de I’activité antioxydante de I'extrait n-BuOH de la plante C.spinosa

confirme sa grande richesse en métabolites secondaires, une autre raison qui nous a
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poussées d'évaluer son activité hypoglycémiante. La tolérance orale au glucose et la
capacité de I'extrait n-BuOH a inhiber I'a-amylase et I'a-glucosidase ont été testées.

Dans le test de tolérance au glucose, les taux plasmatiques de glucose chez les rats
traités par C.spinosa sont revenus aux taux a jeun dans les 180 minutes suivant
I’administration de glucose. L’administration de C.spinosa a efficacement empéché
I’augmentation du glucose plasmatique sans provoquer d’hypoglycémie. Cet effet peut
survenir en raison de la réduction de 1’absorption intestinale du glucose ou de I’induction
d’un processus glycogénique, ainsi que de la réduction de la glycogénolyse et de la
glyconéogenese (Shirwaikar et al., 2005).

Les tests d'inhibition enzymatique ont montré une forte activité d'inhibition sur I'a-
amylase et I'a-glucosidase qui sont des enzymes clés dans le métabolisme des glucides.
L’inhibition de ces enzymes a été associée a la régulation de la glycémie aprés un repas
glucidique. En outre, il a été rapporté que les polyphénols alimentaires, en plus de leur
effet antioxydant, ils exercent également un effet anti-hyperglycémiant en se liant aux
transporteurs de glucose (Tundis et al., 2010) et en inhibant de maniéere compétitive les
enzymes digestives (Bischoff, 1994). De plus, de nombreuses herbes riches en composés
phénoliques présentent une forte interaction avec les protéines et peuvent inhiber leurs
activités enzymatiques en formant des complexes et en changeant la conformation (Liu et
al., 2013). Donc P’activité inhibitrice de l'extrait de C.spinosa pourrait étre due a la
présence d’un certain nombre de constituants phytochimiques comme les tanins, les
flavonoides et les terpénoides (Chang et al., 2013; Rasouli et al., 2017).

D'autre part, la cytotoxicité de I'extrait n-butanolique a été testée contre les lignées
cellulaires tumorales humaines C6 (gliome cérébral de Rattus norvegicus) a l'aide d'un
dosage de sulforhodamine B (SRB), qui est un dosage colorimétrique sur microplaque a
point final (Skehan et al., 1990). SRB est un colorant aminoxanthene rose vif avec deux
groupes sulfoniques. Il s'agit d'un colorant protéique qui se lie aux groupes aminés de
protéines intracellulaires dans des conditions légerement acides afin de fournir un indice
sensible de la teneur en protéines cellulaires (Jantrawut, 2014). A partir des résultats, il
est clair que, I'extrait n-butanolique de C.spinosa n'a montré aucune toxicité contre les
lignées cellulaires de cancer du cerveau C6. Saleem et al. (2021) ont trouvé les mémes
résultats sur la ligne de cellule mammaire testée (MCF-7 et MDA-MB-231). Les résultats
de Khang et al. (2022) ont également montré que 1’extrait éthanolique des feuilles de
Capparis dongvanensis avait des effets inhibiteurs sur quatre lignées cellulaires

cancéreuses (HeLa, A549, Hep-G2 et MCF7). Les rapports de la littérature ont suggéré que
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C. spinosa était sans danger, dans un essai clinique de 2 mois ; les patients diabétiques
ayant recu de I'extrait de fruit de C. spinosa (400 mg trois fois par jour) n‘'ont montré aucun
signe d'effet indésirable (Huseini et al., 2013). Une étude de toxicité aigué in vivo
d'extraits méthanoliques de fruits et d'écorces de racines de C. spinosa a des doses orales
allant de 500 a 5000 mg/Kg de poids corporel n'a montré aucune toxicité rénale ou
hépatique (Meddour et al., 2019). Ces résultats étaient en accord avec ceux trouvés par
Sini et al. (2011), qui ont rapporté une DL50 supérieure a 5000 mg/Kg pour C. spinosa.
Les composés phytochimiques ou leurs combinaisons peuvent étre responsables de
I'activité anticytotoxique des extraits (Chahar et al., 2011). Diverses études scientifiques
ont rapporté que la présence de flavonoides était responsable de I'activité anticancéreuse
des plantes (Barrajon-Catalane et al., 2010). Bakr et al. (2016) aussi ont rapporté que
C.spinosa est une source riche en glycosides phénoliques et en flavonoides qui contribuent
a sa puissante activité anticytotoxique.

La streptozotocine (STZ) en tant qu'antibiotique et agent anticancéreux (Eidi et al.,
2006) a été utilisée comme agent inducteur du diabéte sucré en causant des dommages
sélectifs aux cellules B-pancréatiques génératrices d’insuline (Zhang et al., 2015). La
streptozotocine pénetre dans la cellule B et forme le fragment méthyl nitrosourée qui
provoque l'alkylation de I'ADN. La position O6 des résidus de guanine dans I'ADN est
particulierement sensible a l'alkylation. Cet endommagement de I'ADN induit par
I'alkylation provoque l'activation de la poly ADP-ribosylation qui conduit a 1’épuisement
de NAD" et d'ATP cellulaire. 1l en résulte une déphosphorylation accrue de I'ATP.
L'augmentation de la déphosphorylation de I'ATP augmente I'apport en substrat pour la
xanthine oxydase, ce qui entraine la formation de radicaux superoxydes. Par conséquent, le
peroxyde d’hydrogéne et les radicaux hydroxyles sont également générés (Szkudelski,
2001), qui semblent étre des facteurs communs dans la mort des cellules B, conduisant
généralement au diabéte de type | (Masiello et al., 1998). En outre, la streptozotocine
libeére des quantités toxiques d’oxyde nitrique (NO) qui inhibent ’activité de I’aconitase et
contribuent a I'endommagement de I'ADN (Szkudelski, 2001). La metformine, un
diméthylbiguanide, est un medicament oral qui a été choisi comme un contréle positif pour
évaluer l'activité hypoglycémique dans le diabéte expérimental induit a la STZ (Ustinova
et al., 2020). L'action thérapeutique de la metformine est attribuée principalement a ses
effets au niveau des hépatocytes, avec une diminution de la production de glucose et au

niveau des cellules musculaires, comme amelioration de I'absorption du glucose (Cheng et
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al., 2006). La metformine affecte également la fonction de nombreux autres types de
cellules, y compris les cellules B pancréatiques (Vigneri et al., 1982).

Dans notre étude, I'induction du diabéte a été confirmée par des taux élevés de
glycémie a jeun, et comme prévu, les rats diabétiques présentaient une polyphagie, une
polydipsie, une polyurie et une perte de poids corporel (Song et al., 2016 ; Sheng et al.,
2017). De plus, I'injection intrapéritonéale d'une dose de 60 mg/Kg de STZ a exercé un
effet nécrotique sur les cellules B pancréatiques productrices d'insuline menant a une
hyperglycémie dans les 48 aprés son injection. (Sicrée et al., 2006). Ces résultats sont
associes a des ilots irréguliers de cellules de Langerhans et a une nécrose des cellules dans
notre étude histopathologique.

Selon les résultats de la présente étude, I'administration du BECS a
considérablement réduit les effets indésirables du diabéte induit & la STZ. Nous pouvons
suggérer que le traitement du BECS pendant une période de 28 jours a donné des résultats
significatifs chez les rats rendus diabétique a la STZ. C. spinosa a induit une diminution de
la glycémie similaire a la metformine, un médicament antidiabétique standard, et cet effet
s'est également reflété par la diminution de la consommation quotidienne d’cau et
d’aliments. Cela est peut-étre di a la stimulation de la sécrétion d'insuline par les cellules
pancréatiques restantes, qui a son tour améliore l'utilisation du glucose par les tissus
périphériques des rats diabétiques, soit en favorisant I'absorption et le métabolisme du
glucose, soit en inhibant la gluconéogenese hépatique (Saravanan et al., 2009), ou
réduction de l'indice glycémique des glucides et de la réduction de I’effet du glutathion
(Patel et al., 2012). Des extraits de différentes parties de la plante C.spinosa se sont avérés
tres efficaces dans le contrdle de la glycémie chez les diabétiques expérimentaux
(Kazemian et al., 2015; Jalali et al., 2016 ; Assadi et al., 2021).

Le poids corporel des rats rendus diabétiques a la STZ a été réduit dans le groupe
diabétique par rapport aux rats normaux, probablement en raison de l'augmentation du taux
de protéolyse et de lipolyse pour la génération de glucose dans I'état diabétique, ce qui
entraine une perte de tissu adipeux et une atrophie musculaire (Budin et al., 2013 ;
Oyedemi et al., 2011). Ces resultats concordent avec les observations précédentes qui ont
également rapporté une perte de poids corporel (Montano et al., 2010; Juarez-Rojop,
2012). Une augmentation significative a été observée dans le poids corporel des rats
diabétiques traités avec le BECS par rapport a la metformine et aux rats diabétiques, ce qui

indique l'effet préventif de l'extrait sur la degradation des protéines structurelles, ces
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résultats sont en accord avec d’autres études menées chez des animaux de laboratoire
(Kazemian et al., 2015; Pournaghi et al., 2012).

Dans le systeme nerveux central (SNC), l'insuline est impliquée non seulement dans
la régulation de la production de glucose, mais aussi dans le maintien de la survie et du
développement neuronaux (Eidi et al., 2006). Des troubles de la voie de signalisation de
I'insuline dans les régions périphériques et cérébrales ont été impliqués dans le diabéte
(Hallschmid et Schultes, 2009). Par conséquent, la carence en insuline peut contribuer au
développement de I'encéphalopathie diabétique chez I’animal induit a la STZ.

Dans la présente étude, I'induction du diabéte a la STZ a entrainé une réduction du
taux d'insuline plasmatique et de I'insuline cérébrale par rapport aux rats du groupe controle.
Le groupe traité par C.spinosa a montré une amélioration significative de I'insuline
plasmatique et cérébrale, similaire a celle de la metformine. Dans le groupe diabétique, la
Iésion pathologique induite dans les Tlots de langerhans du pancréas a entrainé une faible
sécrétion d'insuline par les cellules B par rapport a celle du groupe controle. Il a été rapporté
que linsuline a la capacité de traverser la barriere hémato-encéphalique et qui est
abondamment détectée dans le cerveau (Zhou et al., 2015). Il convient de mentionner que la
quantité d'insuline dans le SNC est bien inférieure a la quantité d'insuline dans le plasma ;
bien que leurs niveaux soient corrélés, nous savons donc que la source la plus importante
d'insuline pour le cerveau est son transport a travers la barriere hémato-encéphalique
(Strachan et al., 2003). Le diabete sucré a long terme peut perturber la structure de la
barriere hémato-encéphalique entrainant des lésions vasculaires (Dai et al., 2002). D'apres
I'étude actuelle, nous supposons que le traitement par C. spinosa ressemble a l'effet de la
metformine qui peut traverser rapidement la barriere hémato-encéphalique (E.abuzek et al.,
2010).

Le C-peptide secrété par les cellules pancréatiques (Bowman et al., 2012) est 1’'un
des facteurs reflétant la carence en insuline (Gottsater, 1999). Les faibles concentrations de
peptide C et la diminution de la fonction des cellules béta ont été associées a une variabilité
glycémique accrue (Hope et al., 2016); par conséquent, le peptide C est utile pour évaluer le
fonctionnement des cellules B pancreatiques (Sari et Balci, 2005 ; Saisho, 2015).
L’induction du diabéte a la STZ a entrainé une réduction du taux plasmatique de peptide C
par rapport aux rats du groupe contrdle. Les concentrations plasmatiques de peptides C
refletent la quantité absolue de sécrétion d’insuline endogeéne (Leighton et al., 2017). Le
groupe traité au BECS a montré une amélioration significative du peptide C plasmatique par

rapport aux rats traités a la metformine. Un dépistage phytochimique préliminaire de la partie
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aérienne de C. spinosa a révélé la présence d’un large éventail de composés naturels comme
les alcaloides, les saponines qui ont été mentionnés comme agents antidiabétiques chez les
rats diabétiques ou dans des essais cliniques (Choudhary et al., 2011 ; Zheng et al., 2012).
Fait intéressant, les interactions synergiques possibles des composés phénoliques contenus
dans le BECS, principalement la quercétine, la rutine, le 4-hydroxybenzoique et I’acide
chlorogénique peuvent étre bénéfiques (Patel et al., 2012).

Les AGE et I'némoglobine glyquée sont d'autres marqueurs du stress oxydatif et des
dommages protéiques ultérieurs dans des conditions du diabéte sucré. Une disponibilité
excessive de glucose favorise une production accrue d'AGE (Singh et al., 2013). Les AGE,
qui ont été considérés comme des biomarqueurs possibles pour le diagnostic des
complications du diabéte, sont générés par une réaction non enzymatique du glucose en
utilisant des groupes amino sur les acides aminés protéiques au cours du diabéte (Xing et
al., 2016). L'hyperglycémie qui est une caractéristique clinique du diabéte sucré mal
contr6lé, entraine une augmentation de la glycation des protéines entrainant une altération
structurelle et fonctionnelle des protéines, y compris I'némoglobine (Lyons et Basu.,
2012). L'hémoglobine glycosylée est un excellent marqueur pour l'observation du statut
glycémique ainsi que pour le contréle ingénieux du glucose sanguin, au fur et & mesure de
son évolution et de sa stabilité (Kasetti et al., 2010). Dans I'étude actuelle, le taux d'HbAlc
était significativement élevé chez les rats diabétiques, ce qui est en accord avec les études
précédentes (Babukumar et al., 2017 ; Muruganathan et al., 2017). Ce niveau est dd a
I'nyperglycémie persistante, qui provoque la glycation de I'hémoglobine (Khan et al.,
2015), la diminution significative de I'HbAlc chez les rats diabétiques apres
I'administration du BECS indique que la glycémie globale est contrdlée, ces résultats
suggérent que le BECS peut empécher la formation de produits d’/Amadori (Chatterjea et
Shinde, 2002) qui peuvent conduire a l'oxydation des protéines et indiquent que la
glycémie globale est contrdlée, ce qui doit étre di a I'amélioration de la sécrétion d'insuline
comme indiqué ci-dessus. De plus, le BECS pourrait directement diminuer la formation
d’hémoglobine glyquée, possiblement due a une activité antioxydante (Pari et Saravanan,
2004). Ces résultats s'ajoutent a ceux de Huseini et al. (2013) ont rapporté que les patients
qui prenaient quotidiennement 1200 mg d'extraits de fruits de C. spinosa pendant 2 mois
avaient un taux d'hémoglobine glycosylée significativement plus faible. Aussi les résultats
de notre étude étaient en désaccord avec des études antérieures sur les taux d'HbAlc chez

les rats ayant recu une seule injection intrapéritonéale (IP) de STZ (30 mg/Kg), et qui ont
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constaté que I'HbAlc n’avait pas changé chez les diabétiques traités par C. spinosa
(Assadi et al., 2021).

Le BECS a montré une amélioration significative des taux plasmatiques d'AGE par
rapport a la metformine. Fait intéressant, l'effet anti-AGE du BECS pourrait étre dd a sa
richesse en polyphénols identifiés par analyse LC-MS/MS, en particulier les agents les plus
abondants et les plus puissants rapportés ; I'acide chlorogénique et la rutine qui ont tous été
signalés comme inhibant de maniere significative la modification des protéines médiée par
le glucose, les principaux inhibiteurs des AGE (Khan et al., 2019 ; Spagnuolo et al.,
2021).

La dyslipidémie est une complication secondaire accompagnée d'un effet a long
terme du diabéte et elle a fait I’objet de nombreuses discussions au cours des derniéres
décennies (Mooradian, 2009). Au cours du diabéte, les niveaux de cholestérol total (CT)
et des triglycérides (TG) augmentent dans le sang, tandis que les niveaux de cholestérol
HDL diminuent, entrainant des complications secondaires. Les niveaux de CT, TG et HDL
sont importants dans 1’évaluation du métabolisme lipidique dans le diabéte (Yan et al.,
2015). Selon le résultat actuel, un profil lipidique altéré a été observé chez les rats rendus
diabétique a la STZ par rapport au rats normaux (augmentation du cholestérol total, des
triglycérides, de LDL et diminution des niveaux de HDL), tandis que le traitement par
I’extrait de C.spinosa a pu corrigeait la dyslipidémie observée a un degré semblable a celui
de la metformine. En plus, le traitement avec I'extrait n-butanolique de la plante pendant 28
jours a montré une diminution des taux de triglycérides et de cholestérol total et une
amélioration du taux de HDL.

Les polyphénols sont des composeés capables de réduire les niveaux de lipides dans
le sang (Byun et al, 2015), par conséquent, I’extrait n-BuOH pourrait étre bénéfique dans
I’amélioration du métabolisme lipidique, en raison de la teneur élevée en polyphénols et en
flavonoides (Rad et al., 2021). Des recherches antérieures ont indiqué que I'extrait de fruit
de la plante C.spinosa avait une activité hypolipidémiante chez les rats diabétiques (Jalali
et al., 2016 ; Rahmani et al., 2013). L'HECS (200 mg/Kg) a réduit les taux plasmatiques
de TG et de cholestérol chez les rats diabetiques (Rahmani et al., 2013). Eddouks et al.
(2017) a également montré que I'administration d'extrait aqueux de fruits de C.spinosa (20
mg/Kg) diminuait significativement les taux plasmatiques de TG et de cholestérol chez les
rats diabétiques apres 2 semaines.

La streptozotocine (STZ) est une molécule instable qui s'accumule dans les cellules

B pancréatiques et se décompose en radicaux carboxyliques; ces derniers qui sont
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hautement réactifs produisent des effets toxiques directs et indirects sur les cellules des
flots pancreatiques en augmentant la formation des ERO (Sadek et al., 2017). Plusieurs
études ont montré que la STZ pénetre dans les cellules B pancréatiques par le transporteur
de la protéine de glucose 2 et perturbe I'équilibre entre les systémes oxydants et
antioxydants, endommageant les cellules  des Tlots productrices d'insuline et induisant la
progression du diabete (Samarghandian et al., 2013 ; Strugala et al., 2019). En outre, La
réduction du systeme de défense antioxydant endogéne peut favoriser la formation de
radicaux libres, la dégradation du systeme de défense antioxydant dépendant du GSH, et
finalement l'altération séquentielle de I'équilibre redox (Moskaug et al., 2005). Selon
certaines ¢études, 1’hyperglycémie peut provoquer une augmentation de la production des
ERO, entrainant ensuite une diminution des niveaux d’antioxydants enzymatiques comme
la SOD et la CAT, ce qui conduit a la production d'une activité de piégeage des radicaux
libres, qui, est puis utilisée pour mesurer la peroxydation lipidique (Strugala et al., 2019).
Le systtme GSH fonctionne comme un facteur endogéne qui protége contre le stress
oxydatif, il est considéré une premiére ligne de défense contre les radicaux libres, et étre en
plus I’antioxydant endogeéne le plus puissant dans la plupart des cellules mammaliennes.
En plus, le GSH-PX, qui catalyse la réduction du peroxyde d’hydrogéne par deux
molécules de glutathion, est un composant aussi important du systeme de défense
antioxydant (Guan et al., 2017).

Dans notre expérimentation, il y a eu une augmentation significative de la
peroxydation lipidique dans le pancréas des rats traités a la STZ, ce qui est en accord avec
les conclusions d'autres chercheurs (Bathina et al., 2017). Le traitement avec le BECS a
une dose journaliére de 200 mg/Kg pendant 28 jours a réduit d’une fagon significative le
taux de MDA au niveau du pancréas des rats, ce qui suggere que C.spinosa présente une
capacité du piégeage des radicaux libres. Cet effet est comparable a celui de
I’antidiabétique oral utilisé.

Cependant, nous avons utilisé un systeme enzymatique pour évaluer la capacité de
notre extrait n-BuOH a inhiber la génération des radicaux libres. Les résultats obtenus ont
indiqué une reéduction du taux du GSH et du GPx dans les tissus pancréatiques des rats
diabétique, qui peut étre due a ’utilisation accrue de ces deux derniers dans la lutte contre
les radicaux libres trouvés en exces, alors que le traitement des rats diabétiques avec
C.spinosa a rétabli les deux antioxydants a la quasi-normalité, ce qui indique que le stress
oxydatif dans le tissu pancréatique a été réduit. Cela suggere que C.spinosa a la capacité

d’activer la synthése de GSH au point de surcompenser son épuisement qui résulte du
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stress oxydatif induit par le diabéete (Assadi et al., 2021). Cependant, peu d'études se sont
intéressees a l'influence du diabéte sucré sur l'activité de la GST, l'augmentation de
I'activité de la GST due au traitement par la plante C.spinosa dans le tissu pancréatique
suggeére un taux accru de conversion des métabolites hautement réactifs en exces en
conjugués moins toxiques et plus hydrophiles qui sont facilement excrétés du corps. En
outre, l'augmentation de l'activité de la GPx observee chez les rats traités par C.spinosa
peut aider les tissus a convertir l'exces de H,O, en H,O et a stopper efficacement la
propagation des réactions oxydatives.

De plus, le taux de la SOD qui est I’'un des plus importants antioxydants
enzymatiques a été évalué au cours de notre étude. Plusieurs études ont rapporté une
réduction de I’activité de la SOD dans le diabéte expérimental (Coskun et al., 2005;
Meghana et al., 2007; Qi et al., 2008; Bagri et al., 2009), qui pourrait étre le résultat
d'une suraccumulation de I'anion superoxyde dans la cellule (Raha and Robinson, 2000),
et de son inactivation par le peroxyde d'hydrogene (Ravi et al., 2004) ou par la glycation
de I'enzyme (Meghana et al., 2007). Ceci est similaire aux résultats obtenus dans notre
expérimentation, qui ont signalé aussi une augmentation significative du taux de la SOD
suite a un traitement de quatre semaines par la C.spinosa en raison de son potentiel
antioxydant et insulino-stimulateur.

L’évaluation de I’activité enzymatique de la catalase a été également réalisée. Dans
les conditions diabétiques, la production incontrélée de peroxyde d'hydrogéne due a I'auto-
oxydation du glucose, a la glycation des protéines et a I'oxydation des lipides a entrainé
une baisse marquée de l'activité de la catalase (Rajasekaran et al., 2005; Farombi and
Ige, 2007). Cependant, plusieurs études ont montré que 1’utilisation des extraits végétaux a
marqué une restauration du taux de la catalase. Nos résultats confirment aussi cette
hypothese, car le traitement des rats diabétiques par le BECS a prouvé une élévation
significative de l'activité de la catalase dans les cellules pancréatiques, cet extrait a peut-
étre pu stimuler les cellules restantes a sécréter plus d'insuline pour normaliser
I'nyperglycémie induite a la streptozotocine.

L'hyperglycémie provoque l'activation de multiples voies métaboliques, ainsi qu'un
stress oxydatif important, qui devient la cause majeure de la mort cellulaire, aboutissant a
la neuropathie diabétique (Balkrishna et al., 2022), donc I’hyperglycémie joue un role
important dans le développement de cette derniére par le biais de 1’activation de

nombreuses vois biochimiques qui comprennent ’activation de la voie du polyol (Kishore
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et al., 2017), la glycosylation autooxydative (Ighodaro, 2018), les produits finaux avancés
de glycation (AGE) et leurs récepteurs (Kaur et al., 2017; Kishore et al., 2016).

Le cerveau devient alors un organe plus sensible au stress oxydatif en raison de sa
grande consommation d’oxygene, de sa richesse en acides gras polyinsaturés, et sa faible
teneur en enzymes antioxydantes (Srivastava and Shivanandappa, 2005). La lactate
déshydrogénase (LDH) est associée a des résultats cliniques indésirables de lésions
cérébrales traumatiques. Les neurones dépendent largement du lactate en tant que substrat
énergétique principal qui favorise également la neuroprotection (Engstrom et al., 2006 ;
Jones et al., 2018). Dans notre étude, L’activité de la LDH chez le groupe des rats
diabétiques a diminué comparativement aux rats sains, ce qui signifiait une perte de
viabilité cellulaire. Nos résultats désacordent les résultats de Kumar et Bansal (2018), qui
ont découvert que I'administration centrale de STZ altérait la cohérence neuronale, ce qui
se traduisait par une augmentation de l'activité cérébrale de la LDH. Les fuites de LDH
peuvent étre dues a I’oxydation des acides gras polyinsaturés (AGPI) qui les rendent plus
hydrophiles, ce qui modifie la structure de la membrane (Sharma et al., 2005). Ces AGPI
se trouvent en grande quantité au niveau cérébrale et favorisent la génération des ERO.
L augmentation du niveau des ERO entraine une élévation du niveau de MDA qui entraine
la mort des neurones en oxydant divers composants du systeme cellulaire (Al-Enazi,
2007). En outre, le traitement des rats avec le BECS (200 mg/Kg) a réduit
considérablement le niveau de MDA et rétabli I’activit¢ de la LDH par rapport a
I’antidiabétique utilis¢; la metformine. L’augmentation de 1’activité¢ de la LDH cérébrale
observée dans le groupe BECS+STZ peut manifester la résurrection de 1’intégrité de la
membrane neuronale. Le CK-BB présent dans les astrocytes joue un role dans le transfert
d’énergie dans les tissus ayant des besoins énergétiques élevés tels que le cerveau (Nehlig
et Coles, 2007). L’induction du diabéte a la STZ a entrainé une réduction du taux
plasmatique de CK-BB, alors que le groupe des rats traités par C.spinosa a montré une
amélioration significative du taux plasmatique de CK-BB semblable a la réduction notée
chez le groupe des rats traités par la metformine. Plusieurs recherches ont indique que les
taux plasmatiques de CK-BB peuvent s’augmenter dans divers cas de 1ésions cérébrales et
déclencher des événements neurodégénératifs qui entrainent des pertes neuronales
(Sharma et al., 2019 ; Zhou et al., 2019).

La STZ est un analogue de N-méthyl-N-nitrosurée associé a 1’hexose neurotoxique
qui manifeste des symptdomes semblables a des troubles neurodégéneératifs progressifs

associés a I’age, comme la maladie d’Alzheimer (Grieb, 2016). La STZ est responsable du
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dysfonctionnement de la mémoire en provoquant la désensibilisation des récepteurs de
I’insuline dans les cellules neuronales (Hoyer, 2004). Toutefois, la STZ cause des
dommages aux neurones en raison de niveaux accrus de stress oxydatif en raison d’une
énergie et d’un métabolisme du glucose altérés et d’un niveau accru d’ERO dans le
cerveau qui est responsable de la neurodégénérescence (Prickaerts et al., 2000). Bien que
I’absorption de glucose par les transporteurs de glucose (GLUTSs) dans le systéme nerveux
central soit indépendante de la signalisation de I’insuline, une carence dans la production
d’insuline et un manque de contréle glycémique peuvent conduire a des troubles du
métabolisme du glucose central et perturber la fonction cérébrale (Lopez-Gambero et al.,
2018).

Le développement de [I’encéphalopathie diabétique est corrélé avec une
hyperglycémie persistante et la génération des ERO, qui causent 1’angiopathie cérébrale
ainsi que des anomalies neuronales (Jing et al., 2013). En outre, selon les résultats
précédents, 1’hyperglycémie peut causer une altération de la mémoire en induisant un
dysfonctionnement cholinergique. Par conséquent, la prise en charge de ’activité¢ de la
cholinestérase en plus du contrdle de I’hyperglycémie est un facteur a considérer dans la
neurodégénérescence induite par le diabete (Ademiluyi et al., 2015). Les manifestations de
ces troubles chez les patients diabétiques comprennent des altérations de la
neurotransmission et du déficit cognitif (Duarte, 2015). L’insuline exerce certains effets
sur plusieurs neurotransmetteurs impliqués dans la formation de la mémoire, comme la
lignée d’acétylcholine (Ly et al., 2017).

L'AChE et la BChE sont deux formes majeures de cholinestérase impliquées dans
la pathogenese des troubles neurologiques (Kumar, 2015). Dans la présente étude, aucun
changement significatif dans les activités BChE et AChE n'a été noté, chez le groupe des
rats traités par le BECS comparativement au groupe controle, bien que I'injection de la STZ
aux rats induit une altération cérébrale marquée, comme en témoigne une élévation
significative des niveaux d'’AChE et de BChE. Le traitement des rats par le BECS (200
mg/Kg) ainsi que par la metformine (200 mg/Kg) quotidiennement pendant 28 jours a
significativement inhibé les activités des deux enzymes précedentes au niveau du cerveau.
Comme mentionné ci-dessus dans cette étude, la STZ présentait une carence en insuline,
par conséquent, I'effet stimulant des actions de I'insuline sur la synthése des protéines peut
étre perturbé, entrainant ainsi des troubles neurologiques associés a un dysfonctionnement
cognitif (Blurton-Jones et al., 2009). La STZ provoque une augmentation significative de

I'activité de I'AChE, signe d'un déclin du systeme cholinergique. Notre conclusion ci-
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dessus confirme I'hypothése de Suzuki et Clayton (2000), mentionnant que les lésions
cérébrales oxydatives sont une complication a long terme, elles pourraient donc conduire a
une diminution de I'efficacité de la neurotransmission cholinergique, en raison de la
réduction des niveaux d'acétylcholine dans la fente synaptique du cerveau des rats
diabétiques. Une activité élevée de la cholinestérase conduit a la dégradation de I'ACh ; un
neurotransmetteur qui améliore les fonctions cognitives et renforce les cellules nerveuses
et glandulaires du cerveau (Sonkusare et al., 2005). L'inhibition de la cholinestérase
observée présentée par le BECS ou la metformine pourrait empécher la dégradation rapide
de I'ACh, la rendant plus disponible pour la transmission de l'influx nerveux a travers les
neurones. Une étude de Mollica et al. (2019) sur les activités inhibitrices in vitro de la
cholinestérase a révélé que différents extraits de Capparis présentaient des effets
inhibiteurs sur les deux enzymes AChE et BChE. L’activité observée pour I’extrait de
Capparis pourrait étre attribuée a sa forte teneur en rutine. Conformément a notre
hypothese, certains chercheurs ont rapporté que la rutine est un inhibiteur efficace de
’AChE et du BChE (Ademosun et al., 2016; Nugroho et al., 2017). A notre
connaissance, les résultats scientifiques sur les effets inhibiteurs de la cholinestérase des
Capparis sont pour le moment trés limités (Chaudhary et al., 2012); par conséquent, la
présente étude in vivo pourrait apporter une contribution précieuse dans ce domaine.

Des études antérieures avaient montré que la monoamines oxydases (MAQ) est une
source majeure de stress oxydatif et que son activité accrue provoque une carence en
dopamine dans le cerveau (Maker et al., 1981). La dopamine est un neurotransmetteur
important qui est largement distribué dans le systéme nerveux central et a été exploré
comme biomarqueur dans les troubles métaboliques et neurologiques (Morari et al.,
1998). Le glutamate est une cause majeure de mort des cellules neuronales dans un certain
nombre de maladies neurodégénératives (Lees, 1993). Les changements dans les
concentrations d’acide glutamique semblent étre intéressant, car cet acide aminé joue un
role de neurotransmetteur dans le cerveau et est impliqué dans la pathogenése du cerveau
(Olney, 1982). La libération excessive de glutamate et la stimulation neuronale
glutamatergique qui en résulte contribuent a la production accrue des ERO, a
I’excitotoxicité et aux dommages neuronaux (Deshpande et al., 1998).

Dans la présente étude, nous avons remarqué que l’injection des rats a la STZ
réduisait le niveau de la dopamine, et augmentait le niveau de glutamate dans les tissus
cérébraux, mais le traitement des rats par le BECS a exercé un effet contraire en entrainant

une augmentation significative du taux de la dopamine et une diminution du glutamate, la
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metformine a aussi marqué un effet similaire. L’inhibition accrue de ’activité¢ de I’AChE
et du BChE, I’augmentation du taux de la dopamine et la diminution du glutamate apres le
traitement avec 200 mg/Kg du BECS pourraient étre attribuées a sa grande richesse en
composés phytochimiques, notamment les composés polyphénoliques, qui ont été
considérés comme des inhibiteurs de la cholinestérase. Cela concorde avec le rapport de
Rahimi et al. (2020) qui ont montré que la plante C. spinosa a une dose de 100 et 300
mg/Kg agit comme modulateur des paramétres comportementaux et biochimiques,
Mohebali et al. (2018) qui ont démontré les effets de C.spinosa sur les génes liés a
I'amyloidogenése chez le rat ayant recu une injection du peptide B-amyloide (Ap), ainsi
que Turgut et al. (2015) qui ont montré que 1’utilisation de C. spinosa (100 et 200 mg/Kg)
améliore les déficiences cognitives causées par le D-galactose.

Dans la présente étude, I’induction du diabéte par la STZ a clairement réduit le
niveau de GSH cérébral ainsi que les enzymes liées a ce dernier, en marquant la baisse des
niveaux de GSH, GST, GR et GPx. Cependant, le traitement des rats avec 200 mg/Kg du
BECS a restauré le niveau de GSH et les enzymes du systeme GSH vers des niveaux
normaux. Cette efficacité était comparable a celle de la metformine dans la restauration de
GPx, GST et GR.

Le glutathion qui est un tripeptide de glutamate, de cystéine et de glycine, présent
dans les neurones a des concentrations de 0,2 a 2 mM (Shaw, 2007) est un antioxydant
majeur et un régulateur redox dans les cellules (Dickinson et Forman, 2002). En plus de
ses roles essentiels dans I'noméostasie redox, il fonctionne comme cofacteur pour une
multitude d'enzymes (Sedlak et al., 2019). Person et al. (2006) ont montré que la synthése
du glutathion était directement liée a I'absorption microgliale du glutamate et a la libération
des métabolites du glutamate. Barger et al. (2007) ont montré que la déplétion des niveaux
de glutathion due au stress oxydatif est liée a la libération de glutamate microglial. En plus
de son soutien de la fonction antioxydante, le cycle glutathion sert également de réservoir
de glutamate neural intracellulaire (Koga et al., 2011). Plusieurs études ont émis
I’hypothese que la syntheése du glutathion dépend directement du métabolisme du glucose,
qui est en corrélation avec une diminution de la teneur en précurseur du glutamate du
précurseur du glutathion (Chassain et al., 2008 ; Gao et al., 2013). Une autre explication
possible de la perte de GSH du cerveau est que le glutamate affecte son niveau, ou la
concentration extracellulaire ¢levée de glutamate bloque I’absorption de cystéine (un acide
aminé essentiel pour la synthese de glutathion soutenue). Par conséquent, ce blocage finit

par diminuer la concentration de glutathion (Schubert et Piasecki, 2001). Nos résultats ci-
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dessus sur les niveaux de glutamate sous traitement a la STZ, confirment que 1’épuisement
des niveaux de glutathion sous stress oxydatif peut étre lié a la libération de glutamate
microglial. L’effet de restauration du BECS sur le glutathion et les enzymes métabolisant
le glutathion pourrait étre dd aux propriétés antioxydantes des composés contenus dans cet
extrait qui améliorent 1’élimination des ERO. La surexpression du systéme antioxydant
glutathion cérébral chez les rats traités avec le BECS suggere que cette défense
antioxydante potentielle peut étre réactivée par des composés phénoliques végétaux
comme les flavonoides (Myhrstad et al., 2002). Toutes les données recueillies au cours
des dernieres décennies sur la composition chimique de C.spinosa ont démontré que la
plante est une riche source de composés bioactifs, principalement des composés
polyphénoliques (Vahid et al., 2017). En outre, d’aprés les données de la LC-MS/MS, le
BECS est riche en différents antioxydants phénoliques, dont les plus abondants sont 1’acide
chlorogénique et la rutine, avec une petite quantité des autres composés (quercétine, acide
p-hydroxybenzoique, acide caféique, acide gentisique, acide gallique, kaempferol et acide
rosmarinique; qui ont des propriétés antioxydantes (Sayahi et Shirali, 2017 ; EImastas et
al., 2018 ; Kalantari et al., 2018).

Bien que certaines études aient montré une diminution des enzymes antioxydantes
(SOD et CAT) dans le cerveau des rats diabétiques (Pari et Latha, 2004 ; Ramzani et al.,
2021), d'autres études ont rapporté une augmentation de l'activité de ces enzymes au cours
du diabete (Sahin et Giimiislii, 2004 ; Celik et Erdogan, 2008 ; Mashayekhi et al.,
2021). D’aprés les résultats obtenus dans cette expérimentation, une diminution de
I'activité des enzymes antioxydantes dans le cerveau a été constatée, ce qui peut étre di a
I'activation ou a l'inhibition de I'enzyme par une production accrue de radicaux libres
pendant le diabéte. Cependant, aucun rapport antérieur n'a mesuré les enzymes
antioxydantes dans le cerveau des rats rendus diabétiques a la STZ, et traités par la plante
C.spinosa. Le traitement avec I'extrait de C.spinosa a provoqué une restauration
significative des niveaux de SOD et de catalase dans le tissu cérébral des rats. Ces résultats
sont en accord avec d'autres études démontrant la puissante activité antioxydante de
C.spinosa au niveau des cellules hépatiques (Assadi et al., 2021). De plus, la nature
antioxydante de I'extrait n-BuOH de C.spinosa, ainsi que la restauration des enzymes
antioxydantes observés dans cette étude, peuvent étre liés a une baisse des niveaux de
peroxydation lipidique.

Au total, il existe des rapports controversés sur 1’activité de GPx, SOD et CAT dans

le cerveau des rats diabétiques. Ces différents résultats dépendent de plusieurs facteurs, y
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compris 1’expression différentielle des enzymes et les différences dans les modeles
animaux et les techniques d’essai utilisées pour la détermination de I’activité¢ du GPx, SOD
et CAT. Cette différence peut étre également attribuée a la dose de la streptozotocine
utilisée. Dans la présente étude, nous avons utilisé une dose élevée de STZ (60 mg/Kg),
contrairement aux d’autres études qui utilisaient une dose varie entre 30 a 55 mg/Kg.

Mamun-or-Rashid et al. (2014) ont rapporté que les agents bioactifs couramment
utilisés pour gérer le diabéte étaient les flavonoides, les tanins, les composés phénoliques
et les alcaloides, il a été rapporté aussi que les alcaloides améliorent les activités de
I'nexokinase et de la phosphofructokinase, entrainant le transport du glucose, la digestion
et I'absorption des glucides (Barky et al., 2017), tandis que les alcaloides et les saponines
régénerent les cellules B pancréatiques et la sécrétion d'insuline et inhibent leur
dégradation. De plus, plusieurs études ont montré que les flavonoides et les composés
phénoliques étaient impliqués dans la sécrétion d'insuline et le piégeage des radicaux libres
(Bharti et al., 2018). Par conséquent, la présence de terpenes, de composes phénoliques,
de rutine, de quercétine, de tocophérols, de caroténoides et de vitamine C pourrait étre
responsable de l'activité antioxydante de la plante C.spinosa. Ces composés sont d'une
grande importance en raison de leurs propriétés biologiques et le potentiel de liaison des
radicaux libres (Wu et al., 2007 ; Dembinska-Kiec et al., 2008 ; Gonzalez-Burgos et
Gomez-Serranillos, 2012 ; Sayahi et Shirali, 2017 ; Grimalt et al., 2019). En outre,
I’acide caféique, la coumarine, 1’acide férulique et la lutéoline améliorent
considérablement la capacité antioxydante des animaux diabétiques (au niveau du tissu
hépatique, rénales et cardiaques) en abaissant les niveaux des ERO et de substances
réactives d’acide thiobarbiturique, ainsi que 1’augmentation des activités de superoxyde
dismutase, catalase et glutathion peroxydase (Jung et al., 2006 ; Chao et al., 2009 ;
Rajarajeswari et Pari, 2011 ; Wang et al., 2011 ; Wang et al., 2012 ; Ramar et al.,
2012).

Le diabéte est toujours associé a une chaine d'événements moléculaires, y compris
I'inflammation qui s'est avéree étre un facteur clé de cette maladie (Mokhtari et al., 2011).
Les conditions hyperglycémiques chroniques pourraient affecter le métabolisme neuronal
des astrocytes et de la microglie, dont il a été démontré qu'ils élaborent des cytokines
inflammatoires dans le cerveau (Griffiths et al., 2009). Les effets diabétogénes et
cytotoxiques de la STZ sont associés a la production de radicaux libres causant des
dommages oxydatifs aux cellules et également couplés a la propagation de lI'auto-immunité

liée au diabéte (Pari et Sankaranarayanan, 2009 ; Hector et al., 2011). Une réactivité
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élevée des ERO exerce des effets toxiques sur les cellules pancréatiques et est liée a la
production de médiateurs inflammatoires (Marimoutou et al., 2015). Il existe de
nombreuses preuves que I'hyperglycémie induit l'activation de la microglie et des
astrocytes, ce qui est corrélé a une expression accrue de marqueurs de stress
inflammatoires et oxydatifs tels que le I'INOS (oxyde nitrique synthase induite), TNF-a, les
ERO et d'autres cytokines pro-inflammatoires (Bahadar et al., 2021).

Le TNF-a est I'un des premiers biomarqueurs proinflammatoires associés a la
pathogénése de la résistance a ’insuline et aux anomalies du glucose liées au diabete de
type II et joue un réle important dans la production d’ERO (Imai et al., 2013). L’IL-6 est
également produit dans les microglies, les astrocytes et les neurones, et il joue un role
central dans diverses fonctions du systéme nerveux central telles que 1’induction et la
modulation de la réactivation astrocytaire, I’inflammation pathologique et la
neuroprotection (Akash et al., 2018). Pour examiner si le traitement avec le BECS exercait
un effet anti-inflammatoire, nous avons analysé I'abondance relative de certaines cytokines
pro-inflammatoires telles que I'lL-6 et le TNF-a. En ce qui concerne les niveaux d'IL-6 et
de TNF-a, il a été constaté que le groupe des rats diabétiques avait un niveau
significativement élevé par rapport aux rats normaux. Entre-temps, le traitement des rats
diabétiques avec le BECS ainsi que I’utilisation de la metformine a réduit de maniére
significative les niveaux d'lIL-6 et de TNF-a. Nos résultats corroborent ceux mentionnés,
des augmentations d'IL-6, et de TNF-a ont été rapportées dans le diabéte de type II (Akash
et al., 2013 ; Cruz et al., 2013) En plus des mécanismes mentionnés ci-dessus, un autre
mécanisme important par lequel les cellules 3 sont partiellement détruites est la formation
de radicaux libres d'oxyde nitrique (Hamby et al., 2008).

De nombreuses études ont montré que la molécule NO contribue aux dommages a
I’ADN induits a la STZ et provoque une production excédentaire de NO par ’activation
pathologique d’iNOS qui entraine une neurodégénérescence et une perte de mémoire
(Szkudelski, 2001). Le traitement des rats diabétiques avec le BECS ou a la metformine a
considérablement réduit les taux de NO. Néanmoins, des niveaux excessifs de nitrite dans
le cerveau conduisent a une neurodégénérescence (Shen et Pervaiz, 2006) et il potentialise
également la production de NO dans les astrocytes (Hamby et al., 2008). Fait intéressant,
nos résultats ont montré que les groupes recevant la dose de 200 mg/Kg du BECS avaient
des niveaux inférieurs de cytokines inflammatoires (IL-6 et TNF-a) dans tout le cerveau. A
cet égard, la plante C.spinosa était utilisée comme médicament thérapeutique traditionnel

pour soulager divers maux (Romeo et al., 2007 ; Aliyazicioglu et al., 2013) comme les
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rhumatismes, 1’arthrite rhumatoide et la goutte (Zhang et Ma, 2018). Ces résultats
concordaient avec d’autres études liées a 1’effet anti-inflammatoire de différents types de
C.spinosa, Moutia et al. (2016) qui ont montré que la partie aérienne de cette plante (100
et 300 mg/Kg) régule positivement I'expression génique d'une cytokine anti-inflammatoire
interleukine (IL)-4, en plus de Mohebali et al. (2018) qui ont révélé que C.spinosa a régulé
les génes impliqués dans I’inflammation. Dans la présente étude, 1’effet anti-inflammatoire
du BECS pourrait étre di a sa richesse en polyphénols identifiés par 1’analyse LC-MS/MS,
les agents les plus abondants et les plus puissants signalés étaient I’acide chlorogénique et
la rutine, qui sont les principaux agents anti-inflammatoires (Lee et al., 2013). Les
interactions synergiques possibles de tous les composes phénoliques contenus ont montré
des propriétés anti-inflammatoires.

L'histopathologie du pancréas de rats rendus diabétiques a la STZ a montré la
diminution de la taille des flots de Langerhans, I'expansion de la nécrose suivie par
l'induction de l'atrophie et de la fibrose et la diminution de la taille des cellules B (Ren,
2019). Selon Deeds et al. (2011), la STZ provoque la mort éventuelle des cellules B en
provoquant une alkylation de I'ADN. L'histopathologie des rats traités par I’extrait de
C.spinosa a montré la modification de la taille des Tlots de Langerhans, I'augmentation de
la taille des cellules B et la stimulation supplémentaire de la sécrétion d'insuline en
protégeant les cellules B de l'activit¢ des radicaux libres par le biais d'enzymes
antioxydantes, cet effet histopathologique est presque similaire a celui de la metformine.
Les présents résultats concordent avec d'autres études selon lesquelles I'administration de
I’extrait aqueux de Capparis decidua a protégé le pancréas contre les dommages oxydatifs
et amélioré les dommages histologiques (Ramzani et al., 2021).

En outre, les résultats de I'analyse histopathologique du tissu cérébral ont montré
que I’induction du diabéte a la STZ provoque une désorganisation de la couche cellulaire.
Dans cette étude, il avait une différence significative entre les tissus cérébraux des
diabétiques et des diabétiques traités avec la plante C. spinosa. Cette découverte montre
qu’elle peut étre destinée a protéger le cerveau contre les fluctuations du glucose et est
conforme a la littérature. D’autre étude selon laquelle I’analyse histopathologique a montré
que le prétraitement par 1’extrait hydro-alcoolique de Centella asiatica (10 et 20 ug/mL)
inverse considérablement les dommages dans [’analyse histopathologique, qui était
significative par rapport au groupe des rats rendus diabétiques a la STZ (Verma et al.,
2021).
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Conclusion et perspectives

Notre attention s'est portée sur I’effet antidiabétique et neuroprotecteur de 1I’extrait

n-BuOH de la plante Capparis spinosa chez des rats rendu diabétiques a la streptozotocine.

De nombreuses études in vivo et in vitro sont menées a travers le monde afin de
pouvoir évaluer les applications cliniques et pharmacologiques de C. spinosa dans le but de
développer un nouveau médicament naturel aux effets moins toxiques et indésirables. En
plus de cela, d'autres études sont menées pour caractériser et quantifier les différentes
molécules bioactives présentes dans la plante en utilisant différentes techniques, telles que
LC/MS que nous avons utilisé dans notre étude et qui a montré que 1’extrait n-butanolique
est riche en antioxydant tels que les flavonoides et les acides phénoliques avec la présence

de I'acide chlorogénique et de rutine en quantités considérablement élevées.

Lors de ce travail, I’extrait n-BuOH de Capparis spinosa, obtenu aprés une
extraction par le n-butanol, a été mis a un criblage phytochimique qualitatif révélant la
présence de nombreuses métabolites bioactives telles que : les alcaloides, les saponines, les
terpénoides, les composés phénoliques, les anthocyanes, les flavonoides, les glycosides, les

tanins et les stérols.

Les résultats concernant 1’activité antioxydante de 1’extrait n-BuOH montrent une
forte activité antioxydante en piégeant plusieurs radicaux libres, cela est d0 au contenu
élevé en polyphénols et flavonoides présents dans la plante qui peuvent étre responsables
des effets biologiques trouvés de cette plante. De plus un effet inhibiteur prometteur sur

l'a-glucosidase et 1'a-amylase a été déemontré par I'extrait étudié.

L’étude des activités biologiques in vivo sur des rats diabétiques de type Wistar a

preuvé que 1’extrait n-BuOH de Capparis spinosa a des effets :

- Antidiabétique, par abaissement de la glycémie, une réduction du taux de
I’hémoglobine glyquée (HbAlc), augmentation du taux de 1’nsuline plasmatique et
ceérébrale, ainsi qu’une amélioration du profil lipidique.

- anti-inflammatoire et neuroprotecteur, en atténuant les marqueurs de
dysfonctionnement cérébral (dopamine, L-glutamate, activitées AChE, BChE et
LDH), et également ajuster les niveaux des marqueurs neuroinflammatoires tels
que le TNF-a, IL-6 et le NO.
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- Antioxyadant, par empéchement des dommages pancréatiques et cérébraux induits
a la streptozotocine en retablissant les défenses antioxydantes des (SOD, CAT et

systeme glutathion) et en réduisant le taux du MDA.

L’extrait n-BuOH de C.spinosa a également réduit le pourcentage des changements

histomorphologiques provoqués a la streptozotocine.

Nous concluons que I’extrait n-BuOH de la plante C. spinosa peut jouer un role
préventif dans le développement du diabéte sucré par I’amélioration des métabolismes
glucidique et lipidique, ainsi que I'effet neuroprotecteur de cette plante pourrait étre di
a sa diversité phytochimique et semble étre lié a la richesse en polyphénols confirmeée

par I'analyse LC/ MS.

Malgré I’importance de notre travail, des études complémentaires approfondies et

plus poussées seront nécessaires :

- Envisager et mieux comprendre les molécules bioactives de la plante dans chacune
des activités testés pour les isoler et les caractériser, et les mécanismes par lesquels
ces molécules agissent en étudiant leurs pharmacocinétiques.

- Clarifier I’effet anti-inflammatoire de cette plante en ciblant I’interaction des
molécules isolées avec les voies de signalisation de I’inflammation et la mort

cellulaire.

- Ce travail laisse aussi entrevoir d’autres perspectives qui pourraient servir de
modele pour la fabrication d’un complément alimentaire ou d’un nouveau agent

pharmacologique.
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Abstract

Diabetic neuropathy (DN) is the most common diabetes complication. This study aimed to investigate the possible
neuroprotective effects of the n-BuOH extract of Capparis spinosa (BECS) against DM-neuropathy induced with
streptozotocin (STZ) and explore its phytoconstituents. From our results, BECS showed no toxicity against C6 brain cancer
cell lines. The treatment of male Swiss albino rats with BECS (200 mg/kg) for a period of 28 days significantly attenuated the
adverse effects of STZ-induced diabetes (60 mg/kg). A decrease in blood glucose was noted in the BECS-STZ group,
associated with a significant (p<0.01) improvement in serum and brain insulin levels. The BECS- treated group showed a
significant (p<0.01) improvement in serum C-peptide, serum AGE and serum CK-BB levels. BECS was also successful in
restricting HbAlc in STZ-treated rats. Furthermore, a resurrection of neuronal membrane integrity was manifested in the
BECS+STZ group, as evidenced by increased brain LDH activity and reduced brain MDA level. Treatment of STZ-treated rat
with BECS was also able to significantly (p<0.01) regulate markers of brain dysfunction (AChE and BChE activities and
glutamate ,dopamine levels). Additionally, treatment of rats with BECS efficacy restored the GSH level and GSH-system
enzymes towards normal levels. Regarding the levels of (IL-6, TNF-a, and NO) produced by diabetogenic effects of STZ, the
BECS successfully regulated these inflammatory mediators. From all these results, the neuroprotective effect of BECS could
be due to its richness in polyphenols identified by LC-MS/MS (both positive and negative modes) analysis, mainly
chlorogenic acid and rutin, as well as the synergistic interactions of all contents.

Keywords: Diabetic Neuropathy, Sreptozotocin, Capparis spinosa, LC-MS/MS analysis, Oxidative stress, Inflammation.

1. Introduction

Diabetes mellitus (DM) is now the biggest health
problem in the world despite the understanding of the
pathogenesis of DM, existing drugs have only a
temporary antidiabetic effect and have failed to
completely prevent the progression of these
anomalies [1]. Diabetes mellitus is caused by the
breakdown of carbohydrates, proteins and lipids,
characterized by increased blood glucose levels,
resulting from inadequate or insufficient production
of insulin [2]. Diabetic neuropathy (DN) is the most
common diabetes complication and its prevalence
ranges from 40 % to 50 % of patients with diabetes
[3]. Previous studies have shown that uncontrolled
blood sugar in long-standing diabetes leads to
astroglial abnormalities in certain brain regions that
decrease cognitive function, anxiety, memory

impairment, and depression [4, 5]. Insulin resistance
in the brain can trigger key pathophysiological events
of neurodegenerative disorders such as oxidative
stress [6], neuro-inflammation [7], Glycation End
Products (AGE) [8], CK-BB release [9], increased C-
reactive peptide [10], changes in neurotransmitters
and impaired brain repair processes [11].Clinical
approaches have been studied to combat diabetes.
Among the most available diabetes medications are
the sulfonylurea, metformin and meglitinides,
glipizide, rosiglitazone and glimepiride [12].
Unfortunately, the consumption of these synthetic
agents could lead to various side effects [13]. These
are therefore, bring to the new insights on using the
natural plant as a remedy for the cognitive
impairment due to diabetes that were safer, and more
effective for treating and managing diabetes
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complications, especially in long-term therapy
[14].Indeed, the inhabitants of the world, including
the Algerians, believed that eating and consuming
fresh medicinal plants could cure diseases and
ailments; among these plants was Capparis spinosa,
which belongs to the family Capparidaceae [15].
Different parts of Capparis spinosa are used in the
management of various conditions and have been
shown to have a wide range of biological activities
such as antioxidants [16], and anti-inflammatories
[17, 18]. Several experimental and clinical studies
have investigated the antidiabetic effects [19-21], and
have referred C. spinosa as an improvement cognitive
impairment agent [22, 23]. The body of data collected
over the past decades on the chemical composition of

C. spinosa has led to evidence that the plant is a
rich source of bioactive compounds, mainly
polyphenolic compounds [24]. However, it has been
reported that a difference between these levels of
chemical compounds may be related to different
geographical locations which may vary the profile of
bioactives associated with caper functionalities [25].
Taking into account that leaves and flowers of n-
BuOH fraction from C. spinosa (BECS) grown in
East of Algeria have never been screened for diabetic
neuropathy, the present study investigated whether C.
spinosa attenuates

DM-induced neurodegeneration, and explored its
possible underlying mechanisms, particularly, the
possible involvement of anti-inflammatory and
antioxidant properties. The present study is also an
attempt to identify and enrich the knowledge on the
variation in the chemical composition of C. spinosa
(MILA region; Algeria) by using

LC-MS/MS analyses.

2. Materials and methods

2.1. Chemicals

Streptozotocin ~ (STZ),  Aluminium  chloride
(AICIs), Folin-Ciocalteus’s phenol reagent, quercetin,
sodium carbonate (Na2CO3), thiobarbituric acid
(TBA), high glucose Dulbecco’s Modified Eagle’s
medium (DMEM), trypsin, sulforhodamine B (SRB),
rat TNF-o, rat IL-6, ELISA Kits were purchased from
eBioscience (San Diego, CA USA), reduced
glutathione (GSH), glutathione reductase (GR),

5,5-dithiobis-2-nitrobenzoic (DTNB) and 1-
chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB), acetylthiocholine
iodide (ATCI), Glutamine/Glutamate Determination
Kit, Human haemolysate [glycated haemoglobin
(HbA [sub]lc )] Kit. Standards for LC-MS/MS
analysis (chlorogenic acid, p-hydroxybenzoic acid,
kaempferol, gentisic acid, gallic acid, rosmarinic
acid, cichoric acid, caffeic acid, 4-
hydroxybenzaldehyde, and rutin), were purchased
from Extrasynthese (Genay, France). The solvents
and/or reagents were purchased from Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).
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2.2. Plant material and extract preparation
Aerial parts of C. spinosa (Capparidaceae) were

collected in the flowering stage from the area of Mila
region; Algeria and authenticated on the basis of
Quézel et al. [26]. Air-dried aerial parts (leaves and
flowers, 500 g) of C. spinosa were macerated at room
temperature with MeOH-H20 (80:20, v/v) three
times (24 hours for each time). The filtrates were
combined, concentrated under reduced pressure,
diluted in H20 (1000 mL). After filtration, the
resulting solution was successively extracted with
solvents with increasing polarities: chloroform
(CHCI3), ethyl acetate (EtOAc) and

n-butanol (n-BuOH). The organic layers were
dried with anhydrous Na2SO4, filtered and
concentrated under vacuum at room temperature [27]
to obtain CHCI3 (0.20 g), EtOAc (1.3 g) and n-
BUOH (7.71 g) extracts. A part of n-BuOH extract of
C. spinosa (BECS) was used for the neuroprotective
study (This extraction was repeated as needed).

2.3. Phytochemical screening
2.3.1. Phytochemical screening of n-BuOH extract of
C. spinosa aerial parts

Aerial part of C. spinosa was subjected to
qualitative tests in order to characterize several
chemical groups using standard procedures [28, 29].

2.3.2.Estimation of total phenolic compounds (TPC)

TPC was determined with the Folin—Ciocalteu
reagent following the method of Wolfe et al. [30],
with a slight modification using Gallic acid as
standard. Results were expressed as micrograms of
Gallic acid equivalents per milligrams of extract (ug
GAE/mg).

2.3.3. Determination of total flavonoid content (TFC)
The concentration of flavonoids was achieved using
the method described by Ordonez et al. [31], by using
the aluminium chloride reagent Results were
expressed as Hg quercetin equivalents (QE)/ mg
extract.

2.3.4.Liquid-chromatography tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS)

The LC-MS/MS was used for analysis and for
indicating the profile of chemical constituents present
in the n-BouH extract and quantified their
concentrations in milligrams. For quantitative
analysis, a Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 -
TSQ Quantum with a Thermo ODS Hypersil column
(250 x 4.6 mm, particle size of 5 [Jm) was employed.
The injection volume was 20 pL, where water with
0.1% formic acid and methanol were used in mobile
phase as eluent A & B respectively. At 40 °C, the
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flow rate was 0.7 mL/min. The gradient program
was fixed as follow: 0-1 min, 100 % A, 5-20 min, 95
% A, 1-22 min, 5 % A, 25 min, 5 % A, 30 min 0 %
A. Plant extract was prepared and analyzed at a
concentration of 1 mg/mL, while the entire time
procedure took 30 min. For each component, the
correlation between peak area and concentration was
found to be linear from 0.5 to 10 mg/L and the
linearity was determined using 6 points linear
regression analysis. Three replicates are used per
point in a linear plot. The correlation coefficients (R2
values) for all studies were found to be >0.99. For
ionization of the substances, electrospray ionization
(ESI) source of the mass spectrometer was operated
in both positive and negative modes. The spray
voltages for positive and negative polarities were
4000 and 2500 V, respectively. Compound limit of
detection (LOD) and limit of quantification (LOQ)
values are determined using the LC-MS/MS
technique. According to Eurachem Guide (Second
Edition, 2014), LOD and LOQ were obtained by
measuring reagent blanks spiked with low
concentrations of analyte. A 0.1 ppm spike was added
to blank solution. The standards used for LC-MS/MS
analysis were chlorogenic acid, sisoric acid, p-
hydroxybenzoic acid, kaempferol, gentisic acid,
quercetin, gallic acid, rosmarinic acid, caffeic acid
and rutin.

2.4.Cytotoxicity assay

-Sulforhodamine B (SRB assay)

The human brain cancer cells (C6) was used for the
cytotoxicity studies, C6 astroglial cell line was
obtained from the American Type Culture. The
procedures described by Vichai and kirtikara [32]
were followed. The method described here has been
optimized for the toxicity screening of extract to
adherent cells in 96 well formats. After an incubation
period, cell monolayer is fixed with 10 % (wt/vol)
TCA and stained for 30 min, after which the excess
dye is removed by washing repeatedly with 1 %
(vol/vol) acetic acid. The protein-bound dye is
dissolved in 10 mM Tris base solution for OD
determination 510 nm using a microplate reader. The
results are linear over a 20-fold range of cell numbers
and the sensitivity is comparable to those of
fluorometric methods. ICso values can be derived
using curve-fitting methods with statistical analysis
software or I1Cs0 calculation software.

2.5. Antidiabetic studies

—Animals and experimental design

Sixty male Swiss albino rats weighing 180-210 g
obtained from the Animal Research and Service
Centre, Brothers Mentouri University, Constantine,
were used in the study. All the animals were kept
under standard laboratory conditions (temperature 25
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+ 2 °Cand 12 h light/12 h dark cycle). They were fed
with standard rodent pellet diet and water ad libitum.
The in vivo experimental protocol was approved by
the Institutional Project Committee
(DO1NO1UN250120190002). The  experimental
procedures adopted in this study were in strict
compliance with the Guidelines for Reporting
Animal Research [33].

2.5.1.Induction of diabetes mellitus

Development of diabetes was confirmed by
polydipsia, polyuria and by determining glucose
concentrations three days after intraperitoneal (ip)
injection of STZ (dissolved in 0.1 M citrate buffer,
pH 4.5) at a dose of 60 mg/Kg [34]. Rats with a
blood glucose level of 250 mg/dL or above were
considered to be diabetic; the diabetes was confirmed
by measuring fasting blood glucose levels from a tail
vein using an Accu-Chek Glucometer.
The rats were divided into five groups comprising
twelve animals in each group as follows:
Group 1 (control-group): served as control, received
an ip injection of an equal volume of citrate buffer,
after two hours, the rats were administered with 4
mL/Kg of distilled water, once daily for 28 days,
continuously.
Group 2 (BECS-group) treated orally with BECS
(200 mg/kg b.w.28 days), after vehicle injection.
Group 3 (diabetic-group): diabetic rats, received 4
mL/Kg of distilled water, once a day for 28 days,
continuously
Group 4 (STZ+metformin-group): diabetic rats,
administered orally with metformin (200 mg/kg
b.w.), once daily for 28 days, continuously.
Group 5 (STZ+BECS-group): diabetic rats, orally
administered with BECS (200 mg/kg b.w.), once
daily for 28 days, continuously.
At the end of the experimental period, the rats were
euthanized by decapitation for brain tissue collection.
Their brains were quickly removed out on an ice-cold
plate, washed with ice cold phosphate-buffered saline
solution (pH 7.4), weighed and stored at -80 °C until
further biochemical studies. The blood sample was
centrifuged 3000 x g for 15 minute at 4 °C, serum
was collected and stored at until analyses.

2.5.2. Assay of Advanced Glycation End Products
(AGE) in serum

The amount of blood plasma AGEs was
determined following the method described by Putta
and Kilari [35]. Plasma was diluted in a 1:50 ratio
with PBS (pH 7.4). Bovine serum albumin
preparation (1 mg/mL of 0.1 N NaOH) was used as a
standard. The level of AGEs in plasma was
determined by measuring the fluorescence at an
excitation wavelength of 370 nm and emission
wavelength of 440 nm. The fluorescence intensity of
the samples was expressed as AU per mg of protein.
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2.5.3. Biochemical diabetic parameters

Glycation of haemoglobin (GlycHb), serum
insulin, brain insulin, plasma C-peptide, plasma CK-
BB levels, TNF-a, IL-6, were evaluated using
Enzyme Immunoassay Kit, according to the
manufacturer’s instructions.

2.5.4. Effect of BECS on diabetic neuropathy

- Brain homogenate preparation

An aliquot of brain tissue was homogenized in 0.1
M phosphate buffered saline (pH 7.4) containing KCI
(1.15 %) to give a final concentration of 10 %
weight/volume (w/v). The homogenate was first
centrifuged first at 800 x g for 5 min at 4 °C, and
then at 10,000 x g for further 10 min at 4 °C to
estimate antioxidant status and LDH activity.

2.5.4.1. Measurement of brain malondialdehyde
(MDA) level

The levels of MDA were measured
spectrophotometrically at 535 nm using the method
of Ohkawa et al. [36]. The amount of MDA was
calculated using a molar extinction coefficient of 1.56
X 105 M-1cm-1. The results were expressed as
nmol/mg protein.

2.5.4.2. Determination of LDH activity in rat brain

The total reaction mixture (3 mL) contained 1mL
of 200 mM Tris-HCI buffer (pH 7.4), 0.15 mL of
100mM KCI, 0.15 mL of 50 mM sodium pyruvate,
0.20 mL of 24 mM NADH and supernatant of
homogenate. A decrease in extinction (6220 M-1cm-
1) at Amax = 340 nm for 2 min at 25°C was measured
and result was expressed in U/mg protein (U: uM
NADH oxidized/min/mg protein) [37].

2.5.5. Effect of BECS on neurochemical markers

2.5.5.1. Determination of acetylcholinesterase
(AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) activities

In the STZ-rat brain, AChE activity was
determined based on the methods of Ellman et al.
[38] adapted for a microtiter plate format. Briefly, for
each assay data point, 50 pL of 3 mM DTNB, 50 pL
rat brain homogenate, 35 pL of 50 mM Tris/HCI pH
8.0. The assay was initiated by the addition of 25 pL
of 15 mM ATCI, with production of 5-thio-2-
nitrobenzoate anion read at 412 nm every 30 sec for
10 min using a microplate reader AChE activity was
calculated using molar extinction coefficient of
chromophore (1.36 x 104 M-1cm-1). Results were
expressed as pmol /mg protein, while the activities of
BChE in the brain were analyzed following a method
described by Jonca et al. [39].

2.5.5.2. Estimation of dopamine content
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The quantitative determination of dopamine levels
was carried out fluorometrically according to the
method of Ciarlone [40]. Apart of the frozen brain
samples were taken out and thawed on the day of
experiment. An aliquot of brain tissues was
homogenized with acidified n-butanol to give 10 %
weight/volume (w/v) homogenate. The method is
based on estimation of dopamine fluorophors formed
after oxidation by iodine at excitation/emission wave
lengths of 320/375 nm. The results were expressed as
ng/mg tissue.

2.5.5.3. Determination of L-glutamate content

Equal volumes of brain homogenate and 1.2 M
perchloric acid were mixed, centrifuged at 600 x g at
4 °C for 15 min. The supernatant was used according
to Lund [41]. Glutamine/glutamate determination Kit
was used for spectrophotometric measurement of L-
glutamate via enzymatic deamination of L-glutamine
and dehydrogenation of L-glutamate with conversion
of NAD+ to NADH. Spectrophotometric assessment
was done at 340 nm and results were expressed in
nmoL/mg tissue.

2.6. Measurement of glutathione-metabolizing
enzymes

Reduced glutathione (GSH) levels estimation was
based on the GSH reaction with DTNB producing a
yellow colored complex estimated at 412 nm
according to the method of Sedlak and Hanus [42].
The GSH levels were calculated using an extinction
coefficient of 13600 molL/cm, the values were
expressed as nmoL/mg protein. Glutathione-S-
transferase (GST) activity was assayed by
quantifying the conjugate glutathione resulting from
the conjugation of CDNB with GSH following the
method of Habig et al. [43]. GST activity was
monitored at 340 nm for 3 min. The enzyme activity
was expressed as units/mg protein; one unit of GST
activity was defined as pumoles CDNB conjugate
formed/min/mg protein using a molar extinction
coefficient of 9.6x103 M-1cm-1. Glutathione
peroxidase (GPx) activity was determined by the
method of Rotruck et al. [44] based on the
degradation of H202 in the presence of GSH.
Enzyme activity was expressed as units/mg protein;
one unit of GPx activity was defined as nmoles
GSH/mg protein. Glutathione reductase (GR) activity
was tested by measuring NADPH oxidation at 340
nm using oxidized glutathione as a substrate [45]. GR
was estimated, and the results were expressed as
units/mg protein (U: umol NADPH oxidized/min).
The protein estimation in brain tissue was assayed by
Lowry method [46] using bovine serum albumin as
standard.
2.7. Measurement of nitrite content in rat brain

A mixture of 0.5 mL of Greiss reagent (equal
volumes of 1% sulphanilamide in 3 M HCI and 0.1%
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N-1-Napthyl ethylene diamine dihydrochloridein
water) and 0.1 mL supernatant was incubated at room
temperature in the dark for 10 min, and absorbance
was measured at 548 nm. Total nitrite content
(UM/mg of protein) was determined from standard
curve of sodium nitrite (10-100 uM) [47].

2.8. Statistical analysis

Results were expressed as the mean + standard
deviation (SD). Data were analyzed using a one -way
analysis of the variance test (One-way ANOVA)
followed by Honest significant difference test (HSD)
of Tukey used as post hoc test to compare
significance between groups at p<0.05 and p<0.01,
using Open stat 2014 program. n=12 for in vivo
studies. Values of p<0.05 was regarded as significant.

3. Results and Discussion

3.1. Phytochemical studies

3.1.1. Preliminary phytochemical screening of n-
BuOH extract of Capparis spinosa aerial parts

Preliminary phytochemical screening of aerial part
of C. spinosa revealed the presence of a wide range
of natural compounds such as alkaloids, saponins,
terpenoids, phenolic compounds, anthocyanins
flavonoids, Glycosides, tannins and sterols (Table 1).
Our findings are in agreement with those reported by
Yang et al. [48] and Rajesh et al. [49].

Table 1

Phytochemical profile of n-BuOH extract of
Capparis spinosa aerial parts (BECS)

Chemical Aeria Chemical Aeri
groups | parts groups al parts
Alkaloids + Anthocyani +

ns
Glycoside + Phenolic +
S compounds
Terpenoid + Flavonoids +
S
sterols + Saponins
Tannins

“+” Presence

3.1.2.Polyphenol and flavonoid contents

Table 2.
Polyphenol and flavonoid contents of n- BUuOH
extract of Capparis spinosa aerial part (BECS)

Extract | 17 C (Mg GAE/mg TFC (ug QE/ mg
extract) extract
BECS 1000.44+6.48 568.27+5.80

BECS : n- BUOH extract of Capparis spinosa.
Results are expressed as meanst SD deviation of
three measures. Total phenolics (TPC) is expressed as
pg Gallic acid equivalents/mg of extract; Total
flavonoids (TFC) are expressed as pg Quercetin
equivalents/ mg of extract.
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Total phenol content varies with different plant
types and parts, growth condition and stage,
extraction method, and other factors [50]. C. spinosa
has been reported for its richness in secondary
metabolites, in particular flavonoids and phenolic
acids [24]. Despite that, C. spinosa has been
previously studied with an exclusive attention to
ethanolic, hydro-ethanolic, methanolic, chloroform,
ethyl acetate and aqueous extracts [51-56], no studies
have been carried out on the n-BuOH fraction. In the
present results, phenolic and flavonoid contents were
recorded in n-BuOH plant extract from C. spinosa
with values of 1000.44+6.48 ug GAE/mg extract of
TP and 568.27+5.80 pug QE /mg extract of TF (Table
2), which seems ranged between (140.86 + 0.62 to
1670.1 £ 62.2 pg GA-Eqg/g of TP and 230.50 + 0.76
Hg Q-Eg/g to 530.8 £+ 8.9 ug Eq Rutin/g of TF when
recorded in different fractions of Algerian C. spinosa
[16, 57]. In fact, the variation between TP and TF
results could be due to many factors such as harvest
time and place, climate, geographical conditions,
plant organ used, extraction method, solubility and
the degree of plant maturation [50, 58].

3.1.3. LC-MS/MS analysis

Figure 1: LC-MS/MS profile of n-BuOH extract of
Capparis spinosa aerial parts (BECS)

Table 3.
LC-MS/MS analysis of the phenolic constituents
of n-BUOH extract of Capparis spinosa (BECS).

MS/MS lons studied mg
N Name Parent | Produ 3 Polarity | LOD | L0Q | RT | phenolic/kg
ct Extract
66,6 38 - 0243 | 051 | 146 313392
94,6 17 - 9| 4
2 Gentisic acid 1537 | 1095 21 - 0026 | 0,03 | 138 150,402
9 | 7
805 25 - 0058 | 0,09 | 10,1 132519
1262 16 - 1
1352 27 - 0042 | 0,05 | 152 159,115
1362 18 - 8 | 6
153 33 + 0188 | 0,44 | 219 36,519
165 28 + 7| 2
301 [ 1521 23 - 0141 | 048 | 205 487,543
179,9 20 - 1 1
3534 | 865 43 - 0051 | 007 | 142 ] 5659158
192,1 21 - 2| s
359,18 | 1343 44 - 0029 | 005 | 178 25,049
1622 20 - 0| 6
9 31 | 1363 48 - 0000 | 023 | 152 278,486
Sisoric acid

180,1 29 - 7
609,37 | 3006 38 - 0022 | 0,03 | 180 2037,19
301,7 34 - 4] 4

1 p-Hydroxybenzoic acid | 137,9

3 Gallic acid 169,7

4 Cafeicacid 179,7

5 Kaempferol 286,97

6 Quercetin

7 | chlorogenic acid

8 Rosmarinic acid

10 Rutin
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Several phytochemical studies that were
performed on BECS, revealed differences, among
phenolic contents. In our results, the LC-MS/MS
profile of BECS is illustrated in (Table 3 and Figure
1). Several compounds were detected; only ten
phenolic compounds were identified in the BECS by
comparing their retention times with those of
available commercial standards. The most abundant
was chlorogenic acid (5659.158 mg/kg extract) and
rutin  (2037.19 mg/Kg), followed by quercetin
(487.543 mg/Kg), p-hydroxy benzoic acid (313.392
mg/Kg), sisoric acid (278.486 mg/Kg), cafeic acid
(159.115), gentisic acid (150.402 mg/Kg), gallic acid
(132.519 mg/Kg), kaempferol (36.519 mg/Kg) and
rosmarinic acid (25.05 mg/Kg). In agreement with
our findings, several studies have noted that rutin is
the most abundant in C. spinosa. Our results
corroborate those obtained by Boudries et al. [51],
reported the presence of five common products and
other different compounds in which rutin had the
highest concentration in the ethanol extract from
flower buds of C. spinosa (Bejaia region; North
Algeria). Mollica et al. [20] reported that methanolic
extract from the leaf and buds of C. spinosa contains
a large amount of flavonoids in which rutin has been
determined as a major flavonoid along with other
different compounds. On the other hand, Stefanucci
et al. [25] and Mollica et al. [59] also found that rutin
was as predominant phenolic compound in C.
spinosa buds harvested from different areas. In
general, different compounds such as quercetin,
kaempferol, rutin (quercetin-3-O-rhamnoglucoside),
kaempferol-3-O-B-rutinoside (kaempferol-3-
Orhamnoglucoside), kaempferol-3-rhamnosyl-
rutinoside, have been reported in many parts of the C.
spinosa plant, such as leaves, seeds, berries and
flower buds [60-63] at different concentrations.
Despite the fact that C. spinosa are generally known
for their richness in rutin, the specific phenolic
composition of C. spinosa extracts is dependent on
several factors, which may be due to the used
technique, the type of solvents, and the origin of
samples, as has been previously reported for many
species [56, 62, 63].

3.2. Cytotoxicity assay
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Figure 2: The cytotoxicity of the n-BuOH extract
of Capparis spinosa aerial parts (BECS) against
human brain cancer cell lines C6 (SRB assay).

This is just a preliminary toxicity testing of the
studied BECS. The cytotoxicity of the BECS was
performed against human brain cancer cell lines C6,
(Figure2). From the results, it is clear that BECS
showed no toxicity against C6 brain cancer cell lines.
Several data are currently available regarding the
potential adverse effects of C. spinosa. Literature
reports suggested that C. spinosa was safe, in a 2-
month clinical trial; diabetic patients given C.
spinosa fruit extract (400 mg three times a day)
showed no signs of adverse effects [64]. An acute in
vivo toxicity study of methanolic extracts of fruits
and root barks of C. spinosa at oral doses ranging
from 500 to 5000 mg/kg body weight showed no
renal or hepatic toxicity[65].These finding were in
agreement with those found by Karanayil et
al.[66],who reported an LD50 superior to 5000
mg/kg for C. spinosa.

3.3. Antidiabetic studies

Table 4.

Effect of n-BuOH extract of Capparis spinosa aerial
parts (BECS) on diabetic parameters in brain of STZ-
treated rats

Glucose plasma | plasma Insulin Brain insulin C-peptide Glyc PlasmaAGE
level(mg /dL) Tevel (pg /dL) (pg/t) (ng/mL) (%) (AU/mg_protein)

Control 98.7545.3 65.7514.3 59.614.2 1.1410.25 35408 1.09£0.01
BECS 96.9844.8 66.8014.8 58.744.1 1124011 3.840.2 1.05:0.02

szT 368.75£10"% 39.3313.18"% 423138"% 0.53:0.01% 1423118 | 2.1120.01"%

166.36.3"VEE 60.144,1"V¥EE 56.51+1.08"VEE 1.0240.21¢ 9.96+1.02"V¥EE | 1.240.08¢¢

STZ+Metf (14.98%) (78.61%) (79.76 %) (80.32%) (75.43 %) (89.21%)

180.244.8"¥¥EE8 5822452"E | 54.344.0"WEES 0.9£0.01¢¢ 10.441.04"¥¥E | 1.3340,05%E¢

STZ+BECS (69.83%) (71316 %) (7456 %) (65.69 %) (69.65 %) (75.49 %)

Values are mean = SD, (n = 12),

*: Comparison of groups vis controls; (ns: no
significant); ("p<0.05); ("p<0.01).

¥: Comparison of groups vis BECS; (*p<0.05);
(¥p<0.01).

£: Comparison of groups vis STZ-group; (p<0.05);
(t£p<0.01).

§: Comparison between STZ + Met-group and STZ +
BECS-group; (5p<0.05); (¥3p<0.01).



ALGERIAN CAPPARIS SPINOSA N-BUOH EXTRACT ALLEVIATES DIABETIC NEUROPATHY .... 525

Values in parentheses indicate percent protection.
The % of protection is calculated as: 100 x (values of
STZ)-values of samples/ (values of STZ)-values of
control.

3.3.1. Effect of BECS on blood glucose level in
diabetic rats

In our study, the induction of diabetes was
confirmed by elevated fasting blood glucose levels
[67]. The level of blood glucose of STZ-rats reached
368.75+10 mg/dL throughout the 28 days
experimental period, compared to the control group
(98.75+5 mg/dL) (Table 4). The results of the current
study indicated that the administration of BECS (200
mg/kg b.w.) for a period of 28 days significantly
alleviated (69.83 %) the adverse effects of STZ-
induced diabetes. The decrease in blood glucose of
BECS was similar to that of standard antidiabetic
drug metformin, (74.98 %). In experimental diabetes,
different parts of the C. spinosa plant have been
shown to be very effective in controlling blood
glucose [54, 68]. The possible mechanism by which
BECS mediates its antihyperglycemic action may be
through potentiation of pancreatic insulin secretion
from islet B cells or through enhancement of blood
glucose transport to peripheral tissue [69].
3.3.2. Effect of BECS on serum and brain insulin
levels and plasma C-peptide level
STZ has been used as an inducing agent to induce
diabetes mellitus by causing selective damage to
pancreatic insulin-generating [ cells [70]. In the
central nervous system (CNS), insulin is involved not
only in regulating glucose output, but also in
maintaining neuronal survival and development [71].
Disorders of the insulin signaling pathway in the
periphery and brain have been implicated in diabetes
[72]. Therefore, insulin deficiency may play a driving
role in the development of diabetic encephalopathy in
the STZ-induced animal model. In the present study,
induction of diabetes with STZ, resulted in
approximately 1.67-fold reduction in serum insulin
level (39.33+3.18 pg/dL; p<0.01) and in brain insulin
(42.3+3.8 pg/dL; p<0.01) compared to control rats
(65.75+4.3 pg/dL; p<0.01) and (59.6+4.2 pg/dL;
p<0.01) respectively (Table 4). C. spinosa treated -
group showed a significant (p<0.01) improvement in
the serum and brain insulin (73.16 %; 74.56 %;
p<0.01) respectively, similar to that of metformin
(78.61 %; 79.76 %; p<0.01) respectively (Table 4). In
STZ diabetic-group, the induced pathological lesion
in islets of langerhans of pancreas was resulted in low
insulin secretion from B cells in comparison to that of
the normal control group. Insulin has been reported to
have the ability to cross the blood-brain barrier and is
abundantly detected in the brain [73]. It should be
mentioned that the amount of insulin in the CSN is
much lower than the amount of insulin in the serum;
although their levels are correlated, we therefore
know that the most important source of insulin to the
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brain is its transport across the blood-brain barrier
[74]. Long-term DM can disrupt the structure of the
blood-brain barrier resulting in vascular damage [75].
From the current study we speculate that C. spinosa
treatment look like the effect of metformin that may
crosses the blood-brain barrier fast [76]. C-peptide
which secreted by pancreatic cells [77] is one of the
factors reflecting insulin deficiency [78]. The lower
levels of C-peptide and decreased beta cell function
have been linked to greater levels of glucose
variability [79], therefore, C-peptide is a useful for
assessing pancreatic beta cells function [80, 81]. As
shown in (Table 4), induction of diabetes with STZ
resulted in approximately 2.15-fold reduction in
serum C-peptide level (0.53+0.01ng/mL) compared
to control rats (1.14+0.25 ng/mL). Serum C-peptide
levels reflect the absolute amount of endogenous
insulin secretion [82]. The BECS-treated group
showed significant (p<0.01) improvement in the
serum C-peptide (60.65 %) as compared to
metformin-treated rats with (80.32 %) (Table
4).Preliminary phytochemical screening of aerial part
of C. spinosa revealed the presence of a wide range
of natural compounds such as alkaloids, saponins that
have been mentioned as ant diabetic agents, in
diabetic rats or clinical trials [83, 84].Interestingly,
the possible synergistic interactions of the phenolic
compounds contained in BECS, mainly quercetin,
rutin, 4-hydroxybenzoic, and chlorogenic acid may
be beneficial [85].

3.3.3. Effect BECS on AGEs and HbAlc levels

AGEs and glycated hemoglobin are other markers
of oxidative stress and subsequent protein damage
under DM conditions. Excess glucose availability
promotes increased production of AGEs [86]. AGEs
which have been considered as possible biomarkers
for diagnosing diabetes complications, are generated
by a non-enzymatic reaction of glucose using amino
groups on protein amino acids during diabetes [87].
Hyperglycemia which is a clinical feature of poorly
controlled diabetes mellitus, results in increased
protein glycation resulting in structural and
functional alteration of proteins, including
hemoglobin [88]. In our study, we observed an
increase (2.11+0.1AU/ mg protein) in the AGEs level
under the STZ-treatment compared with the control
group (1.09+£0.01 AU/ mg protein) (Table 4). BECS
showed a significant (p<0.01) improvement in the
serum AGE levels (75.49 %) as compared to
metformin (89.21 %). The amount of glycated
haemoglobin (% GHb) was also increased (14.23+1.8
%; 4.06-fold) compared with the control group
(3.5£0.8 %). In the present study, the HbAlc level
was significantly elevated in diabetic rats, which is in
agreement  with previous studies [89, 90].
Nonetheless, BECS significantly lowered (69.65 %;
p<0.05) HbAlc compared to metformin (75.43 %;
p<0.05). The high level of HbAlc is due to the
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persistently high blood glucose level, which leads to
hemoglobin glycation [91]. These results suggest that
BECS may prevent formation of Amadori products
[92] that can lead to protein oxidation and indicate
that the overall blood glucose level is controlled,
which must be due to improvement in insulin
secretion as noted above, Moreover, BECS could
directly decrease the formation of glycated
hemoglobin, possibly due to antioxidant activity [93].
These finding are also, alongside the study Huseini et
al. [64] reported that patients who took 1200 mg C.
spinosa fruit extracts daily for 2 months had a
significantly lower glycosylated hemoglobin levels.
Interestingly, the anti-AGE effect of BECS could be
due to its richness in polyphenols identified by LC-
MS/MS analysis, in particular the most abundant and
potent agents reported; chlorogenic acid and rutin
which have all been reported to significantly inhibit
glucose-mediated protein modification, the primary
inhibitors of AGEs [94, 95].

3.4. Effect of BECS on neurodegeneration

3.4.1. Effects of BECS on LDH activity, on MDA and
CK-BB Levels.

2

£ Control

BECS
1,6 =
=74
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Figure 3: The effect of n-BuOH extract of Capparis
spinosa aerial parts (BECS) (200 mg/Kg) on MDA
level in the brain of STZ treated -group.

Values are mean = SD, (n = 12),

*: Comparison of groups vis controls; (ns: no
significant); ("p<0.05); ("p<0.01).

¥: Comparison of groups vis BECS; (*p<0.05);
(¥p<0.01).

£: Comparison of groups vis STZ-group; (5p<0.05);
(*8p<0.01).

8: Comparison between STZ + Met-group and STZ +
BECS-group; (5p<0.05); (%8p<0.01).

Values in box indicate percent protection. The % of
protection is calculated as: 100 x (values of STZ)-
values of samples/ (values of STZ)-values of control.

£ Control
BECS

BSTZ

CSTZt + Metf

B STZ + BECS
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Figure 4: The effect of n-BuOH extract of Capparis
spinosa aerial parts (BECS)(200 mg/Kg) on CK-BB
level and LDH activity in the brain of STZ- treated
group

Values are mean £ SD, (n = 12),

*: Comparison of groups vis controls; (ns: no
significant); ("p<0.05); ("p<0.01).

¥: Comparison of groups vis BECS; (*p<0.05);
(¥p<0.01).

£: Comparison of groups vis STZ-group; (p<0.05);
(t£p<0.01).

§: Comparison between STZ + Met-group and STZ +
BECS-group; (5p<0.05); (¥3p<0.01).

Values in box indicate percent protection. The % of
protection is calculated as: 100 x (values of STZ)-
values of samples/ (values of STZ)-values of control.

Figure 3, showed that the level of brain MDA was
significantly (P<0.01) increased in STZ-diabetic rats
by about 2.44 fold. LDH is associated with adverse
clinical outcomes of traumatic brain injury. Neurons
are largely dependent on lactate as the main energy
substrate which also promotes neuroprotection [96,
97]. However, LDH activity was decreased
approximately 2.06 times, compared to healthy rats
(Figure 4). STZ-treated rats showed a reduction in
brain LDH activity, which signified a loss of cell
viability. Our results support the results of Kumar
and Bansal [98], who found that central
administration of STZ impaired neural coherence
evident by increased brain LDH activity. LDH
leakage may be due to the oxidation of PUFAs
making them more hydrophilic, which changes the
structure of the membrane [99]. These PUFAs are
rich in the brain and cause oxygen free radical origin.
Increase in ROS level results in elevated MDA level
causes death of neurons by oxidizing various
components of the cellular system [100]. Treatment
with the BECS (200 mg/kg) decreased significantly
(P<0.01) the level of MDA up to 78.37 %; and
restored (60.97 %) LDH activity as compared to
metformin (82.88 %; 72.81 %) respectively (Figure
3, 4). The increase in brain LDH activity seen in the
BECS+STZ group may manifest the resurrection of
neuronal membrane integrity. CK-BB found in
astrocytes plays a role in energy transfer in tissues
with high-energy requirement such as brain [101]. As
shown in Figure 4, induction of diabetes with STZ
resulted in approximately 3.05-fold reduction in
serum CK-BB level compared to control rats, C.
spinosa-treated group showed significant
improvement (p<0.01) serum CK-BB (79.47%)
compared to metformin (83.82%) (Figure 4). It has
been reported that serum CK-BB levels can increase
in various brain injury cases, and trigger
neurodegenerative events that lead to neuronal losses
[102, 103].
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3.4.2. Effect of BECS on neurochemical markers:
AChE, BChE, dopamine and glutamate levels
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Figure 5a: The effect of n-BuOH extract of Capparis
spinosa aerial parts (BECS), (200 mg/Kg) on AchE
activity and BchE activity in the brain of STZ-treated
group.

Values are mean + SD, (n =12),

*: Comparison of groups vis controls; (ns: no
significant); ("p<0.05); ("p<0.01).

¥: Comparison of groups vis BECS; (*p<0.05);
(¥p<0.01).

£: Comparison of groups vis STZ-group; (p<0.05);
(*:p<0.01).

8§: Comparison between STZ + Met-group and STZ +
BECS-group; (3p<0.05); (%¥p<0.01).

Values in box indicate percent protection. The % of
protection is calculated as: 100 x (values of STZ)-
values of samples/ (values of STZ)-values of control.

The development of diabetic encephalopathy is
correlated with persistent hyperglycemia and
generation of ROS, which cause cerebral angiopathy
as well which cause cerebral angiopathy as well as
neuron and glial cell abnormalities in brain tissue
[104]. The manifestations of these disorders in
diabetic ~ patients include; alterations in
neurotransmission and cognitive deficit [105]. Insulin
has been reported to exert some effects on several
neurotransmitters involved in memory formation,
such as the acetylcholine line [106]. AChE and BChE
are two major forms of cholinesterase implicated in
the pathogenesis of neurological disorders [107]. In
the present study, no significant change (p>0.05) was
noted when compare to the normal control, BECS
and metformin groups in the BChE and AChE
activities, STZ administration to rat induced marked
brain impairment, as evidenced by significant
(p<0.01) elevation of AChE (28+3.2 pmolL/mg
protein) and BChE (18.6+4.3 pmolL/mg protein)
levels and in the cerebral tissue of STZ-group, when
compared to the control group (13.35+1.2 pmoL/mg
protein; 7.99+0.8 pmolL/mg protein) respectively.
BECS treatment (200 mg/kg) or metformin treatment
(200 mg/kg) daily for 28 days, significantly (p<0.01)
inhibited (63.18 % or 83.27 %) the BChE and AChE
(76.70 % or 86.19 %) activities in the brain
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respectively, (Figure 5a). As mentioned above in this
study, STZ exhibited an insulin deficiency, therefore,
the stimulatory effect of insulin actions on protein
synthesis may be disrupted, thus leading to
neurological disorders associated with cognitive
dysfunction [108]. The STZ gives rise to a significant
increase in the AChE activity, an indicative of
declining cholinergic system. Our conclusion above
confirms the hypothesis of Suzuki and Clayton [109],
mentioning that oxidative brain damage is a long-
term complication, therefore it could lead to a
decrease in the efficiency of cholinergic
neurotransmission, due to the decrease levels of
acetylcholine in the synaptic cleft of diabetic rats
brain. High cholinesterase activity leads to non-
degradation of ACh; a neurotransmitter that improves
cognitive functions and strengthens nerve and gland
cells in the brain [10]. The observed cholinesterase
inhibition exhibited by BECS or metformin could
prevent the rapid breakdown of ACh, making it more
available for transmission of nerve impulses through
neurons. A study by Mollica et al. [59] revealed the
in vitro cholinesterase inhibitory activities of
Capparis. In accordance with our hypothesis, some
researchers have reported that rutin is an effective
AChE and BChE inhibitor [110, 111].
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Figure 5b: The effect of n-BuOH extract of
Capparis spinosa aerial parts (BECS),(200 mg/Kg)
on Dopamin and Glutamate levels in the brain of
STZ-treated group.

Values are mean = SD, (n = 12),

*: Comparison of groups vis controls; (ns: no
significant); ("p<0.05); ("p<0.01).

¥: Comparison of groups vis BECS; (*p<0.05);
(¥p<0.01).

£: Comparison of groups vis STZ-group; (p<0.05);
(t£p<0.01).

§: Comparison between STZ + Met-group and STZ +
BECS-group; (5p<0.05); (¥%p<0.01).

Values in box indicate percent protection. The % of
protection is calculated as: 100 x (values of STZ)-
values of samples/ (values of STZ)-values of control.

An earlier study had shown that MAO is a major
source of oxidative stress and that its increased



528 Sekrani et.al.

activity causes dopamine deficiency in the brain
[112]. Dopamine is an important neurotransmitter
that is widely distributed in the central nervous
system and has been explored as a biomarker in
metabolic and neurological disorders [113].
Glutamate is a major cause of neuronal cell death in a
number of different neurodegenerative diseases
[114]. Changes in glutamic acid concentrations seem
to be of interest, as this amino acid plays a role as a
neurotransmitter in the brain and is involved in the
brain pathogenesis [115]. A contributing factor in
many such conditions is excessive glutamate release,
and subsequent glutamatergic neuronal stimulation,
which leads to increased ROS production,
excitotoxicity and neuronal damage [116]. In the
present study, we noticed that STZ treatment depleted
the level of cerebral DA (35.91+4.2 ng/mg tissue);
(P<0.01) compared to control group (55.81%6.5
ng/mg tissue) (Figure5, b), but increased the
glutamate level (202.8+10.6 nmol/mg tissue;
(P<0.01) in cerebral tissues at the end of the study, as
compared with control group (88.33+5.4 nmol/mg
tissue) (Figure,5 b). Treatment with BECS resulted in
significant increase in DA level (67.73 % P<0.01)
and decrease in glutamate (63.94 %; P<0.01),
metfromin-treatment resulted in similar effects (71.3
%; 83.95 %) respectively (Figure, 5 b). The increased
inhibition of AChE and BChE activities, increased
DA level and decreased glutamate after treatment
with 200 mg/kg BECS extract, could be attributed to
the significant amounts of its phytochemical
composition, especially polyphenolic compounds
(Table 2), which have been reported to exhibit
cholinesterase inhibiting activities. This is consistent
with the report by Rahimi et al. [22] which shows C.
spinosa (100 and 300 mg/kg) as a modulator of
behavioral and biochemical parameters, Mohebali et
al. [23] demonstrated the effects of C. spinosa on
amyloidogenesis-related genes in AR-injected rat,
Turgut et al. [117] showed that 100 and 200 mg/kg of
C. spinosa improve cognitive impairments by D-
galactose.

3.5. Effect of BECS on Glutathione and Glutathione-
metabolizing enzymes in STZ-animals
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Figure 6: The effect of n-BuOH extract of Capparis
spinosa aerial parts (BECS)(200 mg/Kg) on
Glutathione-metabolizing enzymes in the brain of
STZ-treated group.

Values are mean = SD, (n = 12),

*: Comparison of groups vis controls; (ns: no
significant); ("p<0.05); ("p<0.01).

¥: Comparison of groups vis BECS; (*p<0.05);
(¥p<0.01).

£: Comparison of groups vis STZ-group; (p<0.05);
(*£p<0.01).

§: Comparison between STZ + Met-group and STZ +
BECS-group; (5p<0.05); (¥3p<0.01).

Values in box indicate percent protection. The % of
protection is calculated as: 100 x (values of STZ)-
values of samples/ (values of STZ)-values of control.

Streptozotocin is an unstable molecule that
accumulates in pancreatic pB-cells and breaks down
into carbonium radicals; highly reactive carboxylic
radicals produce direct and indirect toxic effects on
pancreatic islet cells by increasing the ROS formation
[118]. Several investigations have shown that STZ
enters the pancreatic B-cells by glucose protein-2
transporter and disrupts the balance between
antioxidant and oxidant systems damaging the
insulin-producing islet B-cells and inducing the
progression of diabetes [119, 120]. Reduction of
endogenous antioxidant defense system can promote
free radical formation, degradation of GSH-
dependent antioxidant defense system and sequential
alteration of cellular redox balance [121]. In the
current study, STZ-treatment clearly depleted brain
GSH level and reduced the GSH-related enzymes as
evidenced by the decline in the GSH, GST, GR, and
GPx levels ((Figure 6). Treatment of rats with 200
mg/kg of BECS efficacy restored the GSH level and
GSH-system enzymes towards normal levels. A
marked response (61.66 %) of GSH was observed in
the brain of BECS-STZ treated rats as compared to
metformin treatment (70.07 %). Treatment with C.
spinosa reversed (60.61 %) GPx, (78.57 %) GST, and
GR (74.30 %) levels. The efficacy of BECS was
comparable to that of metformin in restoring GPx (73
%), GST (81.10 %) and GR (79.64 %) (Figure 6).

Glutathione which is a tripeptide of glutamate,
cysteine and glycine, occurring in neurons at
concentrations of 0.2-2 mM [122], is a major
antioxidant and redox regulator in cells [123]. In
addition to its essential roles in redox homeostasis, it
functions as cofactors for a multitude of enzymes
[124]. Persson et al. [125] showed that glutathione
synthesis was directly related to microglial glutamate
uptake and the release of glutamate metabolites.
Barger et al. [126] showed that the depletion of
glutathione levels due to oxidative stress is linked to
microglial glutamate release. And that in addition to
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its support of antioxidant function, the glutathione
cycle also serves as a reservoir of intracellular neural
glutamate [127]. Several studies have hypothesized
that glutathione synthesis is directly dependent on
glucose metabolism, which is correlates with a
decrease in the content of glutamate precursor of
glutathione precursor [128, 129]. Another possible
explanation for the loss of brain GSH, is that
glutamate affects its level, where the high
extracellular concentration of glutamate blocks the
uptake of cysteine (an essential amino acid for
sustained glutathione synthesis). Consequently, this
blockade  eventually  decreases  glutathione
concentration [130]. Our above findings on glutamate
levels under STZ treatment, confirm that depletion of
glutathione levels under oxidative stress may be
related to microglial glutamate release. The
restoration effect of the BECS on the glutathione, and
glutathione-metabolizing enzymes, could be due to
the antioxidant properties of the compounds
contained in BECS that enhance the ROS
elimination. The over expression of the brain
glutathione antioxidant system in BECS-treated rats
suggests that this potential antioxidant defense may
be reactivated by Plant phenolic compounds such as
flavonoid [131]. The whole body of data collected in
the past decades on the chemical composition of C.
spinosa, has led to evidence that the plant is a rich
source of bioactive compounds, mostly polyphenolic
compounds [21]. Moreover, as mentioned above in
the current study from the LC-MS/MS data, BECS is
rich in many different phenolic antioxidants, among
which the most abundant are; chlorogenic acid, rutin
and a small amount of other compounds (quercetin,
p-hydroxy benzoic acid, caffeic acid, gentisic acid,
gallic acid, kaempferol and rosmarinic acid; which
have property of antioxidant activities [132-134].

3.6. Effect of BECS on NO and pro-inflammatory
cytokines in the brain
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Figure 7: The effect of n-BuOH extract of Capparis
spinosa aerial parts (BECS)(200 mg/Kg) on
inflammatory parameters in the brain of STZ-treated
group.

Values are mean + SD, (n = 12),
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*: Comparison of groups vis controls; (ns: no
significant); ("p<0.05); ("p<0.01).

¥: Comparison of groups vis BECS; (*p<0.05);
(¥p<0.02).

£: Comparison of groups vis STZ-group; (p<0.05);
(*8p<0.01).

§: Comparison between STZ + Met-group and STZ +
BECS-group; (5p<0.05); (¥3p<0.01).

Values in box indicate percent protection. The % of
protection is calculated as: 100 x (values of STZ)-
values of samples/ (values of STZ)-values of control.

DM propagation is associated with a chain of
molecular events, including inflammation which has
been shown to be a key factor in this disease [135].
Chronic hyperglycemic conditions could affect the
neuronal metabolism of astrocytes and microglia
which have been shown to elaborate inflammatory
cytokines in the brain [136]. The diabetogenic and
cytotoxic effects of STZ are associated with the
production of free radicals causing oxidative damage
to cells and also coupled with propagation of
diabetes-linked autoimmunity [137, 138]. High
reactivity of ROS exerts toxic effects on pancreatic
acinar cells and is linked to the production of
inflammatory mediators [139]. There is a strong body
of evidence that hyperglycemia induces the activation
of microglia and astrocyte which correlates with
increased expression of inflammatory and oxidative
stress markers such as TNF-a, INOS, ROS, and other
pro-inflammatory cytokines [140].
TNF-a is one of the first pro-inflammatory
biomarkers to be associated with the pathogenesis of
insulin  resistance and  T2D-related  glucose
abnormalities and plays an important role in ROS
production [141]. IL-6 is also produced in microglia,
astrocytes and neurons, and it plays a pivotal role in
various CNS functions such as induction and
modulation of astrocyte reactivation, pathological
inflammation and neuroprotection [142]. To examine
if the BECS treatment exerted an anti-inflammatory
effect, we analyzed the relative abundance of some
pro-inflammatory cytokines such as IL-6 and
TNF-a, (Figure 7). Regarding the levels of IL-6 and
TNF-a, it was found that the STZ-group had a
significantly  (p<0.01) high level (149.8+7.1;
91.41+6.8 pg/mL) compared to normal control levels
(p<0.01) 52.6+4.8; 33.38£3.1 pg/mL; p<0.01)
respectively (Figure 7). Meanwhile, treatment of
diabetic rats with BECS or metformin significantly
(p<0.01), reduced IL-6 (70.57 %) and TNF-a, (74.11
%) levels as compared to metformin-rats (73.97
9%;83.76 %; p< 0.01) respectively. Our results
corroborate those mentioned, increased of IL-6, TNF-
a have been reported in T2DM [143, 144]. In
addition to the mechanisms mentioned above, another
important mechanism by which B cells are partially
destroyed is the formation of nitric oxide free radicals
[145].1t has been proposed that the NO molecule
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contributes to STZ-induced DNA damage and causes
excess NO production through the pathological
activation  of  INOS  which results in
neurodegeneration and memory loss [146]. The
treatment of diabetic rats with either BECS or
metformin significantly (p<0.01), reduced NO (77.51
%; 71.49 %) levels respectively. Nevertheless,
excessive nitrite  levels in brain leads to
neurodegeneration [147] and it also potentiates NO
production in astrocytes [145]. Interestingly, our
findings showed that the groups receiving the 200
mg/kg dose of BECS extract had lower levels of
inflammatory cytokines (IL-6 and TNF-a) throughout
the brain. In this regard, C. spinosa has been reported
to be used as therapeutic traditional medicine to
relieve various ailments [148, 149] such as
rheumatism, rheumatoid arthritis and  gout
[150].These results were consistent with other studies
related to the anti-inflammatory effect of different
types of C. spinosa, Moutia et al. [151] showed that
aerial part of C. spinosa (100 and 300 mg/kg) up-
regulates the gene expression of an anti-inflammatory
cytokine interleukin (IL)-4, Mohebali et al. [23]
revealed that C. spinosa down-regulated the genes
involved in inflammation. In the current study, the
anti-inflammatory effect of BECS could be due to its
richness in polyphenols identified by LC-MS/MS
analysis. The most abundant and potent agents
reported were chlorogenic acid and rutin, have been
reported to be the major anti-inflammatory agents
[152]. Possible synergistic interactions of all
contained phenolic compounds have shown anti-
inflammatory properties.

Conclusion

Altogether, the results presented here demonstrate,
for the first time, that treatment with n-BuOH extract
of Capparis spinosa (BECS) can prevent the DM-
neuropathy induced with STZ ,that could be mostly
attributed to different mechanisms, such as reducing
the blood glucose, improvement in the serum and
brain insulin, the serum C-peptide, and the serum
CK-BB levels. BECS was also successful in
restricting HbAlc, resurrection of neuronal
membrane integrity through restoration of LDH,
attenuation of markers of brain dysfunction (AChE
and BChE activities; glutamate level) and increased
dopamine level. Moreover, the effectiveness of the
BECS treatment restored GSH level and GSH-system
enzymes.  And  successfully  regulated the
diabetogenic  production of the inflammatory
mediators IL-6, TNF-a, NO and MPO. From all of
these results, the neuro-protective effect of BECS
could be due to its richness in polyphenols identified
by LC-MS/MS analysis, mainly chlorogenic acid and
rutin, as well as the synergistic interactions of all the
constituents.
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Intitulé
L’effet préventif des polyphénols du Capparis spinosa sur les altérations cellulaires pancréatiques

et cérébrales du rat rendu diabétique a la streptozotocine.

Thése en vue de I’obtention du dipléme de doctorat
Résumé

Cette étude a été concue pour évaluer les effets antidiabétiques, antioxydants et anti-
inflammatoires de I'extrait n-BuOH de Capparis spinosa chez des rats Wistar rendus diabetiques a
la streptozotocine (STZ) vis-a-vis les complications pancréatique et cérébrale. Les études in vitro
ont révélé que le BECS possédait une forte activité antioxydante en utilisant différents dosages
(DPPH®, ABTSe+, pouvoir réducteur, test de phosphomolybdate) et une activité antidiabétique
¢élevée (activité inhibitrice de a-glucosidase et a-amylase). D'autre part, le BECS n'a montré
aucune toxicité contre les lignées cellulaires de cancer du cerveau C6. Concernant 1’étude in vivo,
le traitement des rats au BECS (200 mg/Kg) pendant une période de 28 jours a considérablement
atténué les effets indésirables du diabéte induit & la STZ (60 mg/Kg). Une diminution de la
glycémie et des taux d'HbA1C a été observee dans le groupe BECS-STZ, associée a une
amélioration des taux d'insuline plasmatique et cérébrale. Le groupe traité par le BECS a montre
une amélioration des concentrations plasmatiques de peptide C, d’AGE et de CK-BB. Le BECS a
également réussi a réduire le profil lipidique des rats traités a la STZ. Parallelement, le niveau de
la MDA pancréatique est réduit et les paramétres du statut redox sont améliorés chez les rats
diabétiques. Par ailleurs, une résurrection de l'intégrité de la membrane neuronale a été manifestée
dans le groupe BECS-STZ, comme en témoigne l'augmentation de l'activité cérébrale de la LDH
et la réduction du niveau de la MDA céréebrale. De plus, le traitement des rats par le BECS a
permis de réguler les marqueurs du dysfonctionnement cérébral (activités AChE, BChE, niveaux
du glutamate et de la dopamine). Egalement, le traitement des rats avec le BECS a rétabli les
niveaux de la SOD, de la CAT et les enzymes du systeme GSH a des niveaux normaux. En ce qui
concerne les niveaux de (IL-6, TNF-a et NO) produits par les effets diabétogenes de la STZ, le
BECS a réussi a réguler ces médiateurs inflammatoires. De tous ces résultats, les effets
antioxydants et anti-inflammatoires du BECS pourraient étre dus a sa richesse en polyphénols
identifiés par ’analyse LC-MS/MS, principalement 1’acide chlorogénique et la rutine, ainsi que
les interactions synergiques de tous les contenus. En outre, I'histopathologie du pancréas et du
cerveau confirme I'effet protecteur du BECS dans le diabéte induit a la STZ chez les animaux. Les
résultats indiquent clairement que le traitement par le BECS exerce un caractere protecteur contre
le diabéte en diminuant le stress oxydatif, la neuro-inflammation et en modulant les niveaux
élevés du glucose.

Mots clés : Diabéte, Sreptozotocine, Capparis spinosa, Stress oxydatif, Inflammation.
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