REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

Université des Fréres Mentouri Constantinel
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie
Département de Biologie Animale

N° d’ordre :
N° de série :
Thése de Doctorat ‘
Présentée pour obtenir le diplome de Doctorat 3°™ cycle
Domaine: Sciences de la Nature et de la Vie
Filiere: Biotechnologie, Biologie et Environnement
Spécialité: Physio-Toxicologie Cellulaire
Présentée et soutenue par :
ZAOUI heyem
Intitulé :
. . . . )
Modulation des altérations physiopathologiques
hépatiques et rénales par Thymus algeriensis chez le
rat rendu diabétique
- /
Membres du jury : 16/02/2023
Président : Pr. LALAOUI Korichi Université des Fréres Mentouri Constantinel
Directeur de these : Pr. AMMEDAH Souad  Université des Fréres Mentouri Constantinel
Examinateurs : Pr. BENCHEIKH Fatima Université de Ferhat Abbas University Setif 1

Dr. ZOUAGHI Youcef Université des Freres Mentouri Constantinel
Dr. HANFAR Mourad Université de Mustapha Ben Boulaid Batna 2

Année universitaire
2022/2023




i
)
1%
-
| dlff oo

»0
C)L"
~
N LY
)G
2 LU
'Y‘)L IN)
L\
U‘j’) L
~ (L
105 du¥

o)
ﬁ.‘?’
iy
el &
—Lg.‘.’.ﬂ’é,g.m—




DEDICACE
Je dédie ce travail,

A mes chers parents Karim et Malika, pour ces longues années de
soutien inconditionnel, pour votre confiance permanente. Pour tous les
sacrifices et les encouragements que vous avez consentis pour moi, J'en
suis consciente et tres reconnaissante. J espére que cette thése sera a la

hauteur de vos attentes et qu ’elle soit [’accomplissement de tous vos

efforts. Que Dieu vous garde.

A mon cher mari ABDERRAHENE, pour la patience et le soutien
dont il a fait preuve pendant toute la durée de ce travail et a qui je

voudrais exprimer mes affections et mes gratitudes.

A mon fils Med [YED, aucune dédicace, ne peut valoir pour exprimer toute
ma tendresse et mon affection vis-a-vis de lui. Puisse le bon DIEU daigne
le faire grandir dans la sagesse, la bonne santé et I'intelligence

nécessaire.

A mon cher frére unique M DHIAE EDDINE, tu as toujours offert
soutien et réconfort, j 'exprime envers toi une profonde admiration,
reconnaissance et attachement inconditionnels, sans oublier ma chere

niece CHAHD, que dieu la protege.

A mes chéres seeurs ROFI et HALA, je ne peux exprimer a travers ses
lignes tous mes sentiments d’amour et de tendresse envers vous. Je vous
souhaite la réussite dans votre vie, avec tout le bonheur qu’il faut pour

vous combler. Merci pour votre précieuse aide a la réalisation de ce

travail.

A mes chéres amies Nesrine et Kenza, pour leurs encouragements, et

leurs soutiens.

ZAOUI HEYEM



REMERCIEMENTS

Premiérement, je remercie Allah, le bon Dieu, gui m’a donné
["ambitieux, le défi, la patience et le courage durant ces langues années
d’étude.

Je remercie tres chaleureusement Madame le Professeur
AMEDDAH Souad, ma directrice de thése durant ces annéees. Merci pour
votre encadrement, votre disponibilité et votre soutien. Merci pour votre

compréhension, votre grande gentillesse et pour la confiance que vous
m’avaient temoigné tout au long de cette étude. Malgré vos importantes
obligations, vous avaient toujours été presente pour recadrer mes
recherches dans la bonne direction et ceci été fondamental dans la bonne

realisation de cette these. Soyez assurees de ma profonde gratitude.

Je tiens particulierement a remercier les membres du jury d’avoir
accepté de juger ce travail et en étre les examinateurs de cette these :

Monsieur le Professeur LALAOUI Korichi, d’avoir accepté de juger ce
travail et de me faire [’honneur de presider ce jury de these. Veuillez

trouver ici le temoignage de mon profond respect.

Je tiens a remercier Madame le Professeur BENCHEIKH Fatima,
Monsieur le Dr ZOUAGHI Youcef, et Monsieur le Dr HANFAR Mourad
d’avoir accepté de juger ce travail et de participer aux jurys de cette

these. Soyez assurée de ma profonde gratitude.

Mes sinceres remerciements s’adressent plus spécialement a
Monsieur le Professeur MANED Ahmed pour son aide concernant les
statistiques, pour sa disponibilité et surtout ses judicieux conseils, qui ont
contribué a alimenter ma réflexion. Je vous suis reconnaissante, je ne

saurais jamais vous remercier assez.



Je tiens a remercier spécialement Monsieur BOULDJEDJ
Redouane, pour son aide précieuse, sa compétence scientifique et ces
conseils techniques. Merci pour votre soutien, votre disponibilité et votre

gentillesse.

Je tiens a remercier tres particulierement et a temoigner toute ma
reconnaissance a Monsieur BAHRI, pour [’expérience enrichissante et
pleine d’intéréts qu’il m’a fait vivre durant la réalisation de mon

expérimentation avec les rats au niveau de [’animalerie.

C’est avec un grand plaisir que je téemoigne ici toute ma
reconnaissance a Monsieur ERENLER Ramazan, d avoir accepté de
m’accueillir au sein de son laboratoire pour la réalisation de mon stage.

Merci pour votre accueil chaleureux et votre genérosité.

Un grand merci s’ adresse a ma chére amie la doctorante
IBTISSEM, ma chere sceur qui a eu la patience de me supporter durant
toutes ces années d’étude, et qui m'a soutenu et encouragé pendant tous

les moments difficiles vécus, je t'aime beaucoup ma chere.

Mes remerciements sont aussi dirigés a tous mes enseignants,
depuis le primaire, qui ont contribué et influencé dans [’élaboration de
ma formation. Je remercie aussi tous les membres du laboratoire de

Biologie et environnement.

Je remercie également toutes les personnes qui ont contribué de

pres ou de loin a la réalisation de cette thése.



Résumé

Le présent travail a pour objectif 1’évaluation de I’activité antioxydante,
antidiabétique, anti-dyslipidemique ainsi que le réle limitant des complications
majeures, telles les dysfonctionnements hépatorénaux de la plante Thymus
algeriensis. Les études in vitro (utilisant les modéles : DPPH°, I’ABTS®, le
pouvoir réducteur, phosphomolybdéne) ainsi que I’évaluation de I’activité anti-
peroxydation lipidiques (blanchissement [-carotene/acide linoléique, systéme
Fe’*/acide ascorbique et thiocyanate ferrique) ont montré que I'extrait
n-BuOH de T. algeriensis (BETA) est associé a une activité antioxydante trés
intéressante. L’activité antidiabétique a été effectuée in vitro, en mesurant
I’activité inhibitrice de l'a-glucosidase et l'a-amylase et 1’activité antiglycation
(anti-AGE), et in vivo, en utilisant le modele animal rat-streptozotocine (60
mg/kg). Les rats diabétique traités par le BETA (200 mg/kg pendant 28 jours) ont
manifesté une amélioration significative du poids corporel, une diminution
significative de la concentration de glucose dans le sang et des taux de I’HbA1C.
Le BETA a amélioré¢ d’une facon significatif la fonction rénale (diminution des
taux de la créatinine et de I’'urée) et la fonction hépatique (diminution des taux des
AST et ALT). Le BETA a également diminué¢ d’une fagon significative les taux
du MDA et a corrigé les paramétres du statut redox hépatique et rénale (SOD,
CAT et le systeme glutathion, GSH, GPX, GST). Les résultats histologiques ont
renforcé les résultats biochimiques en indiquant que le co-traitement avec le
BETA a pu améliorer les anomalies structurales hépatiques (stéatose) et rénales
(altération glomérulaires et tubulaires) induites par la STZ. 1l ressort de ces
résultats que I’extrai n-BuOH de la plante Thymus algeriensis, vu sa richesse
qualitative et quantitative en polyphénoles confirmée par I’analyse chimique (LC-
MS), serait doté d’un effet anti-dyslipidemique, antioxydant, antidiabétique et il

pourrait jouer un r6le néphroprotecteur et hépato-protecteur.

Mots clés: Diabete, Streptozotocine, Thymus algeriensis, Hyperglycémie,

Dyslipidémie, Stress oxydant.



Abstract

The present work aims to evaluate the antioxidant, antidiabetic, anti-dyslipidemic
activity as well as the limiting role of major complications, such as hepatorenal
dysfunctions of the plant Thymus algeriensis. In vitro studies (using the models:
DPPH°, ABTS®, reducing power, phosphomolybdenum) as well as the evaluation
of the anti-lipid peroxidation activity (bleaching B-carotene/linoleic acid, Fe?*
system/ascorbic acid and ferric thiocyanate) showed that the extract n-BuOH from
T. algeriensis (BETA) is associated with very interesting antioxidant activity. The
antidiabetic activity was carried out in vitro, by measuring the inhibitory activity
of a-glucosidase and a-amylase and antiglycation (anti-AGE) activity, and in vivo,
using the rat-streptozotocin (60 mg/kg) animal model. Diabetic rats treated with
BETA (200 mg/kg for 28 days) showed a significant improvement in body
weight, a significant decrease in blood glucose concentration and HbA1C levels.
BETA significantly improved renal function (decrease in creatinine and urea
levels) and liver function (decrease in AST and ALT levels). BETA also
significantly decreased MDA levels and corrected hepatic and renal redox status
parameters (SOD, CAT and glutathione system, GSH, GPX, GST). The
histological results reinforced the biochemical results by indicating that the co-
treatment with BETA could improve the hepatic (steatosis) and renal (glomerular
and tubular damage) structural abnormalities induced by STZ. These results show
that the n-BuOH extract of the Thymus algeriensis plant, given its qualitative and
quantitative richness in polyphenols confirmed by chemical analysis (LC-MS),
would have an anti-dyslipidemic, antioxidant, antidiabetic and it could play a

nephroprotective and hepatoprotective role.

Keywords: Diabetes Streptozotocine, Thymus algeriensis, Hyperglycaemia,

Dyslipidaemia, Oxidative Stress
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12(S)-HETE 12 (S)- acide hydroxyeicosatétranoique
12(S)-HPETE 12 (S)-acide hydroperoxyeicosatétranoique
4HNE 4-hydroxynonénal

8-Isp 8-isoprostane

ADA American diabetes association

ag atrophie glomérulaire

AGE Advanced glycation end products

Akt Protein kinase B

AMPc Adénosine monophosphate cyclique

AMPK Adenosine monophosphate-activated protein kinase
AOMI Artériopathie oblitérante des membres inférieurs
AP-1 Activator protein 1

AR Aldose réductase

BETA Butanolic extract of thymus algeriensis

BSA Bovine serum albumin

CEB/Ps CCAAT enhancer-binding proteins

CML Carboxymethyllysine

CTGF Connective tissue growth factor

CVv Central vein

DAG Diacylglycérol

DG Diabéte gestationnel

DID Diabéte insulinodépendant

DNID Diabéte non insulinodépendant

DPP4 Dipeptidyl peptidase-4

g glomérule

GFAT Glutamine fructose-6-phosphate-amidotransférase
GIP Glucose-dependent insulin releasing polypeptide
GLP-1 Glucagon-like peptide-1

GLUT Glucose transporter proteins

GSK-3 Glycogen synthase kinase 3
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HGPO Hyperglycémie provoquée par voie orale

HIF-1la Hypoxia-inducible factor-1 o
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ICAM-1 Intercellular adhesion molecule 1
IKK-B IkappaB kinase beta
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JNKs C-Jun N-terminal kinases
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MAPK mitogen-activated protein kKinase
MAS Macrovesicular steatosis

MCP-1 Monocyte chemoattractant protein-1
MEF2 Myocyte enhancer factor 2

MGO Methylglyoxal
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MODY Maturity-onset diabetes of the young
mTOR mammalian target of rapamycin

N Nécrose
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NFE2 Nuclear factor-erythroid 2

Nf-kb Nuclear factor-kappa B

p38 MAPK p38 Mitogen-Activated Protein Kinase
PAI-1 Plasminogen activator inhibitor-1
Pdx-1 Pancreatic and duodenal homeobox 1
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RI Reésistance a l'insuline

RT Renal tubule

SAPK Stress-activated protein kinase
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_ Introduction générale

Introduction générale

Le diabéte sucré est I'une des maladies les plus répandues dans le monde, il survient
lorsque le taux du glucose est élevé dans le sang, cela est due a une carence relative ou
absolue de la sécrétion d’insuline (diabéte insulino-dépendant) ou a une insulino-résistance
des tissus cibles (diabete non insulino-dépendant). Cette maladie métabolique connait une
expansion tres significative, selon les dernieres estimations de 1’organisation mondiale de la
santé (OMS) et de la fédération internationale du diabéte (IDF), 463 millions d'adultes (un
adulte sur 11) agés de 20 a 79 ans souffraient de diabéte sucré dans le monde, et ce nombre
devrait atteindre 578 millions d'ici 2030 et 700 millions d'ici 2045 (Liu et al., 2021).

Le diabéte est toujours associé a dyslipidémie, I’'une des complications les plus
communes observée chez environ 40% des patients diabétiques. En outre, 1’hyperglycémie
observée au cours du diabéte peut causer un état de stress oxydant et vice versa, le stress
oxydant peut étre a 1’origine du diabéte causant ainsi ses majeurs complications (Klisic et
al., 2018).

Le foie joue un réle important dans la régulation de I'homéostasie du glucose, cette
derniére peut étre altérée a cause du diabete par différents mécanismes y compris la
résistance a l'insuline et l'intolérance au glucose. En plus, ’hyperglycémie chronique peut
affecter les reins en causant des lésions a différents niveaux structuraux notamment les
cellules endothéliales, les cellules mésangiales, et les podocytes, provoquant au final une
néphropathie diabétique (Atia et al., 2020). Pour ces raisons, nous nous sommes intéresses a

I’é¢tude des complications hépatorénales associées au diabéte sucré.

Actuellement, diverses matieres synthétiques ont été utilisees pour le traitement du
diabete et ces complications. Néanmoins, les preuves médicales actuelles ont rapporté que la
plupart des médicaments antidiabétiques induisent de nombreux effets indésirables qui
menacent la santé des patients diabétiques. Par exemple, la metformine, qui est
recommandée comme thérapie de premiére ligne pour le traitement du diabete, peut
provoquer des effets secondaires tels que les troubles gastro-intestinaux lors de la prise a
long terme. Cependant, de nouveaux agents thérapeutiques, relativement non toxiques,
seraient nécessaires pour traiter ’hyperglycémie, et par conséquent, réduire le risque des

complications liées au diabéte (Luo et al., 2021).
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Depuis toujours, les proprietés curatives des herbes médicinales ont été appliquées

pour l'intervention thérapeutique depuis l'aube de I'histoire humaine. Aujourd'hui, il a été
rapporté que des centaines de plantes exercent des effets positifs pour le traitement du
diabéte en réduisant la glycémie et en diminuant I'apparition des complications causées par
I'nyperglycémie (Camaya et al., 2022).

Selon I’OMS, environ 80 % des populations africaines utilisent la médecine
traditionnelle pour leurs soins de santé primaires. En raison de son emplacement dans un
climat tropical et subtropical, I’ Afrique est connu pour sa richesse en diversité biologique, il
dispose d’une énorme ressource végétale (40 000 a 45 000 especes de plantes), dont 5 000
sont des espéces médicinales (Khumalo et al., 2022).

La variabilité des conditions écologiques et climatiques en Algeérie a favorisé la
montée d’une importante biodiversité végétale représentée par 3183 especes qui constitue
une occasion considérable pour I’exploration de diverses molécules actives d’intéréts

biologiques (Mechaala et al., 2021).

Parmi les familles botaniques les plus représentées la famille des Lamiacées, qui
constitue une source potentielle des agents thérapeutiques pour la gestion de troubles
métaboliques, y compris le diabete. Cette famille est caractérisee par la haute teneur en
composes aromatiques et huiles essentielles. Les especes de Lamiacées ont été utilisées
comme agents antidiabétiques depuis des temps immémoriaux pour leurs capacités curatives

au sein de la médecine populaire (Etsassala et al., 2021).

Le genre Thymus, membre de la famille des Lamiacées, est caractérise par de
nombreuses propriétés ethnomédicinales telles que les activités antispasmodiques,
antimicrobiennes, antivirales, anti-inflammatoires, et antioxydantes (Afonso et al., 2018).
Ces propriétés déependent fortement de leurs compositions chimiques et sont principalement
attribuées a leur richesse en polyphénols et flavonoides. Cependant, il a été rapporté qu'il
existe une différence entre les niveaux des composés phénoliques des différentes espéeces, en

raison des conditions environnementales, telles que I'origine géographique (L. et al., 2019).

Parmi les plantes les plus abondantes de ce genre, on cite Thymus algeriensis, qui est
connue sous le nom arabe de « Zaatar », et utilisée en médecine traditionnelle pour le

traitement de nombreuses pathologies.
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Le présent travail s’intéresse a 1’évaluation des activités biologiques de ce végétal

par la réalisation d’une série d’essais effectués sur le rat Wistar albinos rendu diabétique par

la streptozotocine comme modele du diabéete expérimental.

Pour cela nous nous sommes fixés sur les objectifs suivants :

7
%

Etude de la caractérisation des principaux constituants de I’extrait n-BuOH de la
plante Thymus algeriensis (BETA), en utilisant I’analyse par chromatographie en
phase liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS).

% Etude antioxydante de BETA, en utilisant plusieurs modéles in vitro.

2
%

Etude de I’effet de BETA sur les marqueurs du diabéte tels que la glycémie,
I’hémoglobine glyquée, ainsi que 1’évaluation in vitro pour leur activité inhibitrice vis-
a-vis de I’a amylase et des o glucosidases intestinales, la tolérance orale au glucose, et

’activité antiglycation (anti-AGE).

0
%

Evaluation du profil lipidique afin de vérifier I’effet anti-dyslipidémique de BETA.

0
%

Evaluation des marqueurs des complications hépatiques et rénales.

0
%

Evaluation du statut redox hépatique et rénale

7
%

Etude histologique des deux organes vitaux le foie et les reins.

Les résultats sont précédés d’une revue bibliographique concernant le diabéte et ses
complications, la relation entre le stress oxydant et I’hyperglycémie provoquée lors du diabéte
sucré, et comme derniére partic I’effet des plantes médicinales dans la régulation de la

glycémie, et dans le traitement des complications associées au diabéte.
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Chapitre 01 Diabéte sucré

1. Le diabéte sucré

Le diabéte sucré est une maladie métabolique grave menagant, d’une maniére
croissante, la santé publique dans le monde. Elle touche environ 4% de la population
mondiale et on s'attend a une augmentation de 5,4% en 2045 (Cho et al., 2018). Cette
pathologie se définit par un état d’une hyperglycémie persistante dans les conditions
normales d’alimentation et en [I’absence d’affection intercurrente ou de prise

médicamenteuse susceptible d’induire une hyperglycémie transitoire.

Le diagnostic clinique de I’hyperglycémie est réalisé par la mesure de la glycémie
plasmatique, mesurée soit a jeun ou au hasard a un moment quelconque de la journée
(Abderrahmani et al., 2018), Les critéres établis par I’OMS sont:

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

» Ou la présence de symptomes de diabéte (polyurie, polydipsie, amaigrissement)
associée a une glycémie (sur plasma veineux) > 2 g/ (11,1 mmol/l).

» Ou une glycémie (sur plasma veineux) > 2 g/l (11,1 mmol/l) 2 heures aprés une
charge orale de 75 g de glucose.

» Ou un taux d” HbAlc (hémoglobine glyquée) > 6,5% (11,1 mmol/l) quantifié
selon des méthodes étalonnées sur des références internationales. Ce parametre

traduit la glycémie moyenne des trois derniers mois.

Des niveaux intermédiaires d’hyperglycémie (Glycémie a jeun entre 1,1 et 1,25 g/,
HGPO entre 1,4 et 1,99 g/l et HbAlc entre 5.7 et 6.4%) sont aussi observés. Ils définissent
un stade d’un pré-diabéte qui serait associé a une augmentation du risque de progression
vers le diabete de type 2.

Les symptdmes du diabete sucré sont caractéristiqgues et se manifestent par une
polyurie, une polydipsie, un amaigrissement, et parfois par une polyphagie et des troubles de
la vision. Si aucun traitement n’est administré, la situation peut se développer vers

’acidocétose, I’hyperosmolarité ou I’acidose lactique (Hur et al., 2021).
1.1. Pancréas et sécrétion de ’insuline

Le pancréas est une glande qui se situe sous le foie, d’aspect lobulé, de forme

irréguliére, de consistance ferme et couleur rose-jaunatre, il est profondément enchassé dans
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I'abdomen, en avant de l'aorte abdominale et du rein gauche. Il s’étend de la deuxiéme

portion du duodénum jusqu’a la rate. Son poids oscille chez I’adulte entre 60 et 125 g, sa
longueur varie de 15 a 20 cm, et sa hauteur maximale est de 6 & 7 cm.

C’est une glande double, elle exerce deux fonctions distinctes, exocrines et
endocrines. Sa fonction exocrine (pancréas exocrine) consiste en la production par les
cellules acinaires d’enzymes digestives qui dégradent les aliments, alors que la fonction
endocrine (pancréas endocrine), qui est vitale pour I’organisme, consiste en la sécrétion

d’hormones assurant le maintien de la glycémie (Fischer et al., 2021).

Grace a la microscopie électronique et a I’'immunohistochimie, la coloration a permis
d’identifier divers types de cellules possédant chacune une organisation fonctionnelle tres

particuliere:

» les cellules B ou 3 (70 %) en position centrale secrétant 1’insuline.

» les cellules A ou a (20 %) plus volumineuses et sécrétent le glucagon, dont la plus
grande partie se trouve en périphérie.

» les cellules D ou 6 (10 %) responsables de la synthése de somatostatine et
contractant des connexions a la fois avec les cellules a insuline et les cellules a
glucagon.

> les cellules F ou PP (1 a 2 %) engagees en périphériques, elles stimulent les
sécretions pancreatiques exocrines et les enzymes gastriques, et diminuent les

sécrétions biliaires et la motricité intestinale (Amar et al., 2019).
1.1.1. L’insuline: contréleur métabolique

L’insuline est une hormone proteique naturellement présente dans le corps humain,
elle est indiquée dans le traitement du diabéte de type 1 et parfois prescrite en cas de diabéte
de type 2. Cette hormone polypeptidique est formée, aprés élimination du peptide C par
hydrolyse, de deux chaines de 21 et 30 acides aminés, reliées par deux ponts disulfures, et
un pont disulfure supplémentaire est présent a I’intéricur de la chaine A. Elle est sécrétée par
les cellules B des ilots de Langerhans du pancréas et exerce un effet hypoglycémiant
(Bouglé et Annane, 2009). Le précurseur de I’insuline (prépro-insuline), est synthétisé au
niveau des ribosomes, puis clivé en pro-insuline dans le réticulum endoplasmique des
cellules B pancréatiques. Ceci est ensuite transporté dans les appareils de golgi ou il est

stocké dans des vésicules de sécrétion les granules b (Fig 1.1). Dans ces granules, I’insuline
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mature est formée par élimination du peptide C et conservée jusqu’a son excrétion sous

forme d’hexamere contenant du zinc (Bouglé et Annane, 2009).

Figure 1.1 : Etapes de la synthése de I’insuline (Magnan et Ktorza, 2005).

1.1.2. Mécanisme d’action de P’insuline

L’insuline est essentielle pour maintenir 1’homéostasie du glucose et réguler le
métabolisme des lipides, des protides et des hydrates de carbone. Cette hormone exerce un
nombre important d’effets différents grace a la liaison a ses récepteurs spécifiques (Foretz et
al., 1999).

L’insuline est libérée apres l'ingestion de glucose, ce processus nécessite a la fois
I'absorption intracellulaire et la dégradation métabolique de glucose ingeré. Au niveau
cellulaire, I’insuline a une action anabolisante en favorisant la métabolisation et le transport
membranaire du glucose dans le foie, les muscles et les tissus adipeux. Elle fait migrer les
transporteurs de glucose, intra cytoplasmique et donc inactifs, vers la membrane plasmatique
dans laquelle ils s’incorporent pour assurer la pénétration du glucose. Elle pourrait de plus
activer les transporteurs du glucose dans la membrane. Ces transporteurs sont le GLUT1 et
GLUT3 qui sont les principaux transporteurs, alors que le GLUT2 est considéré comme un

transporteur majeur de glucose chez les rongeurs (Pilkis et Park, 1974).
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Les incrétines, tels que le glucagon-like peptide-1 (GLP-1) et le glucose-dependent

insulin releasing polypeptide (GIP) sécrétées par I’intestin, jouent un réle dans la régulation
de I’homéostasie du glucose en interaction avec I’insuline. Le GIP et le GLP-1 exercent
leurs effets insulinotropes en se liant aux récepteurs du GIP et aux récepteurs du GLP-1 a la
surface des cellules B, respectivement, en activant l'adénylyl cyclase, ce qui entraine
l'augmentation de la concentration intracellulaire de l'adénosine monophosphate cyclique
(AMPc). Ce dernier a son tour potentialise la sécrétion d'insuline en activant la signalisation
médiée par la protéine kinase dans les cellules B pancréatiques (Miki et al., 2005).

1.1.3. Rales physiologiques de ’insuline
1.1.3.1. Régulation de la fonction hépatique

L’homéostasie du glucose est étroitement régulée pour répondre aux besoins
énergétiques des organes vitaux. Le foie joue un rble majeur dans le contréle de
I'homeéostasie du glucose en contrdlant diverses voies du métabolisme du glucose, y compris

la glycogeneése, la glycogeénolyse, la glycolyse et la gluconéogenese (Han et al., 2016).

Simultanément, les taux élevés de glycémie reviennent a 1’énorme par I’intervention
de la glycogenése en raison de 1’absorption accélérée du glucose par les tissus adipeux et le
muscle squelettique. L’insuline peut produire du glucose pour les réactions cataboliques par
un processus appelé gluconéogenese, qui agit directement sur le foie mais indirectement sur
d’autres tissus. Par le biais de la PI3K/phosphorylation impliquée dans la voie des Akt/IRS-
1, cette hormone hypoglycémiante peut inhiber la gluconéogenése hépatique tout en

améliorant la synthése de glycogéne (Barthel et Dieter, 2003).

Donc, linsuline peut agir directement sur le foieen se liant a ses récepteurs
hépatiques et par la suite active ses voies de signalisation dans le foie, ceci a été démontré a
la fois in vitro et dans des modeles expérimentaux in vivo. En revanche, lI'action indirecte de
I'insuline est principalement régulée par la diminution de la sécrétion pancréatique de
glucagon, l'inhibition de la lipolyse, et I'influence de la signalisation hypothalamique globale
de l'insuline, ce qui affecte finalement la production hépatique de glucose (Fisher et Kahn,
2003).
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1.1.3.2. Régulation du métabolisme lipidique

L'insuline joue un réle central dans la régulation du métabolisme des lipides, en
agissant a différents sites d'action. Au niveau du tissu adipeux, l'insuline inhibe la lipolyse
via une inhibition de la lipase, conduisant & réduire le flux d'acides gras libres dans la
circulation. En plus, elle inhibe la production de VLDL par le foie. L'insuline est un puissant
activateur de la lipoprotéine lipase, favorisant le catabolisme des lipoprotéines riches en
triglycérides. En effet, cette hormone hypoglycémiante stimule I'activité des récepteurs LDL
et accélere la degradation des LDL (Vergés, 2001).

1.1.3.3. Régulation de la fonction du muscle squelettique

Apres la consommation du glucose, la concentration plasmatique de celui-ci module
la sécrétion d'insuline par les cellules B pancréatiques, ce qui crée une hyperinsulinémie.
Cela conduit a une diminution de la concentration plasmatique en acides gras libres tout en
diminuant I’utilisation des lipides. En méme temps, l'insuline stimule le muscle squelettique
a absorber le glucose en activant plusieurs enzymes. Dans le controle des muscles
squelettiques, l'absorption de glucose et le métabolisme énergétique augmentent le GLUT4.
L’insuline controle également la quantit¢ d’acides aminés ramifiés, d’acides gras non
estérifiés, de glucose plasmatique et de la production mitochondrial d’ATP (Fig 1.2)
(Karakelides et al., 2007).

Figurel.2 : Roles physiologiques de I’insuline (Rahman et al., 2021).
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1.2. Classification du diabéte

Le diabéte sucré est un trouble métabolique qui se caractérise par une hyperglycémie et
une intolérance au glucose, qui est associée a une altération de la sécrétion de I’insuline, ou a
un dysfonctionnement des cellules B (Ohiagu et al., 2021). Il est classique de distinguer
deux grandes variétés de diabéte: le diabéte de type 1 et le diabéte de type 2. A ces deux
grandes variétés il faut ajouter d'autres types de diabéte qui répondent a des situations
specifiques :

> Le diabete gestationnel découvert lors d’une grossesse.

> Des types du diabete relevant des causes diverses: déficits génétiques soit de la
fonction béta-langerhansienne soit de la sensibilité & l'insuline, maladies du
pancréas exocrine, diabétes induits par des traitements médicamenteux (ADA,
2021).

1.2.1. Diabete de type 1 (diabete insulinodépendant DID)

Le diabéte de Type 1 est provoqué par une reaction auto-immune au cours de
laquelle le systéeme immunitaire de 1’organisme attaque les cellules des Tlots du pancréas qui
produisent I’insuline. L’organisme devient alors incapable de produire I’insuline dont il a
besoin, ou alors en quantité trés faible, avec pour conséquence une déficience relative ou
absolue en insuline (You et Henneberg, 2016). L’évaluation de la glycémie suppose une
destruction de 80 a 90 cellules B, cette destruction résulte de la production d’auto-anticorps
dirigés contre les antigénes des cellules B. Ce type de diabéte apparait chez des sujets
génétiqguement prédisposés, c'est-a-dire possédant des genes de susceptibilité liées au
systéme d’histocompatibilité HLA (ADA, 2021).

En présence du glucose, et avec I’incapacité des cellules pancréatiques [ a secréter
I’insuline, il en résulte un défaut de transduction du signal suivi par un défaut de la
translocation du transporteur de glucose (GLUT4), ce qui conduit finalement a une difficulté
de captation du glucose par les cellules musculaire lisses, les adipocytes ou le foie. Cela va

provoquer une hyperglycémie résultant d’une accumulation de glucose dans le sang (Boyer,
2016).
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1.2.2. Diabete de type 2 (diabéte non insulinodépendant DNID)

Le diabéte de type 2 est la forme la plus répandue, représentant pres de 90 % des
formes diagnostiquées de diabéte. Dans cette forme de diabéte, I’hyperglycémie est le
résultat de deux anomalies physiopathologiques majeures : déficit progressive de 1’insulino-

sécrétion et de I’insulino-résistance (DeFronzo, 2015).
L’insulino-sécrétion

Apres atteinte des cellules B pancréatiques, un déficit de I’insulino-sécrétion est
observé. Ces cellules, qui permettent la sécrétion d’insuline, ont perdu en moyenne 50% de
leur masse au moment du diagnostic du diabéte, cette destruction des cellules serait liée a
des phénomeénes de glucotoxicité et de lipotoxicité. Ainsi, I’hyperglycémie étant toxique
pour les cellules B, il existe un cercle vicieux : I’hyperglycémie majore la destruction des

cellules, ce qui diminue I’insulinémie (Guillausseau et Laloi-Michelin, 2003).
L’insulino-résistance

La résistance a I’insuline se définit comme la détérioration de la réponse des tissus-
cibles de Dl’insuline a son action, faisant apparaitre la nécessit¢ d’un exces d’insuline
(hyperinsulinémie) pour obtenir une réponse a 1’hormone quantitativement normale. Bien
que I’insuline exerce de nombreuses actions sur les métabolismes glucidique, lipidique et
protéique, la notion d’insulinorésistance repose essentiellement sur son incapacité a réguler

normalement le métabolisme du glucose (Scheen, 2005).
1.2.3. Diabete gestationnel (DG)

Le diabéte gestationnel une complication grave de la grossesse, dans laquelle les
femmes sans diabéte précédemment diagnostiqué développent une hyperglycémie chronique
pendant la gestation. Les facteurs de risque liés a ce type de diabéte sont les antécédents
familiaux du diabéte, un age maternel supérieur a 30 ans, une obésité, une hypertension, une
évolution anormale de la grossesse ou méme d’avoir un bébé de poids supérieur a 4 kg

(Gohi et al., 2017).

La physiopathologie de ce type du diabéte est similaire a celle du diabete de type 2 et
fait intervenir une majoration de la résistance a I’insuline et par la suite un déficit de la
fonction pancréatique . La réduction de Il'absorption de glucose stimulée par l'insuline

contribue en outre a I'nyperglycémie, en surchargeant les cellules B, qui doivent produire de
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l'insuline en réponse. La contribution directe du glucose a la défaillance des cellules [ est

décrite comme la glucotoxicité. Ainsi, une fois que le dysfonctionnement des cellules

commence, un état d'hyperglycémie, et de résistance a I'insuline est déclenché (Plows et al.,

2018).

1.2.4. Autres types de diabéte

Il existe principalement deux types du diabéte: 1 et 2, mis a part ces deux derniers, il

y a également d’autres types qui sont moins fréquents (Tab 1.1).

Tableau 1.1 : Types du diabéte moins fréquents.

Diabéte MODY

Diabéte mitochondrial

Diabétes liés a un
dysfonctionnement de

cellule p d’origine

C’est un groupe hétérogene
de troubles monogéniques
d'altération de la fonction

des cellules B ancréatiques

C’est une mutation onctuelle
de ’ADN mitochondrial en
position 3243 conduisant a
un deficit en ATP

provoquant une diminution

médicamenteux

génétique :
(Graff et al., 2021). de I’insulino-sécrétion
(Buysschaert, 2014).
Certains nombres de medicaments sont capables de
Diabéte provoquer une intolérance au glucose, par exemple les

corticoides; oestroprogestatifs combinés; et les diurétiques
thiazidiques (Petrov et Maxim, 2021).

Diabétes secondaires
Association d’un
diabéte sucré et d’une

autre maladie

Pancréatite chronique Hémochromatose

C’est une pathologie
C’est la présence de| autosomique récessive liée a
lésions inflammatoires | des mutations de geénes
chroniques  responsables | impliqués dans le
d’une  destruction du| métabolisme du fer, délétere

parenchyme pancréatique
exocrine puis endocrine
aboutissant a une fibrose

(Sharma et Ajay, 2021).

pour divers organes et pour
le métabolisme glucidique
par atteinte sélective des
cellules béta (Anderson et
Edouard, 2021).
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1.3. Diabéte et dyslipidémie

Le diabéte est une maladie d'hyperglycémie due a une déficience de I'action de
I'insuline, mais les lipides seriques sont également affectés par I'insuline, cette altération
métabolique est connue sous le nom de dyslipidémie et est frequemment observée chez a
peu prés 72%-85% des patients atteints du diabéte type 2 (Hirano, 2018).

La dyslipidémie diabétique se caractérise par une élévation des triglycérides a jeun et
postprandial, un faible taux de cholestérol HDL, un taux élevé de cholestérol LDL et
prédominance de petites particules denses de LDL (Jialal et Gurdeep, 2019). La
physiologie pathologique sous-jacente n'est que partiellement entendu, les altérations des
voies sensibles a [l'insuline, I’augmentation des concentrations des acides gras, et
I'inflammation sont responsables de la dyslipidemie diabétique, et entrainent une
surproduction et diminution du catabolisme des lipoprotéines riches en triglycerides
d'origine intestinale et hépatique. Les changements observés dans les HDL et les LDL sont
principalement liés a cela (Wu, 2014). Le tableau (1.2) résume les principaux mécanismes
de la dyslipidémie diabétique.

Tableau 1.2. Mécanismes de la dyslipidémie diabétique.

Hypertriglycéridémie

L'hypertriglycéridémie est multifactorielle chez les patients diabétiques, et se réfere a des
concentrations élevées de triglycérides a jeun et postprandiale.
Le taux de sécrétion de VLDL riches en triglycérides par le foie est augmenté,
principalement en raison d'un flux accru de substrat (glucose, acides gras) au foie. La
résistance a I'insuline en ce qui concerne la régulation de la secrétion de VLDL et d'autres
facteurs supplémentaires tels que la faible teneur en adiponectine améliorent encore la
sécrétion de VLDL.
Le catabolisme des lipoprotéines riches en triglycérides est diminué. L'adiponectine et les
changements de composition des VLDL peuvent en étre responsables.
La sécrétion non supprimée de VLDL pendant la phase postprandiale, la production accrue
d'apoB48 et le catabolisme retardé des lipoprotéines riches en triglycérides améliorent

encore I’hypertriglycéridémie (Reaven, 2005).
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Diminution du taux des C-HDL

L'interaction médiéee par la protéine de transfert d'ester de cholestérol entre les HDL et les
lipoprotéines riches en triglycérides (échange d'ester de cholestérol pour les triglycérides)
entraine la formation de HDL riches en triglycérides, qui sont sensibles a un catabolisme
rapide.

d'autres facteurs entrainant une augmentation du catabolisme des particules contenant de
I'apoal peuvent également contribuer & la faible concentration de HDL dans les sujets
diabétiques (Rader, 2007).

Augmentation du taux des C-LDL

Les petites particules denses LDL (c'est-a-dire les LDL avec relativement peu de lipides par
rapport a I'apoB100) sont une caractéristique de la dyslipidémie diabétique. Les voies qui en
résultent dans la formation de petites LDL denses ne sont, a I'heure actuelle, pas
compléetement comprises.

Les VLDL-1 riches en triglycérides seécrétées dans le diabete de type 2 sont
préférentiellement métabolisées en petites particules denses LDL.

Les LDL denses intermédiaires normaux n'interagissent probablement pas correctement avec
le récepteur des LDL et sont donc métabolisés en petits dense LDL.

L’interaction médiée par la protéine de transfert des esters de cholestérol entre les
lipoprotéines LDL plus grandes et les lipoprotéines riches en triglycérides (échange de
cholestérol ester pour les triglycérides) conduit a la formation de LDL riches en
triglycérides. Les triglycérides sont ensuite éliminés, ce qui donne de petits LDL denses
(sugden et mark, 2011).

1.4. Complications chroniques du diabéte

Les complications chroniques sont globalement identiques dans les deux types du
diabete, cependant, leurs fréquences et leurs sévérités sont variables, elles sont
classiqguement divisées en deux catégories : les micro-angiopathies et les macro-
angiopathies.

Les macro-angiopathies concernent I’intégralité des vaisseaux de I’organisme, quels
que soient leur taille et les tissus qu’ils irriguent, on prend I’exemple de la maladie
coronarienne, la maladie vasculaire périphérique et la maladie cérébrovasculaire. Cependant,
la micro-angiopathie touche la microcirculation y compris la rétinopathie, la néphropathie et
la neuropathie (Tab 1.2) (Sun et al., 2021).

synthese bibliographique



Chapitre 01

Diabeéte sucré

Tableau 1.3: Les macro-angiopathies et les micro-angiopathie diabétiques

Les micro-
angiopathies

Rétinopathie

C’est une complication fortement li¢e a
I’hyperglycémie et la durée du diabéte,
elle se traduit par diverses lésions
observables lors d’un examen du fond
d’ceil : micro-anévrismes rétiniens,
hémorragies rétiniennes punctiformes,
exsudats et cedemes rétiniens, et
acedéme maculaire. Elle est responsable,
a terme, de cécité (Monnier et al.,
2008).

Néphropathie

C’est un syndrome clinique caractérisé
par  une  protéinurie  discrete,
couramment appelée micro-
albuminurie, qui se traduit par des
défauts anatomiques et biochimiques
au niveau des glomérules rénaux
(Selby et al., 2020).

Neuropathie

C’est une complication trés fréquente
qui touche le systéme nerveux
périphérique et le systéme nerveux
autonome, il s’agit d’une
démyélisation segmentaire des axones
associée a des dépots lipidiques sur les
cellules de Schwann entourant les
axones (Monnier et al., 2008).

Les macro-
angiopathies

L’insuffisance
coronaire

Ce risque est présenté par une lésion
des artéres coronaires entrainant leur
obstruction progressive avec comme
conséquence une angine de poitrine
puis un infarctus du myocarde (Scheen
et Jean-Marie, 2009).

L’artériopathie
oblitérante des
membres inférieurs
(AOMI)

L’AOMI est corrélée a 1’équilibre
glycémique, et due a une
athérosclérose et une artériosclérose,
diffuse intéressant non seulement les
gros vaisseaux mais aussi les arteres de
moyen et petit calibre, en particulier
les axes artériels jambiers (Monnier et
al., 2008).

Les accidents
vasculaires
cérébraux (AVC)

Ils sont favorisés par I’hyperglycémie
et les autres facteurs de risque
cardiovasculaire (HTA, dyslipidémie),
surviennent suite a I’Obstruction d’une
artere cervicale ou conduisant au
cerveau, ou par la rupture d’un
vaisseau sanguin dans le cerveau
(Jeanrenaud et Dreyer, 2012).
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Le foie est un organe qui joue un réle clé dans I'homéostasie glucidique. Au-dela des

complications micro et macrovasculaires du diabéte, le patient diabétique de type 2 présente
plus fréquemment certaines complications hépatiques avec, en premier lieu, la stéatose
hépatique (Bonnet, 2019). Cependant, le rein aussi est sans doute la cible la plus importante
des dommages microvasculaires dans le diabete, une proportion importante de personnes
atteintes de diabéete peuvent développer des maladies rénales (Thomas et al., 2015). C’est

pour ¢a, les altérations hépatorénales font I’objet de nombreuses études.
1.4.1. Hépatostéatose et diabéte

La stéatose hépatique est définie comme une graisse intrahépatique d'au moins 5 %
du poids du foie. La simple accumulation de triacylglycérols dans le foie pourrait étre
hépatoprotectrice; cependant, un stockage prolonge des lipides hépatiques peut entrainer un
dysfonctionnement métabolique du foie, une inflammation et des formes avancées de
steatose hépatique non alcoolique. La stéatose hépatique non alcoolique est associée a
l'obésité, au diabéte de type 2 et a la dyslipidémie (Nassir et al., 2015).

1.4.1.1. Hépatostéatose et insulino-résistance

Au cours de la stéatose hépatique de toute origine, une résistance a l'insuline se
développe également de maniére secondaire. La resistance a [l'insuline se développe
couramment dans les lipodystrophies, au cours de I’oxydation mitochondriale, ou dans le cas

d’une mauvaise sécrétion des VLDL (Capeau, 2008).

En plus, l'insuline active également I'élément régulateur du stérol protéine de liaison
1-c (SREBP-1c), un facteur de transcription qui stimule le pyruvate kinase hépatique,
l'acétyl-CoA carboxylase, la stéaroyl-CoA désaturase, qui sont tous impliqués dans la
synthese des acides gras (Fig 1.3). Puisque l'insuline agit pour augmenter la lipogenése,
n’importe quelle condition de résistance a I'insuline diminuait la synthese des acides gras Or,
il a été montré que, dans des états de résistance a l'insuline, lI'insuline perd sa capacité a
diminuer la production de glucose, tout en conservant la capacité de stimuler la lipogenese

(Dongiovanni et al., 2016).

En outre, la stéatose hépatique peut produire des mutations post réceptrices dans la
voie de signalisation de l'insuline menant a la résistance a l'insuline, et vice versa, la
résistance a I’insuline peut produire une hépatostéatose car les effets lipogéniques de

l'insuline et de ’hyperinsulinémie caractéristique de cette derniere jouent probablement un
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role dans l'accumulation de graisse dans le foie conduisant a un état d’hépatostéatose (Meex

et Matthew, 2017).

Figure 1.3: Hépatostéatose et insulino-résistance (Meex et Matthew, 2017).
1.4.1.2. Hépatostéatose et stress du réticulum endoplasmique

L'activation du réticulum endoplasmique (RE) par le stress a été rapportée dans la
plupart des modeles de stéatose hépatique chez les rongeurs, la lipogenése étant la principale
voie métabolique affectée. L’activation liée au stress RE, observée dans le tissu adipeux des
tissus des personnes obeéses, pourrait avoir des conséquences métaboliques et participer a
I’accumulation de diverses espéces lipidiques dans le foie, cependant cette activation
pourrait conduisent a une perturbation de la signalisation de I'insuline, et donc exacerber une

résistance a l'insuline (Sun et Mitchell, 2013).

En effet, il a été démontré que l'activation du RE stress active 1’inositol-requireing
protein 1 (IRE1), un composant de la réponse protéique dépliée pourrait stimuler c-Jun
kinase aminoterminale (JNKs) ou SAPK (protéine kinase activée par le stress), qui a leurs
tours, phosphorylent les résidus sérine du récepteur 1 de l'insuline, développant une

résistance a l'insuline (Schwabe et David, 2006).
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1.4.2. Néphropathie diabétique (ND)

Le diabete est la principale cause d'insuffisance rénale chronique qui, a son tour, peut
entrainer une insuffisance rénale terminale (IRT) aboutissant a la dialyse. Les changements
hémodynamiques et structurels consécutifs au diabete travaillent ensemble dans le processus
de développement de la néphropathie diabétique (Soldatos et Cooper, 2008).

La ND est caractérisée par un épaississement de la membrane basale glomérulaire,
une expansion de la matrice mésangiale et la hyalinisation des artérioles afférentes et
efférentes. Le débit de filtration glomérulaire reflete les lésions glomérulaires, alors que le
pronostic et la progression globale de la ND est plus en rapport avec la fibrose interstitielle.
Enfin, ’albuminurie est le reflet de 1’épaississement de la membrane basale glomérulaire et
de I’expansion mésangiale (Najafian et al., 2011). La physiopathologie de la ND est trés
complexe, impliquant de nombreuses molécules et activites cellulaires y compris ; les
produits terminaux de glycation avancée (AGEs), le facteur de croissance transformant-b
(TGF-b), ainsi que I’inflammation et le stress oxydant (Fig 1.4) (Cao et al., 2021).

Figure 1.4 : Mécanismes physiopathologiques de la ND (adaptée et modifiée de Dagar et
al., 2021).
L'hyperglycémie provoque la formation des produits terminaux de glycation avancée

(AGEs), qui sont les principaux acteurs moléculaires des différentes phases de la

néphropathie diabétique. De nombreuses études ont démontré une corrélation positive entre

synthese bibliographique



Chapitre 01 Diabéte sucré

les niveaux sérique des AGEs et la gravité des complications rénales chez les patients
atteints de diabete (Parwani et Palash, 2020).

En outre, l'activation de la chaine de transport d'électrons induite par I'nyperglycémie
peut entrainer une augmentation de la formation d'especes réactives de lI'oxygene (ERO) qui
sont impliqués dans le déclenchement d’une néphropathic diabétique. Ce déséquilibre
oxydatif, a son tour, accélere la génération d'AGE et la réaction entre les AGE et le
récepteur des AGE (RAGE) (Cao et al., 2021).

L'interaction complexe entre le stress oxydatif et les AGE affecte de nombreuses
molécules et systemes de signalisation tels que la protéine activatrice-1 (AP-1), la protéine
de spécificité du facteur de transcription-1 (SP-1) et le systéme rénine—angiotensine via la
signalisation AGE/RAGE, qui provoque une inflammation chronique, une hypertrophie
glomérulaire et tubulaire, et par consequent augmente l'insuffisance rénale (Parwani et
Palash, 2020).

Cependant, de nombreuses ¢tudes ont démontré le role crucial de I’inflammation
dans la progression de la ND via de nombreux facteurs pro-inflammatoire impliquant le NF-
kB, la protéine chimiotactique des monocytes-1 (MCP-1), le TNF-a et I’interleukine-1p (IL-
1B). En particulier, les réponses immunitaires innées facilitent le processus inflammatoire de
la ND et induisent une infiltration de macrophages et de lymphocytes T dans les glomérules
et l'interstitium, ce qui favorise la libération locale de molécules d'adhésion et de
chimiokines (Sun et al., 2016).

Les macrophages sont le principal contributeur parmi les leucocytes infiltrants a
l'altération de la fonction rénale chez les patients atteints de ND, en particulier les
macrophages CD68+, qui représentent 90 % de l'infiltrat total de leucocytes rénaux.Ces
macrophages interagissent avec les cellules rénales résidentes et induisent une inflammation
chronique, favorisant la synthése de cytokines pro-inflammatoires, a savoir IL-1p, IL-6, IL-
18 et TNF-a, et MCP-1, conduisant a la glomérulosclérose et a la fibrose tubulo interstitielle

au niveau des reins (Sun et al., 2016).
1.5. Traitement pharmacologique du diabete

Le diabéte est une maladie chronique et un traitement a vie est nécessaire, I’adoption
d’une meilleure alimentation et la pratique réguliere d’une activité physique constituent

toutefois un Véritable mode de traitement. Cependant, [’utilisation des agents
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pharmacologiques oraux pour un contr6le glycémique optimal est nécessaire afin de

prévenir I’apparition des complications de cette pathologie (Fig 1.5) (Ganesan et al., 2018).

Figure 1.5 : Les mécanismes et les sites d’action des médicaments antidiabétiques
(Janardhan et al., 2014).
1.5.1. Les biguanides

La metformine est le seul représentant de cette classe, elle est identifiée comme la
principale drogue dans le traitement du diabéte de type 2 (Gras et al., 2006). Son action
permet d’augmenter la sensibilité du foie et des tissus périphériques a I'insuline ainsi que de
réduire la production hépatique de glucose en supprimant 1’activité de 1’enzyme glucose 6
phosphatase (G6Pase). D’autre part, clle potentialise I’effet de I’insuline sur la captation
musculaire du glucose, augmentant son stockage sous forme de glycogéne sans affecter son
métabolisme oxydatif (Libby et al., 2009).

1.5.2. Les médicaments augmentant la sécrétion d’insuline (ou insulinosécréteurs)

Les sulfamides hypoglycémiants (on peut citer par exemple le Gliclazide ou encore
le Glibenclamide) font partie de la classe la plus ancienne des agents antidiabétiques oraux.
Ces hypoglycémiants stimulent la sécrétion de I’insuline par les cellulesp du pancréas en les

sensibilisant a ’action du glucose (Altman, 2015).

Il existe aussi les glinides (dont la répaglinide est actuellement, le seul représentant
de cette classe) qui ont un pouvoir hypoglycémiant proche de celui des sulfamides
hypoglycémiants (Blicklé ,2004). Ils se lient aux sites A et B du récepteur SUR 1 a la

surface des cellules B du pancréas et stimulent, via une fermeture des canaux potassiques
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ATP sensible, un influx de calcium qui induit la libération de I’insuline (Buysschaert et al.,
2010).

1.5.3. Les thiazolidinédiones (TZDs) (ou glitazones)

Les TZDs représentent une classe thérapeutique importante en raison de ses effets
bénéfiques sur le métabolisme glucidique, la sensibilité a I’insuline et la préservation de la
cellule B des ilots de Langerhans. Les molécules les plus connues de cette classe sont la
roziglitazone et la pioglitazone (Verges, 2008). Les TZDs sont des agonistes PPARy
(peroxisome proliferator-activated receptors vy), ils diminuent la résistance a I’insuline
directement par D’activation des récepteurs PPARy qui facilitent la différenciation des
cellules souches mésenchymateuses en adipocytes, favorisent la lipogenése dans les
adipocytes périphériques, diminuent les triglycérides hépatiques et périphériques. Ces effets
primaires des TSD améliorent considérablement la résistance a 1’insuline et le syndrome

métabolique et diminuent les besoins en insuline (Lebovitz, 2019).
1.5.4. Les Inhibiteurs des a-glucosidases

Les inhibiteurs des alpha-glucosidases (comme [I’acarbose, le miglitol, ou
I'émiglitate) sont des antihyperglycémiques oraux qui agissent par inhibition compétitive et
réversible de I’alpha-glucosidase intestinale (Bischoff, 1995). Ces derniers sont des enzymes
gastro-intestinales responsables de 1’hydrolyse des résidus, d'amidon, d’oligosaccharides et
des disaccharides afin de libérer du glucose. En inhibant ces enzymes, 1’absorption du
glucose est retardée, ce qui ralentit les poussées de glycémie postprandiale et contribue a

améliorer le contréle glycémique (Van De Laar et al., 2005).

1.5.5. Les analogues du GLP-1 et inhibiteurs de la DPP-4

Les hormones incrétines, le glucagon-like peptide-1 (GLP-1) et le polypeptide
insulinotropique dépendant du glucose (GIP) sont libérés par les cellules entéroendocrines
en réponse a la présence de nutriments dans I’intestin gréle. Ces hormones facilitent la
régulation du glucose en stimulant la sécrétion de I’insuline d’une maniere dépendante du

glucose tout en supprimant la sécrétion de glucagon (Gilbert et Richard, 2020).
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2. Diabete et stress oxydant

L’hyperglycémie chronique occupe une place primordiale dans la physiopathologie
des complications microvasculaires du diabete. Plusieurs données récentes suggerent aussi
son role dans les complications macroangiopathiques. Les causes des complications et des
pathologies associées au diabéte sont d’une part des mécanismes directement oxydatifs du
fait de 1’état du stress oxydant chronique altérant les molécules biologiques, mais sont

également les voies délétéres pour les cellules activées par les ERO (Singh et al., 2001).
2.1. Le stress oxydant et I’hyperglycémie

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre les défenses antioxydantes
et la production de radicaux libres. Il est associé a de nombreux dommages
macromoléculaires, et est responsable de 1’activation de plusieurs voies de mort cellulaires
(Paithankar et al., 2021).

Le stress oxydatif resultant de la génération accrue d'espéces réactives de lI'oxygene
(ERO) joue un role crucial dans la pathologie diabétique. En fait, en l'absence d'une réponse
appropriée des mécanismes antioxydants endogenes, le déséquilibre redox provoque
I'activation des voies de signalisation intracellulaires sensibles au stress. Ces derniers jouent
un role clé dans le développement de complications tardives du diabéte, ainsi que dans la
médiation de la résistance a I'insuline, et dans la sécrétion altérée d'insuline (Johnson et al.,
2022).

Le stress oxydant agit sur le fonctionnement des cellules B pancréatiques, ces
derniéres sont fortement exposées au stress oxydant en raison de leur forte production
endogene d'especes réactives de lI'oxygene, et de leur faible capacité antioxydante (Rehman
et Akash, 2017).

2.1.1. Voies de production des ERO lors de I’hyperglycémie

Le diabete sucré est une maladie chronique qui altére la fonction biologique de
nombreux organes du corps. Le mécanisme sous-jacent de la pathogénese diabétique est la
glucotoxicité chronique induite par I’hyperglycémie, qui altere de nombreuses voies dans le

métabolisme biologique (Fig 2.1).

Ces voies comprennent la voie de la glycoxydation, la voie des polyols, la voie de la

protéine kinase c, la voie des hexosamines, ainsi que la production de produits terminaux de
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glycation (AGE). Toutes ces voies convergent vers I'élévation des espéeces reactives de
l'oxygene (ERO) induisant un état de stress oxydant, qui a son tour, provoque une

expression défectueuse du gene de I’insuline, une sécrétion d’insuline, ainsi qu’une apoptose
accrue (Yan, 2018).

Figure 2.1: Diabéte et stress oxydant (Bonnefont-Rousselot et al., 2004).

2.1.1.1. Auto-oxydation du glucose ou glycoxydation

Le déséquilibre dans le métabolisme intracellulaire du glucose entraine une
augmentation des niveaux de ses produits de degradation oxydatifs, le dicarbonyls glyoxal,
le méthylglyoxal, et le 3-désoxyglucosone. Ces sous-produits du métabolisme cellulaire
appartiennent au groupe chimique des a-oxoaldéhydes mais sont plus communément classés

comme espéeces carbonylées réactives (Sergi et al., 2021).

En plus d'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 glyguées et I'oxydation de I'ADN, entre autres réactions (Larsen et al., 2012). Les
groupes carbonyle hautement réactifs du glyoxal peuvent réagir avec les résidus lysine,
arginine et cystéine des protéines pour former des adduits covalents connus sous le nom de

produits de glycation avancée (AGE) (Fig 2.2). L’accumulation de protéines endommagées
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par ’AGE a été impliquée dans plusieurs pathologies, notamment le diabete (Sergi et al.,
2021).

Le glyoxal est connu aussi pour ¢a forte capacité a induire un stress oxydant. En
présence de fer, cette molécule se fixe rapidement sur les protéines dans lesquelles apparait
un résidu carboxyméthyllysine (CML). Ce groupement capte facilement le cuivre, ce qui
provoque le déclenchement de réactions de type Fenton avec production de radicaux libres :
il s’ensuit une augmentation de la peroxydation lipidique (Haleng et al., 2007).

Figure 2.2: Mécanisme de I’auto oxydation du glucose (Ohiagu et al., 2021).
2.1.1.2. Voie des polyols

La voie des polyols est une voie métabolique qui comporte deux étapes: la premiere
étape sert a la réduction du glucose en sorbitol et est catalysée par l'aldose réductase (AR)
dans un nicotinamide adénosine dinucléotide phosphate (NADPH) de maniére dépendante,
alors que la seconde étape sert a I’oxydation du sorbitol au fructose, et est catalysée par la

sorbitol déshydrogénase (SDH) dans un NAD-dépendant maniére (Fig 2.3). L'hyperactivité
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de la voie des polyols induit de multiples déséquilibres, et est ainsi considérée comme une
cause majeure des complications diabétiques (Niimi et al., 2021).

Dans le cas d’une hyperglycémie, une partie du glucose est réduite en sorbitol, ce
dernier va s’accumuler dans les cellules, de part son incapacité a traverser les membranes, et
entrainer de multiples dommages tels que des dommages osmotiques. Une partie du sorbitol
peut étre oxydée en fructose a 1’origine de produits avancés de glycation (Ohiagu et al.,
2021).

Suite a ces réactions, le rapport NADH/ NAD+ s’éléve, entrainant une inhibition de
la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase et une accentuation de la formation de
produits terminaux de glycation (AGE). En outre, les taux cellulaires de NADPH, coenzyme
nécessaire a 1’activité de la glutathion réductase (régénération du GSH) ainsi qu’a I’activité
de I’ascorbate réductase et de la NO-synthase, diminuent, avec pour conséquence une
diminution des capacités antioxydantes et va donc entrainer une augmentation du stress

oxydant au sein de la cellule (Haleng et al., 2007).

Figure 2.3: Voie des polyols au cours du diabete (Boyer, 2016).
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2.1.1.3. Voie de la Protéine kinase C (PKC)

La famille des PKC comprend 11 isoformes de sérine-thréonine kinases qui jouent
un role majeur dans la modulation de la perméabilité des cellules endothéliales et I'activation
de la prolifération cellulaire. Ces isoformes sont capables de phosphoryler différentes cibles
cellulaires, dont 9 sont activées par un messager secondaire dérivé des phospholipides
membranaires, le diacylglycérol (DAG). L’hyperglycémie induit une synthése accrue de
glycéraldéhyde-3-phosphate via la glycolyse, dont ce dernier est un précurseur du DAG,
activateur de la protéine kinase C (Fig 2.4) (Brownlee, 2005).

L'activation de la PKC augmente I'expression du facteur de croissance transformant
(TGF-B), qui est l'un des facteurs de croissance les plus importants régulant la production de
la matrice extracellulaire en activant lI'expression génique des protéoglycanes et du collagene
et en diminuant la synthése des enzymes protéolytiques qui dégradent la matrice des
proteines. Donc l'expression accrue de TGF-B conduit a un épaississement de la membrane
basale capillaire; I'une des premieres anomalies structurelles observées dans presque tous les

tissus du diabétique (Aronson, 2008).

L’activation de la PKC va entrainer ’augmentation de la production d’ERO par
I’augmentation de 1’activitt NADPH oxydase, elle va aussi jouer un réle dans
I’inflammation par le biais de I’augmentation de la synthése du facteur pro-inflammatoire
NFkB, et également va contribuer a I’installation de 1’insulino-résistance via la diminution

de I’expression de I’enzyme de type oxyde nitrique synthase (eNOS) (Haleng et al., 2007).

L’hyperglycémie peut aussi activer la PKC de fagon indirecte, a la fois par liaison
des produits de glycation avancés AGE a leurs récepteurs et par augmentation du flux de la

voie des polyols (Mohora et al., 2007).

Figure 2.4: Voie de la PKC dans le cadre de la pathologie diabétique (Boyer, 2016).
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2.1.1.4. Production de produits terminaux de glycation (AGES)

Les produits avancés de glycation (AGES) représentent un vaste groupe hétérogene
de composés formés par des réactions non enzymatiques entre les sucres réducteurs ou les
lipides oxydés et les groupes aminés libres de protéines, de phospholipides aminés ou
d’acides nucléiques. lls sont impliqués dans la pathophysiologie de diverses maladies, en
particulier le diabéte et les complications liées au diabete (Sergi et al., 2021).

Il existe trois mécanismes différents de la formation des AGEs (Fig 2.5), le processus
initial, connu sous le nom de réaction de Maillard, conduit a la formation de molécules
glyquées appelées produits d’Amadori ou produits de glycation précoce. Le réarrangement,
I’oxydation, la réduction, la déshydratation, la condensation, la fragmentation et la
cyclisation d’un produit d’Amadori entrainent la formation d’AGESs irréversibles pertinents.
L’incubation de protéines avec des produits de peroxydation lipidique est une méthode
alternative pour générer des AGEs. 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).

Figure 2.5 : Les voies de formation des AGEs (Kuzan, 2021).
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L’hyperglycémie diabétique provoque l'augmentation des niveaux d'AGEs, ces

derniers eux-mémes activent les voies de signalisation, qui compromettent la signalisation
de l'insuline et la fonction des cellules  pancréatiques, contribuant ainsi au développement
du diabete de type 2 (Sergi et al., 2021).

L’hémoglobine glyquée (HbA1C) sert de marqueur pour le suivi de la glycémie sur
le long terme chez les personnes diabétiques, ¢’est une protéine glyquée par les AGEs, ¢’est
pour cette raison il existe une relation entre ’augmentation du taux de I’'Hb AIC et le taux

des AGEs chez les personnes atteints du diabéte (Indyk et al., 2021).

En outre, la présence des AGEs induit I’expression de ces récepteurs (RAGE),
I’interaction entre les AGESs et leurs récepteurs éléve la génération cellulaire du stress
oxydatif, augmente la libération de cytokines et de facteurs de croissance par activation du
facteur nucléaire B, et stimule les facteurs d’adhérence, ce qui mene finalement a une

réponse inflammatoire (Ohiagu et al., 2021).
2.1.1.5. Voie des hexosamines

La voie hexosamines implique la conversion de fructose-6-phosphate (fruc-6-P) en
glucosamine-6-phosphate (glucN-6-P) en utilisant la glutamine comme donneur du
groupement amine. La conversion du fruc-6-P en glucN-6-P est catalysée par la glutamine :
fructose-6-phosphate-amidotransférase (GFAT), qui est I’enzyme qui limite la vitesse de la

voie de biosynthese des hexosamines (Ruegenberg et al., 2021).

Le GIucN-6-P est instantanément canalise vers la synthese de [l'uridine-5-
diphosphate-Nacétylglucosamine (UDP-N-acétylglucosamine). Ce dernier est le précurseur
de la biosynthese des sucres aminés nécessaires pour la production de glycoprotéines,

protéoglycanes, glycosaminoglycanes et glycolipides (Fig 2.6) (Ruegenberg et al., 2021).

L’hyperglycémie induit le développement des complications diabétiques par
I’élévation des concentrations de fructose 6-P, impliqué dans la voie des hexosamines.
Cependant, I’activation de cette voie favorise, en premier lieu, la libération de cytokines
telles que TGF-B, ICAM-1, VCAM-1, TNF-a, CTGF et PAI-1, responsables de diverses
complications diabétiques, et en deuxieme lieu, elle entraine une augmentation de la
génération des ERO et contribue finalement a I’installation d’un stress oxydant (Ohiagu et
al., 2021).
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Figure 2.6: L’activation de la voie des hexosamines (Boyer, 2016).

2.1.2. Réactions enzymatiques générant les ERO lors de I’hyperglycémie

Au cours du diabéte, les radicaux libres peuvent étre générer par différentes réactions
et peuvent également activer des enzymes oxydatives dont les plus importantes sont les
cyclooxygénases (COX), le cytochrome P450 (CYP450), la lipoxygénase (LOX), la
myéloperoxydase (MPO), la NADPH oxydase (NOX), et la xanthine oxydase (XOX) (Fig
2.7) (Verma et al., 2016).

Figure 2.7: Les réactions enzymatiques qui produisent les ERO lors d’une hyperglycémie.
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2.1.2.1. Cyclooxygénases (COX)

La cyclooxygénase (COX) est une enzyme contenant de I'heme qui produit des
prostaglandines via une voie connue sous le nom de cascade de I'acide arachidonique. Deux
isoformes de I'enzyme COX sont connus le COX-1 et le COX-2 mais dernierement, il y a eu
des découvertes qui confirment la présence d’un troisiéme isoforme le COX-3 (Stachowicz,
2021). Dans le cas d’une hyperglycémie, des taux élevés de COX-1 et COX-2 ont été
signalés, cela est causé par l'auto-oxydation du glucose et I'activation de la voie de 1’aldose
réductase. Cette voie s'accompagne d'une réduction secondaire du NADPH et du NAD+, de
I'activation de PKC, de la stimulation des AGEs, ainsi que I'élévation de la génération des
ERO (Pop-Busui et al., 2008).

De nombreuses études réalisées sur des souris diabétiques ont révélés I’augmentation
du taux de COX-2 dans les cellules musculaires. Une élévation de I'abondance de COX-2
dans les artérioles coronaires a également eté observée et confirmé chez les sujets
diabétiques. En outre, un niveau élevé de COX-2 dans les podocytes des reins diabétiques
était observé (Ohiagu et al., 2021) .

2.1.2.2. Cytochrome P450

Le cytochrome P450 (CYP450) est une grande famille d'enzymes, qui sont des
hémoprotéines dont le seul but est de favoriser la biotransformation de composés endogeénes
et exogenes. lls sont principalement positionnés dans le réticule sarcoplasmique et la
membrane interne des mitochondries ou ils fonctionnent dans des processus tels que le
métabolisme et la synthese. Le CYP2E1 et le CYP4A sont les deux enzymes prédominantes
du CYP450 qui contribuent a la production d’oxydants comme les peroxydes d’hydrogéne,

les radicaux hydroxyles et le superoxyde d’anion dans 1’organisme (Wolf et al., 2022).

Lors de I’hyperglycémie, les isoformes de CYP4A produisent le peroxyde
d’hydrogéne et de superoxyde. De plus, certains isoformes du CYP450 tels que le 2E1, le
2C6, le 2C7, le 3A2, le 4A3 et le 2A1 ont été activés et impliqués dans I’apparition de
I’hyperglycémie par I’hydroxylation des acides gras et les corps cétoniques (Unuofin et
Sogolo, 2020).
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2.1.2.3. Lipooxygénase (LOX)

Les lipoxygénases (LOX) sont une famille d’enzymes généralement caractérisées par
des structures dépourvues de fer hémique et participent a la catalyse de I’acide
arachidonique désoxygénant les acides gras polyinsaturés pour produire des dérivés
hydroperoxyles (Meng et al., 2022). L’hyperglycémie stimule I’activation du 12-LOX
(isoforme de la lipoxygénase), ce que favorise la libération des intermédiaires lipidiques pro-
inflammatoires, le 12 (S)-acide hydroperoxyeicosatétranoique (12(S)-HPETE) et I’acide
hydroxyeicosatétranoique (12(S)-HETE), ces derniers réagissent avec la NADPH oxydase
provoquant 1’activation des voies d’inflammation ce qui conduit finalement a une élévation
du niveaux des ERO, suivie d’un dysfonctionnement des cellules p pancréatiques (Ohiagu
etal., 2021).

2.1.2.4. Myéloperoxydase (MPO)

La myéloperoxydase (MPQO) appartient a une superfamille d'enzymes héeme
peroxydases, qui comprend également la peroxydase eosinophile et la lactoperoxydase. Ils
possedent des activités antimicrobiennes et antivirales en raison de leur capacité a produire
les ERO. La MPO est majoritairement exprimée dans les neutrophiles, alors qu'une
expression plus faible a été observée dans les monocytes et les macrophages (Ramos et al.,
2022). Dans un état diabétique, I'nyperglycémie persistante stimule I'activation de la MPO,
ce qui entraine une production des ERO, ces derniéres exercent une activité cytotoxique et

oxydative vis-a-vis des cellules B pancréatiques (Unuofin et Sogolo, 2020).
2.1.2.5. NADPH oxydase (NOX)

Le nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxydase (NOXs) est une
famille composée de sept membres qui transférent des électrons a travers les membranes
biologiques pour générer les ERO. Ces différentes isoformes stimulent la génération du
superoxyde en provoquant une réduction de molécules d'oxygene via un donneur d'électrons
le NADPH. En plus de leurs diverses activites, Nox1 et Nox2 sont connus pour leur
production abondante d'anion superoxyde comme produit immédiat, alors que NOX4 génére
des enzymes de peroxyde d'hydrogene sans moindre présence de superoxyde (Liu et Li,
2022).

Les NOXs font partie des sources les plus importantes de génération de ERO au

cours d'un état diabétique, I’hyperglycémie chronique stimule I’activation directe des NOXs
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ou par le biais de ’empéchement de I'adénosine protéine kinase activée par I’adénosine

monophosphate (AMP). De plus, I’hyperglycémie favorise 1I’expression du NOX4 au niveau
des reins favorisant ainsi la production des ERO et induisant une néphropathie diabétique
(Unuofin et Sogolo, 2020).

2.1.2.6. Xanthine oxydase (XOX)

La xanthine oxydase (XO) est une métalloflavoenzyme qui catalyse l'oxydation de
I'nypoxanthine, provoquant ainsi la production de xanthine et de certains oxydants
notamment le superoxyde et le peroxynitrite (Sekizuka, 2022). Dans un état diabétique,
I’hyperglycémie provoquée est toujours associée a une hyperactivit¢ du XO générant
I’apparition des ERO notamment le superoxide et conduit finalement & I’atténuation du
stress oxydatif et des dommages au niveau des cellules pancréatiques (Unuofin et Sogolo,
2020).

2.1.3. L’hyperglycémie et la peroxydation lipidique

Au cours du diabéte, les marqueurs de la peroxydation lipidique sont altérés en
fonction de la sévérite de la maladie, ces marqueurs comprennent le malondialdéhyde
(MDA), les substances réactives a l'acide thiobarbiturique (TBARS), le 8-isoprostane (8-
Isp), LOOH, LDL oxydées et oxystérols.

Le MDA est généré a partir de ERO qui réagissent avec les acides gras polyinsaturés
et peuvent ensuite réticuler les résidus de lysine des protéines et des lipoprotéines comme les
LDL. Une augmentation des TBARS, qui impliquent une augmentation des niveaux de
MDA, a été détectée dans le plasma et les érythrocytes des patients diabétiques (Newsholme
et al., 2016).

D'autres molécules lipidiques alimentaires importées peuvent étre oxydées par les
ERO, notamment l'acide arachidonique, ce qui conduit ensuite a la formation de 8-1sp, ce
dernier a été détecté dans les urines des patients diabétiques avec des concentrations éleveées.
Le 8-Isp peut également étre généré par d'autres molécules réactives comme le 4-
hydroxynonénal (4HNE), un aldéhyde lui-méme issu de la peroxydation lipidique. De plus,
les oxystérols, produits terminaux de l'oxydation du cholestérol, peuvent s'accumuler dans
les cellules B pancréatiques provoquant un stress oxydatif. Cependant, le 4HNE et les
oxystérols peuvent également activer la signalisation du NF-xB, entrainant une

inflammation et une résistance a l'insuline (Ho et al., 2013).
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Simultanément, des modifications protéiques médiées par les ERO se produisent

dans le contexte de la peroxydation lipidique, ces mécanismes comprennent la glycation des
protéines, la carbonylation, et la nitroslyation. Le biomarqueur protéique modifié par les
radicaux libres le plus courant est I'némoglobine glyquée (HbAlc), qui est couramment
utilisée pour surveiller les niveaux de glycémie a long terme (3 mois) (Cho, 2016).

2.2. Le stress oxydant et I’hyperlipidémie

Le stress oxydatif joue un réle important dans la perturbation de 1’homéostasie
lipidique par ’oxydation du cholestérol et des lipides accumulés dans le plasma. En outre,
I'nyperlipidémie est fortement associée au développement du stress oxydatif; de nombreuses
études ont montré que I'exposition chronique aux acides gras polyinsaturés devient trés
toxique pour les cellules B pancréatiques, altére I'expression du gene de l'insuline, diminue la
sécrétion d'insuline, et augmente le mécanisme de mort des cellules § (Olorunnisola et al.,
2021).

L’hyperglycémie provoquée au cours du diabéte est toujours associ€ a une altération
du metabolisme lipidique et une résistance a I'insuline. Ce changement lipidique est
fortement associé a une concentration plus faible des lipoprotéines de haute densité (HDL),
une concentration plus élevée de triglycerides (TG) et du cholestérol total (TC). Le 8-oxo-
dG est directement corrélé aux niveaux élevés de TG et également considéré comme un
indicateur de dommages a I'ADN (Ferri et al., 2008). En outre, de nombreux travaux ont

montré que les biomarqueurs du stress oxydatif, comme le 8-oxo-dG et le GSH oxydé,
étaient trés élevés chez les patients hyperlipidémiques. De méme, la production d’O2" Est

également positivement corrélé avec des niveaux élevés de TG sériques, LDL-C, et du
cholestérol ce qui explique la relation entre le métabolisme lipidique et le stress oxydant lors
de ’hyperglycémie (Rehman et Akash, 2017).

Un autre mécanisme, en relation avec le métabolisme lipidique, susceptible d’induit un
stress oxydant implique I’intervention des acides gras libres, en particulier leur forme
métaboliquement active, les esters d'acyl-CoA a longue chaine cytosolique, contribuent au
dysfonctionnement progressif des cellules B pancréatiques et au développement de la
résistance a l'insuline, toute en augmentant la production des ERO par les mitochondries via
la réduction de la disponibilité de I'ADP (Bakker et al., 2000). Les acides gras libres

provoguent également des lésions pancréatiques par un mécanisme de lipoapoptose médiée
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par des metabolites non mitochondriaux, entrainant un dysfonctionnement et une perte
cellulaire (Hayden et Suresh, 2002).

2.3. Le stress oxydant et la résistance a I’insuline

La résistance a I’insuline est ’'une des premiéres caractéristiques pathologiques du
diabéte. De plus en plus de données provenant d’études précliniques indiquent que les
espéces réactives d’oxygene, comme 1’anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne, sont

des acteurs clés dans le développement de la résistance a 1’insuline (Ayer et al., 2022).

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 (Tab 2.1) (Yaribeygi et al.,
2020).

Tableau 2.1 : Principaux mécanismes moléculaires par lesquels le stress oxydatif induit une

résistance a l'insuline.

Mécanisme o
o Effet Références
moléculaire

Induit un dysfonctionnement des
cellules béta par diverses voies
moléculaires telles que des voies
apoptotiques, altérant les canaux
Dysfonctionnement KATP, inhibant les facteurs de | (White et al., 2016 ;
des cellules B transcription tels que Pdx-1 et | Gerberetal., 2017)
MafA, supprimant la néogenese
des cellules B et induisant un
dysfonctionnement mitochondrial
dans les cellules béta.
Supprime  les  facteurs de
transcription  impliqués  dans
I'expression de GLUT-4, supprime
Expression et/ou les micro-ARN impliqués dans | (Fazakerley et al.,
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localisation de GLUT-
4

I'expression de GLUT-4.

2018).

Voies de signalisation

Module négativement la
transduction du signal d’insuline
via IRS-1 et IRS-2, l'activité IKK-

(Balbaa et al., 2017)

de I'insuline B, l'activité Akt, AMPK et mTOR
et les voies moléculaires
dépendantes de p38 MAPK.
Inflammation Augmentent les réponses | (Yaribeygi et al.,

inflammatoires qui a leur tour
induit une résistance a l'insuline
dans plusieurs voies.

2019)

Dysfonctionnement
mitochondrial

Altére la fonction normale des
mitochondries et réduit ainsi la
capacite cellulaire d'absorption du
glucose par les transporteurs
GLUT-4

(Wada et Atsuko,
2016)
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3. Phytothérapie et traitement du diabéte

3.1. La phytothérapie

La phytothérapie correspond a I’utilisation des plantes dans le but de prévenir et de
traiter certains troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen de plantes,
de parties de plantes ou de préparations a base de plantes, qu’elles soient consommeées ou
utilisées en voie externe (Dakuyo, 2004).

Les plantes ont servi comme premiére source de médicaments pour I’homme, et elles
ont continué a fournir a I’humanité, des remeédes thérapeutiques nouveaux et originaux
jusqu’a aujourd’hui. L’intérét de 1’étude et de I'utilisation des plantes médicinales a mené a
la caractérisation et a I’identification de molécules majeures, et a I’isolation de composés

chimiques actifs d’une importance thérapeutique incontestable (Leduc, 2006).

Selon I'Organisation mondiale de la Santé (OMS), environ 65-80% de la population
mondiale dans les pays en développement, en raison de la pauvreté et du manque d'acces a la
médecine moderne, dépendent essentiellement des plantes médicinales traditionnelles pour
leurs soins de santé primaire. Et malgré les remarquables progrés en chimie organique de
synthese du vingtieme siecle, plus de 25% des médicaments prescrits dans les pays
industrialises tirent directement ou indirectement leurs origines des plantes (Newman et al.,
2000).

Ces plantes médicinales sont extrémement complexes du point de vue de leur
composition chimique, elles sont formées de plusieurs milliers de constituants différents,
dont quelques-uns seulement (ou parfois un seul) sont responsables de I’effet thérapeutique
ou de I’effet toxique. Il est donc indispensable de connaitre les principes actifs des plantes
médicinales afin d’étudier leur efficacité, leur mode d’action et bien entendu leurs effets

secondaires sur la santé humaine (Dakuyo, 2004).
3.2. La composition chimique des plantes médicinales

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire des
substances naturelles tres diversifiées. En effet, a c6té des métabolites primaires (glucides,
protides, lipides acides nucléiques), ils accumulent fréquemment des métabolites dits «
secondaires ». Ces derniers sont indispensables a la nutrition, ils assurent la croissance, et le

développement d'un organisme.
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Les metabolites secondaires contiennent un grand groupe de composés

structurellement divers provenant soit de métabolites primaires, soit d’intermédiaires dans
les voies biosynthétiques de ces métabolites primaires (Piasecka et al., 2015). Selon leurs
voies biosynthétiques, les métabolites secondaires sont généralement classés en plusieurs
grandes familles moléculaires (Kessler et Kalske, 2018).

3.2.1. Les terpénoides

Les terpénoides constituent la famille de produits naturels la plus diverse
structurellement, stéréochimiquement et fonctionnellement avec plus de 55 000 molécules
identifiées a ce jour dans toutes les formes de vie. Des centaines de nouvelles structures sont
reportées chaque année, leurs structures varient dune simple chaine linéaire

d’hydrocarbones jusqu'a des agencements complexes de cycles carbonés.

Certains terpénoides veégétaux tels que les stérols et les carotenes font partie du
métabolisme primaire et sont présents dans toutes les plantes, cependant, la majorité des
terpénoides vegétaux sont des métabolites secondaires. Ils sont stockés dans les vacuoles au

niveau de I'écorce, des épines, des racines ou encore des feuilles (Kaur et Tawseef, 2021).
3.2.2. Les alcaloides

Les alcaloides végétaux, lI'un des plus grands groupes de meétabolites secondaires, sont
des substances basiques qui contiennent un ou plusieurs atomes d'azote, généralement en
combinaison dans le cadre d'un systéeme cyclique (Barbosa-Filho et al., 2006). Ils existent
principalement dans les plantes a fleurs, dans les veégétaux inférieures, les insectes, les

organismes marins, les micro-organismes et les animaux.

Ces composés ont un large spectre d'activité pharmacologique, en présentant des
propriétés antivirales, antibactériennes, anti-inflammatoires et anticancéreuses (Adamski et
al., 2020). Plusieurs alcaloides isolés a partir de plantes médicinales ont montré une action
hypoglycémiante sur différents modeles d’animaux, la magnoflorine, alcaloide extrait de
Tinospora cordifolia, possede une activité hypoglycémiante in vivo et in vitro. Le mode
d’action est di a I’inhibition de 1’a-glucosidase (Patel et Mishra, 2012).

3.2.3. Les Composés phénoliques

Les composes phénoliques ou polyphénols sont des molécules appartenant au

métabolisme secondaire des plantes. lls peuvent étre divisés en diverses classes sur la base
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de leur structure moléculaire, les plus abondants sont les acides phénols, les flavonoides, les

stilbénes et les lignanes, dont les flavonoides et les acides phénols comptent 60% et 30%
respectivement (Boizot et Charpentier, 2006).

Cette diversité leur permet davoir diverses propriétés biologiques importantes,
notamment des activités anti-oxydantes, anticancéreuses, antimicrobiennes, anti-
inflammatoires et anti-athéroscléroses ainsi qu'une protection cardiovasculaire, une
inhibition de l'angiogenése et une amélioration de la fonction endothéliale (Han et al.,
2019).

3.3. Plantes médicinales et traitement du diabéte

Selon le rapport de ’OMS, 80 % de la population mondiale utilise les plantes
médicinales pour se traiter de diverses maladies. Ce taux remarquablement élevé, peut étre
expliqué par P’efficacité thérapeutique de ces remédes naturels prouvée au sein de la

population, et aussi par leur disponibilité et leur faible codt (Schlienger, 2014).

Une des remarquables applications de la phytothérapie, est ’utilisation des plantes
médicinales pour le traitement du diabéte sucré. Ainsi plusieurs plantes sont utilisees par la
population pour maintenir un taux de glucose sanguin dans les normes (Mohamed et al.,
2014).

Environ 1200 plantes, couvrant 725 genres différents et 183 familles dans le monde
sont jugées bénéfiques pour les diabétiques, ces plantes a activité antidiabétique ont pris un
grand intérét et ont fait ’objet de plusieurs travaux de recherche, car ces plantes sont douées

d’un pouvoir de faire réguler la glycémie des patients diabétiques.

D’aprés les revues scientifiques, ces plantes appartiennent principalement aux
familles suivantes ; Légumineuses, Lamiacées, Liliacées, Cucurbitacées, Astéracées,

Moracées, Rosacées et Araliacées (Patel et al., 2011).

L’ Algérie, de part sa situation géographique, bénéficie d’un climat tres diversifié, les
plantes poussent en abondance dans les régions cotiéres, montagneuses et également
sahariennes. Ces plantes constituent des remeédes naturels potentiels qui peuvent étre utilisés
en traitement curatif et préventif (Mahmoudi, 2013). Elle posséde un riche patrimoine
d’agro ressources médicinales et alimentaires utilisées traditionnellement pour traiter

plusieurs maladies, dont le diabéte (Kambouche et al., 2009).
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Les plantes médicinales ayant un effet sur le diabete semblent agir & des niveaux

différents. D’aprés les études pharmacologiques, plusieurs mécanismes d’action des

groupements actifs ont été rapportés.
3.4. Mode d’action des plantes médicinales antidiabétique

De multiples mécanismes sont impliqués dans la baisse du niveau de glucose dans le
sang. Ceci est dd a la grande variété de classes chimiques des constituants hypoglycémiants
provenant des plantes. Certains de ces composes se révelent véritablement hypoglycémiants
et pourraient avoir un potentiel thérapeutique, alors que d’autres produisent simplement une
hypoglycémie comme effet parallele de leur toxicité, particulierement hépatique (Jarald et
al., 2008).

Les plantes médicinales ou leurs extraits utilisés dans le traitement du diabéte peuvent

agir par différents mécanismes d’action (Fig 3.1) (Governa et al., 2018).
3.4.1. Augmentation de la secrétion d'insuline

Certaines plantes ou leurs constituants bioactifs peuvent agir comme antidiabétiques
en stimulant la sécrétion de I’insuline. L’augmentation de I’insuline plasmatique peut étre
attribuée a la préservation de la survie des cellules béta pancréatiques, ou a la stimulation de

la libération de cette hormone.

Plusieurs études ont indiqué que les flavonoides (par exemple, quercétine,
kaempférol, lutéoline et épicatéchine) améliorent la libération de 1’insuline stimulée par le
glucose et neutralisent le dysfonctionnement des cellules béta induit par les cytokines
(Ghorbani et al., 2019).

3.4.2. Inhibition de I'a-amylase et de I'a-glucosidase

Les acides phénoliques sont I'un des polyphénols les plus courants, comprenant des
phénols aromatiques de métabolites secondaires de plantes avec un groupe fonctionnel
d’acide carboxylique (Aleixandre et al., 2022). Leur activité inhibitrice contre les enzymes
a-amylase et a-glucosidase a été liée a leur structure, qui leur permet d’interagir avec
I’enzyme ou le substrat de la réaction. Cependant, certains flavonoides montrent plus
d’efficacité dans I’inhibition des deux enzymes digestives, ils agissent par la liaison directe
aux résidus d'acides aminés dans les sites actifs des enzymes et excluent la liaison du
substrat (Zhu et al., 2020).
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3.4.3. Augmentation de la sécrétion de glucagon-like peptide-1 (GLP-1)

Le Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) est une incrétine sécrétée par les cellules L
entéroendocrines. Les effets antidiabétiques des polyphénols sont particulierement liés a la
sécrétion et aux effets de ’insuline et du peptide de type glucagon 1 (GLP1).

Les polyphénols de diverses sources stimulent les cellules L a sécréter le GLP1,
augmentent sa demi-vie en inhibant la peptidase dipeptidyle 4 (DPP4), stimulent les cellules
B a sécréter de I’insuline et stimulent la réponse périphérique a ’insuline, donc d’une fagon
générale ces composés agissent par augmentation des effets globaux de ’axe GLP1-insuline

(Dominguez et al., 2017).
3.4.4. Inhibition de la formation des produits de glycation avancée (AGE)

Les AGE sont des biomolécules d’origine naturelle formées par I’interaction deS
sucres réducteurs avec d’autres molécules telles que les protéines et les lipides. La glycémie
élevée et la glycation accélerent la formation d'AGE (Anwar et al., 2021). Les composants
des extraits végétaux naturels ont été évalués pour leur réle dans D’inhibition du
développement des AGE. Jusqu’a présent, les antioxydants phénoliques sont considérés
comme les agents les plus puissants capables d’inhiber la glycation et la formation d’AGE a

de multiples niveaux (Khan et al., 2020).

Certains composes polyphénoliques régulent le métabolisme de la glycémie par
amplification de la résistance a I’insuline cellulaire et activation de la voie de signalisation
de protéine de liaison de facteur de croissance comme 1’insuline. Leur nature antioxydante,
leur activité chélatrice des métaux, et leur capacité a piéger les composés dicarbonyles
intermédiaires pourraient étre des mécanismes possibles contre la glycation et la formation
d’AGE (Anwar et al., 2021).

3.4.5. Augmentation et translocation du transporteur de glucose de type 4 (GLUT4)

Le GLUT4 est I'un des plus importants transporteurs de glucose situés a la surface de
la membrane des adipocytes, des cellules musculaires squelettiques et cardiaques. En effet,
I’insuline provoque la translocation de petites vésicules intracellulaires contenant de GLUT4
vers la membrane, permettant ainsi au glucose de pénétrer dans la cellule. Par la suite,
I’augmentation de 1'expression de ces transporteurs aide a débarrasser le corps de l'excés de

glucose en le convertissant en glycogene.
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En effet, les flavonoides contenus dans les plantes médicinales améliorent

I’expression de GLUT-4 et la translocation a la membrane plasmatique par 1’activation de la
signalisation PI3K/AKkt insulino-sensible et des voies d’activation AMPK, SIRT-1 et MOR

insulino-indépendantes pour la régulation de I’homéostasie du glucose (Dinda et al., 2020).
3.4.6. Réduction de la résistance a I'insuline

La résistance a l'insuline (RI) est une condition pathologique dans laquelle les
cellules ne répondent pas normalement a l'insuline. Certains polyphénols, sous forme de
suppléments ou dans les aliments, peuvent améliorer la résistance a l'insuline par plusieurs
mécanismes, notamment en abaissant le glucose postprandial, en modulant le transport du
glucose, en affectant les voies de signalisation de l'insuline et en protégeant cellules B
pancréatiques secretant de l'insuline contre les dommages (Williamson et Katherine,
2020).

Figure 3.1: Principaux mécanismes antidiabétiques des plantes médicinales (adapté d’El
omari, 2022).
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3.5. Le genre Thymus

3.5.1. Description botanique

Les Labiées ou Lamiacées constituent une importante famille de plantes
angiospermes dicotylédones herbacées ou légerement ligneuses et comprennent, selon les
auteurs, de 233 a 263 genres et de 6900 a 7200 espéces qui se répartissent sur tout le globe.
C’est une famille trés importante en Algérie, représentée par 28 genres et 146 especes, Ses
especes végétales sont répertoriées dans tous les territoires saharien, semi-aride, et humide
(Heywood et al., 2007).

La famille des Lamiacées contient une trés large gamme de composés comme les
terpénoides, les iridoides, les polyphénols, les flavonoides, les huiles essentielles et plus
précisément les courtes chaines des terpénoides qui sont responsables de 1’odeur et la saveur

caractéristique des Lamiacées (Yahia et al., 2019).

Le genre Thymus constitue I’'un des genres majeur de cette famille, il comprend
environ 220 espéces aromatiques, qui sont principalement des herbacées, des vivaces, des
petits arbustes que I'on trouve dans la région méditerranéenne, qui est le centre de tout le
genre, et qui sont également caractéristiques en Asie, en Europe du Sud et en Afrique du
Nord (Figueiredo et al., 2010). Les plantes appartiennent a ce genre sont des plantes sous-
ligneuses érigees ou prostrées, odorantes, ses feuilles sont plus au moins contractées, le
calice est tubuleux a 2 levres, la supérieure a 3 dents, l'inférieure a 2, ciliées dentées, les

étamines comportent 4 saillantes plus au moins divergentes avec des carpelles lisses.
3.5.2. Origine et répartition géographique du genre Thymus

L'origine du nom est sujette a diverses interprétations : Thym proviendrait du mot latin
"Thymus" qui signifie "Parfumé”, Thym a partir du mot grec "Thumos” qui signifie
parfumer a cause de ’odeur agréable que la plante dégage. Le thym, communément appelé
"Zaater" en Algérie, fait partie du genre Thymus défini comme un ancien groupe tertiaire,

ayant son origine dans le sud-est de I’Espagne.

L’Algérie est connue par sa richesse en plantes médicinales a cause de sa superficie
et sa diversité bioclimatique. Le thymus comprend plusieurs espéces botaniques réparties sur
tout le littoral et méme dans les régions internes jusqu’aux zones arides (Benayache, 2013).

Le tableau (3.1) montre la localisation des principales especes de thym en Algérie.
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Tableau 3.1: Localisation des principales especes du genre Thymus en Algérie (Touhami,

2017).

Especes

Partie de la plante

Localisation

Thymus capitatus

Hoffman et Link

Rare dans la région de
Tlemcen

Thymus fontanesii

Boiss et Reuter

Commun dans le Tell
Endémique Est Algérie-
Tunisie

T. munbyanus

Boiss et Reuter

Endémique dans le
secteurNord
Algérois.

Thymus Commutatu

Battandier

Endémique Oran

Thymus numidicus

Poiret

Assez rare dans :
Le sous-secteur de I’ Atlas
tellien
La grande et la petite
Kabylie
De Skikda a la frontiere
tunisienne,
Tell constantinois

Thymus guyonii

Noé

Rare dans le sous-secteur
des hauts plateaux algeérois,
oranais et constantinois

Thymus lancéoatus

Desfontaine

Rare dans :

Le secteur de I’ Atlas tellien
(Terni de Médéa Benchicao)
et dans le sous-secteur des
Hauts Plateaux algérois,
oranais (Tiaret) et
constantinois

Thymus pallidus Coss Tres rare dans le sous-
secteur de L’Atlas Saharien
et constantinois
Thymus hirtus Willd Commun sauf sur le littoral
Thymus glandulosus Lag Tres rare dans le sous-

secteur des hauts plateaux
algérois

Thymus algériensis

Boiss et Reuter

Trés commun dans le sous-
secteur des
hauts plateaux algérois et
oranais

Thymus munbyanus

Boiss et Reuter

Endémique dans le secteur
Nord algérois
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3.5.3. Usage et propriétés du genre Thymus

e Assaisonnement des aliments et des boissons.

e Les principaux constituants du Thymus montrent des propriétés vermifuges et
vermicides (Bazylko et Strzelecka, 2007).

e Propriétés antivirales, antifongiques, anti inflammatoires, et antibactériennes
(Jiménez-Arellanes et al., 2006).

e Propriétés anthelminthiques (Al-Bayati et al., 2008).

e Propriétés antioxydantes en raison de ces propriétés, le thym est utilisé comme un
conservateur afin de prolonger la durée de conservation des poissons durant leur
stockage (Selmi et Sadok, 2008).

3.5.4. Composition chimique du genre Thymus

Les huiles essentielles sont des composants aromatiques importants des herbes et des
épices, il s’agit des liquides volatils, insolubles dans I'eau, trés solubles dans I'alcool, I'éther,
les huiles végétales et minérales. Leurs activités biologiques sont connues et utilisees depuis
I’ Antiquité dans la parfumerie, la conservation des aliments, I’aromatisation et la médecine
(Herman et al., 2019). Ces huiles contenues dans les plantes constituent une source

potentielle de molécules bioactives.

La composition chimique des huiles essentielles de Thymus a été étudiée par
plusieurs groupes de recherche (Tab 3.2). Ce genre végeétal est considéré comme une source
importante des huiles essentielles. En particulier, ces huiles extraites des espéces de Thymus
sont considérées comme les plus actives huiles a cause de la présence de terpénes et
terpénoides aromatiques, de flavonoides, et en raison de leur forte concentration en
composeés phénoliques principalement le thymol et le carvacrol (Tab 3.3). Le thym contient
aussi des tanins, des principes amers, des saponines et des antiseptiques végétaux
(Mokhtari et al., 2021). Il existe également d’autres composés non phénoliques plus ou
moins biologiquement actifs tels que l'eugeénol, le p-cymeéne, y-terpinéne, linalool,

germiniol et broneol (Sidali et al., 2017).

En raison de cette teneur élevée en métabolites secondaires, ses huiles sont parmi les
dix meilleures huiles essentielles du monde, présentant des propriétés antibactériennes,

antimycotiques, et antioxydantes (Mahdavi et Karimzadeh, 2010).
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Tableau 3.2: Composition chimique de I’huile essentielle de différentes espéces de Thymus.

Especes Pays Composition Références
majoritaire
Thymus Turquie Carvacrol Karaman et
revolutus 43,13% al.,2001
v- terpinéne
20,86%
p-cymeéne
13,94%
Thymus Maroc Carvacrol El Ajjouri et
bleicherianus 70,92% al.,2008
p-cymeéne 6,34
Thymus Maroc o — terpinéne El Ajjouri et
capitatus 42,23% al.,2008
Thymol 23,95
Thymus Algérie Thymol 23,92% Zeghib et
numidicus Linallol 17,20% al.,2013
poiret y —terpinéne
10,84%
Thymus Algérie Thymol 60,80% Giordani et
numidicus p-cymene al.,2008
10,30%
y —terpinéne
7,60%
Thymus Algérie Thymol 71,45% Chemat et
algeriensis Linalool 7,89% al.,2012
Thymus Maroc Camphre 27,70% Amarti et
algeriensis o —pinéne al.,2008
20,50%
Thymus Maroc Thymol 44,2% Amarti et
ciliatus E-ociméne al.,2008
25,8%
a- terpinéne
12,3%
Thymus serpyllum Slovaquie Thymol, 18.8%; Galovicova et al.,
Carvacrol, 17.4%; 2021
O-cymene, 15.4%;
Geraniol, 10.7%
Thymus vulgaris Italie Thymol 35.84— Tardugno et al.,
41.15%, p-cymene 2022
17.50-21.73%, c-
terpinene 15.06—
18.42%, linalool
2.55-5.37%,
carvacrol
1.45-1.70%
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Tableau 3.3: Propriétés du thymol et du carvacrol (Ghasemi Pirbalouti et al., 2015).

Thymol Carvacrol
Nom 2-isopropyl-5- 5-isopropyl-2-méthylphénol
méthylphénol
Couleur Blanc cristallin Blanc jaune
Structure moléculaire CH;
OH
HsC”~ “CHs
Masse moléculaire 150,22 150,21
Point d’ébullition 233 °C 236-237 °C
Indice de réfraction 1,522 dans 20 °C 1,5209 dans 20°C
solvant Alcool et solvants Alcool et solvants organiques
organiques

3.5.5. Activité anti-inflammatoire

Le thym joue un réle protecteur contre divers troubles inflammatoires. Cependant, le
mécanisme d'action possible c’est I’interaction de leurs compositions phytochimiques avec

des médiateurs pro-inflammatoires (Olaoye et al., 2021).

Ce genre de plante contient des flavonoides comme le kaempferol et les dérives de la
quercétine, ainsi que des acides hydrocinnamiques, qui sont connus pour leurs effets anti-
inflammatoires (Tlili et al., 2011). En plus cette activité anti-inflammatoire peut étre
attribuée a la forte teneur du Thymus en huiles essentielles, qui en plus de leurs capacité a

piéger les radicaux libres, possedent aussi une activité anti-inflammatoire (Miguel, 2010).

Les plantes de Thymus ont révélé une activité anti-inflammatoire dans divers
modeéles d'inflammation in vitro et in vivo, prenant I’exemple de I’étude réalisée par EI
Ouahdani et al., (2021) qui ont montré la capacité anti-inflammatoire du Thymus apres
I’évaluation du développement de I'cedéme induit par l'injection de carraginine. En outre,
Chen et al., (2020) ont découverts que le thymol a pu atténué la réponse inflammatoire via
la régulation des secrétions de cytokines et la suppression des voies de signalisation TNF-a
et IL-6.
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3.5.6. Activité antioxydante

Plusieurs molécules a propriétés antioxydantes sont isolées des plantes, il est donc
louable de chercher des antioxydants naturels efficaces sans ou présentant moins d’effets
secondaires pour remplacer les antioxydants synthétiques. L’activité antioxydante des
extraits de plante est essentiellement associée aux composés phénoliques en particulier aux

flavonoides (Kumaran et Karunakaran, 2007).

Les composants du Thymus sont assez nombreux, il constitue une véritable source de
molécules bioactives naturelles en particulier dans ses huiles essentielles. Le thym contient
encore des flavonoides comme la lutéine, I'apigénine, la naringénine, la lutéoline et la
thymonin (EIl-Guendouz et al., 2019). Ces composants phénoliques, pourraient interagir
avec les radicaux libres par voie électronique ou hydrogene, montrant la capacité
antioxydante du Thymus. Cette activité pourrait attribuée aussi a la présence des composants
phénoliques non volatils, notamment l'acide rosmarinique qui est un antioxydant puissant
(Stahl-Biskup et Venskutonis, 2012).

De nombreuses études antérieures ont évalué I’activité antioxydante des especes du

genre Thymus en utilisant différentes méthodes (Tab 3.4).

Tableau 3.4: Activité antioxydante de quelques espéces du genre Thymus.

Espéces Huile Méthode Concentration | Réferences
essentielle/e utilisée
xtrait
Thymus zygis extrait DPPH 12,65 2,30 | Afonso et al.,
ug/mL 2018
Thymus zygis Huile DPPH 7597 + 0,86| Amarti et
ug/ml al.,2011
Thymus Extrait ABTS 71,18 + | Taghouti et
mastichina 1,05ug/mL al., 2019
Thymus Extrait DPPH 0,091 + 0,02| Aouam etal.,
riatarum mg/ml 2019
Thymus Huile DPPH, FRAP,| 0,61,2,13et Goudijil et al.,
Capitatus TAC 0,78ug/mL 2020
Thymus Huile DPPH 176,8 pg/mL Tohidi et al.,
migricus 2020
Thymus Huile/ Le B-| 43,0ug/mL Safaei-
caramanicus Extrait caroténe/acide +19.7 pg/mL Ghomi et al.,
linoléique, 2010
DPPH
Thymus Huile DPPH 1800 pg/mL Hamdani et
algeriensis al., 2014
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Thymus Huile DPPH 8.18 + 0.07| Labiad et al.,
satureioides pg/mL 2017
Thymus Huile/Extrait | DPPH 194 + 0.02| Sabahi et al.,
daenensis ug/mL 2013
Thymus Huile DPPH 29.67+33.38ug | Nickavar et
pubescens /mL Esbati, 2012
Thymus Huile le B-| 2670 = 05| Tepe et al,
sipyleus carotene/acide pg/mL 2005

linoléique,

DPPH
Thymus Extrait DPPH 11+15 ug/mL Pérez-
pulegioides Tortosa et

al., 2012

Thymus Extrait DPPH, ABTS,| 10uM Pérez-
membranaceu FRAP Tortosa et
s al., 2012

3.5.7. Activité antidiabétique

Il existe de nombreuses plantes antidiabétiques qui ont pour propriété d’aider
I’organisme a gérer les pics ou les chutes de glycémie. Des efforts considérables ont été
réalisées ces dernieres années afin d’identifier de nouvelles substances naturelles
antidiabétiques capable de diminuer I’hyperglycémie. Les effets de Thymus sur certaines

complications du diabéte induit chez les animaux, ont fait I'objet de nombreux travaux.

L'extrait aqueux de Thymus serrulatus administré par voie orale (a raison de
600mg/kg) a abaissé d’une facon significative la glycémie a jeun chez les souris saines et les
souris dont le diabete a été induit par la streptozotocine (Haile et al., 2021). Cela est dQ
gréce a la capacité de la plante a stimuler I'élimination du glucose, a réduire la libération de
glucagon ou laugmentation de la sécrétion de l'insuline, et a favoriser les tissus

périphériques pour stimuler le processus de glycolyse (Alamgir, 2017).

D'autres recherches ont révélé que le Thymus exhibe, in vitro, une action inhibitrice
sur les enzymes digestives a-amylase et a-glucosidase (Radiinz et al., 2021). La diminution
de l'action de ces enzymes retarde l'augmentation de la glycémie dans le sang apres
I'ingestion d'une alimentation riche en glucides et c'est I'un des mécanismes importants pour
réduire le glucose postprandial en circulation qui peut empécher le déclenchement de

complications du diabéte (Lebovitz, 1997).
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Des études pharmacologiques in vivo, ont montré d'autres propriétés, le thym posséede

des propriétés hypolipidémique par la stimulation de la lipogenése et l'inhibition de la

lipolyse (Yalcin et al., 2020).

Sur le plan histologique, de multiples travaux ont montré la capacité de Thymus a
améliorer les lésions histologiques de quelques organes vitales tels que le foie, les reins, le

ceeur, et le cerveau chez les rats diabétiques.

L’extrait alcoolique de Thymus vulgaris a amélioré d’une maniére significative les
Iésions hépatiques observées au niveau du foie des rats rendus diabétiques par la STZ, cela
est dii a la richesse de la plante par ’acide caf€ique qui, a son tour, réduit le taux des
enzymes hépatiques et protégeant les hépatocytes des dommages (Azimi et al., 2021). Une
autre étude faite par Hajializadeh et al., (2014) qui ont montré I’effet neuroprotecteur de
I’extrait éthanolique de Thymus caramanicus, en causant une amélioration considérable des
Iésions pathologiques du cerveau en raison de la haute teneur de cet extrait en composés

phénoliques.

D'autres recherches ont révélé que le thymol exerce, in vivo, un effet
néphroprotecteur en améliorant les lésions tissulaires observées dans les reins des souris
rendues diabétiques par la STZ, via la suppression de I'expansion de la matrice mésangiale

extracellulaire et de la glomérulosclérose (Saravanan et Leelevinothan, 2016).

L’activité antioxydante des composés phénoliques de Thymus est également liée a
leur effet hypoglycémique, qui agissent sur le diabéte au niveau cellulaire en favorisant
I'action de l'insuline (Kim et al., 2017). Cet effet hypoglycémiant peut étre également di a
I'action du thymol ou du carvacrole qui ont la capacité a stimuler I'élimination du glucose de
la circulation, a réduire la libération de glucagon ou l'augmentation de l'insuline, a diminuer
I'absorption du glucose, ou a stimuler les tissus périphériques pour entrer directement dans le

processus de la glycolyse (Khafaji, 2018).
3.5.8. L’espece Thymus algeriensis
3.5.8.1. Caractérisation botanique

La Thymus algeriensis est une plante herbacée parfumée qui représente 1’épice
aromatique, il se reproduit par graines et peut atteindre 15 a 30 cm de haut par 40 cm de

large, c'est un sous-arbuste a feuilles persistantes buissonnant a base de bois avec de petites
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feuilles trés aromatiques gris-vert et des grappes de fleurs violettes ou roses au debut de
I'été. En Algérie et en Afrique du Nord, cette plante aromatique est bien connue sous le nom
de « Zaater » (Khadraoui et al., 2016).

Figure 3.2: L’espece Thymus algeriensis (Boutaoui et al., 2018).

3.5.8.2. Répartition géographique et utilisation

Thymus algeriensis est I'espéce nord-africaine la plus répandue. Elle est endémique en
Libye, en Tunisie, en Algérie et au Maroc. En Algérie, il est trés commun dans le sous-
secteur des hauts plateaux algérois, oranais (Sobeh et al., 2020). Le thym est largement
utilisé, frai ou séche, principalement comme herbe culinaire pour assaisonner les aliments et
des boissons. D'autre part, I'espece est utilisée en médecine traditionnelle pour traiter les
troubles respiratoires, les maladies du tube digestif, et considérée aussi comme anti-abortif
(Guesmi et al., 2018). La composition chimique des huiles essentielles que contiennent la
plante a été préalablement étudiée avec une attention exclusive aux composants volatils,

bien que les résultats de son activité biologique soient limités (Nikolic et al., 2014).
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4. Matériel et méthodes

4.1. Matériel végétal et screening phytochimique
4.1.1. Récolte du Thymus algeriensis

La plante Thymus algeriensis est récoltée de la chaine montagneuse de la wilaya de
Msila. La récolte est réalisée au mois de Mai 2016 et identifiée par le professeur Mohamed
Kaabeche (département de biologie, université Sétif 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.

Ensuite, le matériel végétal a été réduit en poudre a une granulométrie uniforme et
stocké dans l'obscurité a -20°C dans des bocaux fermés hermeétiquement jusqu'a son

utilisation.
4.1.2. Préparation de I’extrait n-BuOH

Les parties aériennes séchées a l'air (feuilles et fleurs, 2,0 kg) de T. algeriensis ont été
réduites en poudre (léger broyage a température contrdlée, jusqu'a 35 ‘C) et macérées a
température ambiante avec EtOH-H.O 70:30, (v/v) (15 L) pendant 24 h, quatre fois avec du

solvant frais.

Aprés une étape de filtration, les extraits ont été combinés, concentrés sous pression
réduite, dilués dans H20 (800 ml) sous agitation magnétique et maintenus a 4 “C pendant la

nuit pour précipiter les chlorophylles.

Aprés une deuxieme étape de filtration, la solution obtenue a été extraite avec des

solvants de polarités croissantes (chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol).

Chaque extrait a été séché avec du Na2SO4 anhydre, filtré sur Chromafil® PET 20/25
(taille de pore de 0,2 um, Machery-Nagel AG, Oensingen, Suisse) dans des flacons en verre
brun et concentré sous vide (jusqu'a 35 °C) pour donner les extraits suivants : CHCI3 (7,42 g),
EtOAc (4,19 g), n BuOH (33,15 g).
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Figure 4.1: Organigramme schématique réalise sur les parties aeriennes de Thymus

algeriensis (Boutaoui et al., 2018).

Le Thymus algeriensis est une espéce qui s’est classée comme suit :

Tableau 4.1: Classification botanique de Thymus algeriensis (Quezel et Santa, 1963).

Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Eudicotes

Sous classe Astérides

Ordre Lamiales

Famille Lamiacées

Genre Thymus

Espéce Thymus algeriensis
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4.1.3. Dosage des polyphénols totaux

> Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et phosphomolibdique (H3PMo012040), il est réduit par les phénols en un
mélange d’oxydes bleus de tungsténe (W8023) et de molybdéne (M08023). La coloration
produite, dont I’absorption maximum est comprise entre 725 et 750 nm est proportionnelle a

la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Harju et Martti, 2006).
> Mode opératoire

Le dosage des polyphénols se fait par la méthode de Dewanto et al., (2002) (méthode
de Folin-Ciocalteu). Une prise de 125ul d'extrait convenablement dilué est mise dans un
tube en présence de 500ul d'eau distillée et de 125ul du réactif de Folin-Ciocalteu. Apres
agitation vigoureuse et repos du mélange pendant 3 min, 1250ul d'une solution de CO3Naz a
7% sont ajouteés et le mélange est ajusté a 3ml avec l'eau distillée. Le tube est placé au repos
pendant 90 min a température ambiante et a l'obscurité, aprés quoi l'absorbance est mesurée
a760 nm.

4.1.4. Dosage des flavonoides totaux
» Principe

Les flavonoides possedent 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 électrons 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 AICI; légérement modifiée a été adoptée pour

quantifier les flavonoides dans I’extrait (Brighente et al., 2007).

Briévement, 1 ml de la solution d’extraits est ajoutéa 1 mld’AlCl; & 2% dans le Méthanol.
Aprés incubation pendant 60 min a température ambiante, I'absorbance est lue a 415 nm dans

un spectrophotomeétre contre le blanc. L’apparition de la couleur jaune indique la présence des
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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.

4.1.5. 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 Thermo ODS
Hypersil 250x4,6 mm, colonne de 5um ont été utilisés pour I'analyse quantitative. Le volume
d'injection était 20 pL. La phase mobile comprenait I'¢luant A, de l'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 préparésa 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 et LOQ 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
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Tableau 4.2: Les valeurs LOD et LOQ des composés de la méthode LC-MS/MS

Pol
Parent Produ CE P_o[a Nom S Produ CE| arit| Nom
it rite nt It é
93,5 25 | - 4- 147,1 20 +
121,9 hydroxybenzal 273 Naringenin
121,1 20 - dehyde 153 24 +
77,3 25 + Acid 153 33 +
131,1 Ciﬁn;mi e 287 Kaempferol
1032 | 14 | + a 165 28 | +
66,6 38 | - acide p- 289 203,9 22 | -
137,9 hydroxybenzoi 5 ' Catéchine
94,6 17 - c 245,7 17 -
153,7 1095 | 21 | - éc'dte. : 1233 | 15| +
entisique 291, Epicatéchin
5 e
65,4 22 + acide 139,3 16 +
155,01 Protocatechuiq
93,2 13 | + ue 152,1 | 23| -
301 Quercetine
94,3 33| - acid i 179,9 20 -
163,9 coumarique P
1202 | 17 | - d 86,5 | 43| - acide
353, .
4 Chlorogeni
109,4 19 - . 192,1 21 - que
acide
1678 Vanillique
1532 | 16 | - a s | 1343 | 4| - acide
2 ' Rosmariniq
80,5 25 | - 162,2 20 - ue
169,7 acide Gallique
126,2 16 | - 136,3 48 -
473, acide
1352 | 27| - 1 1801 | 29 | - Cichorique
179,7 acide Caffeique
136,2 18 | - 275,8 22 - )
539, Oleuropein
1 e
89,4 30 + 377,5 16 -
195,4 acide Ferulique
177,4 7 + 263 20 +
553, ..
) Hesperidine
107,2 22 + 313 20 +
228,98 Resveratrol
Rutine
4
301,7 34| -
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4.2. Screening biologique

4.2.1. Evaluation de ’activité antioxydante in vitro
4.2.1.1. Effet anti-radicalaire par le test au DPPH°
» Principe

La réduction du radical libre DPPH°® (2,2’-diphenyle-1-picryl hydrazyl) par un
antioxydant peut étre suivie par spectrométrie UV- Visible, en mesurant la diminution de
I’absorbance a 517 nm provoquée par les antioxydants. En présence des piégeurs de radicaux
libres, le 2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl de couleur violette se réduit en 2.2 Diphenyl 1 picryl
hydrazine de couleur jaune (Molyneux, 2004).

Figure 4.2: Réaction de test DPPH® (Molyneux, 2004).

» Mode opératoire

L'activité anti radiculaire est mesurée par la dégradation du DPPH?®, suivant la méthode

proposee par Ohinishi et al., (1994) avec une légere modification.

Pour mesurer cette activité, une prise d'essai 0.5ml de I'extrait a différentes concentrations
est mélangée avec 0.5ml d'une solution de DPPH° (0,2 mM dans le méthanol). Aprés une
agitation vigoureuse du mélange, il est laissé au repos pendant 30 min a l'obscurité.
L'absorbance est mesurée a 517nm a l'aide d'un spectrophotométre-UV visible, en se référant

a un témoin sans extrait.
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La quercetine, le trolox, et le butylated hydroxyanisole (BHA) ont été utilisés comme

standards et dissous dans du méthanol pour obtenir la solution mere & la méme concentration
(1 mg/ml). Pour chaque concentration, le test est répété trois fois. L'activité anti radicalaire

est estimée en pourcentage d'inhibition grace a la formule suivante :
P1= (DO teémoin — DO extrait! DO tamoin) X100
P1= pourcentage d'inhibition,
DO tmoin= absorbance du témoin.
DO extrait= absorbance de la solution d'extrait.

L'étude de la variation de l'activité anti-radicalaire en fonction de la concentration des
extraits a permis de déterminer les concentrations qui correspondent a 50 % d'inhibition (1Cso)

; la valeur d’ICsp est exprimee en ug/ml.
4.2.1.2. Capacité antioxydante totale (CAT)
» Principe

Cette technique est basée sur la reduction des molybdates Mo(V1) en molybdene Mo (V)

en présence d’un antioxydant avec la formation d’un complexe vert (phosphate/ Mo(V)) a pH
acide (Prieto et al., 1999).

» Mode opératoire

L'activité antioxydante totale des échantillons a été évaluée par la méthode du
phosphomolybdene proposée par Prieto et al., (1999). Une solution d'échantillon (0,4 ml) a
différentes concentrations (100 -1000pg.mL-1) a été combinée avec 4 ml de solution de réactif
(acide sulfurique 0,6 M, phosphate de sodium 28 mM et molybdate d'ammonium 4 mM). Les
tubes ont été incubés dans un bain d'eau bouillante a 95°C pendant 90 minutes. Apres
incubation, les échantillons ont refroidi a température ambiante, I'absorbance de la solution
aqueuse de chacun d'entre eux a été mesurée a 695 nm contre le blanc. Le blanc a été préparé
en utilisant du méthanol au lieu de la solution d'extrait. Tous les tests ont été effectués en trois

exemplaires.

La quercetine, le trolox, et le butylated hydroxyanisole (BHA) ont été utilisés comme

étalons.
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4.2.1.3. Le pouvoir réducteur

> Principe

Les substances qui ont un potentiel de réduction réagissent avec le ferricyanure de
potassium (Fe*) pour former le ferrocyanure de potassium (Fe?*), qui réagit ensuite avec le
chlorure ferrique pour former un complexe du fer ferrique qui a un maximum d'absorption a
700 nm (Oyaizu, 1986).

Antioxydant
_—

Potassium ferricyanide + Ferric chloride Potassium ferrocyanide +

ferrous chloride
> Mode opératoire

Le pouvoir réducteur de l'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) 6]). Le mélange a été incubé a 50°C pendant 20 minutes.
Des aliquotes d'acide trichloracétique (0,5 ml, solution aqueuse a 10 %) ont €été ajoutées au
mélange qui a ensuite été centrifugé a 3000 tours/minute pendant 10 minutes. Le surnageant
(0,5 ml) a été mélangé avec de I'eau distillée (0,5 ml) et une solution de FeCls fraichement

préparee (0,1 ml, 1%).

L'absorbance a été mesurée a 700 nm. La quercetine, le trolox, et le butylated

hydroxyanisole (BHA) ont éte utilisés comme contréles positifs.
4.2.1.4. Réduction du radical- cation ABTS®
» Principe

Le test de radicale ABTS® est lI'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

La méthode utilisée pour ce dosage est celle 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
K2S20g et une solution stock d'ABTS a 2 mM, le tout est conserve a l'abri de la lumiére 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.
La quercetine, le trolox et le BHA ont été utilisés comme standards.

Le pourcentage d'inhibition est calculé selon la formule suivante :

Pourcentage inhibition (%) = [(Abs témoin - Abs blanc)] / (Abs témoin)] x 100
Abs témoin : I'absorbance du radical ABTS+ méthanol.

Abs blanc : I'absorbance de I'échantillon ABTS radical + Extrait / standard

4.2.2. Peroxydation lipidique (LPO) in vitro

4.2.2.1. Test de blanchissement béta-caroténe/acide linoléique

» Principe

Le test de blanchissement au béta-caroténe est un test pratique utilise pour mesurer la
capacité d'un composé ou d'un mélange a inhiber I'oxydation de b-carotene (Miraliakbari et
Shahidi, 2008).

» Mode opératoire

Tout d'abord, du B-caroténe (0,5 mg) a été préparé dans 1 ml de chloroforme, puis 25
pl d'acide linoléique et 200 mg de Tween 40 ont été ajoutés apres évaporation du chloroforme,
ensuite, 100 ml d'eau distillée saturée en oxygene ont été ajoutés. Une aliquote de ce mélange
a été transférée dans différents tubes a essai contenant l'extrait. Dés que I'émulsion a été
ajoutée a chaque tube, l'absorbance au temps zéro a été mesurée a 490 nm. Le systeme
d'émulsion a été laissé au repos a température ambiante (20 a 23°C) pendant 120 min. Le BHA

et le trolox ont été utilisés comme étalons.

L’activité antioxydante (pourcentage d'inhibition) de I’échantillon a été calculée a

I'aide de I'équation suivante :
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% d'inhibition = (Absorbance du béta-caroténe a 120 min/Absorbance initiale du béta-

caroténe) x 100.
4.2.2.2. Inhibition de la LPO induite par le systéme Fe?*/acide ascorbicque
» Principe

La mesure de la peroxydation des lipides, a été analysée par la réaction a I’acide
thiobarbturique (TRABS) selon la méthode d’Ohkawa et al., (1979).

> Mode opératoire

Brievement, le mélange réactionnel contenant I'homogénat de foie de rat (0,1 mL, 25 %
p/v) dans du Tris-HCI (30 mM), du sulfate d'ammonium ferreux (0,16 mM), de l'acide
ascorbique (0,06 mM) et différentes concentrations de I'extrait a été incubé pendant 1 ha 37°C

et la substance réactive thiobarbiturique résultante (TBARS) a été mesurée a 532 nm.

4.2.2.3. Inhibition de la LPO par la méthode au thiocyanate ferrique (FTC)
» Principe

L'activité antioxydante des extraits de plantes est mesureée par l'inhibition de la
peroxydation de l'acide linoléique en utilisant la méthode au thiocyanate ferrique selon la

méthode décrite par Osawa et Namiki, (1981).
» Mode opératoire

Des concentrations croissantes de 1’extrait diluées dans 0,5 ml d’eau distillée ont été
mélangées avec ’acide linoléique 0,02 M (2,5 ml dans un tampon de phosphate 0,04 M pH
7,0) dans des tubes a essai et incubées dans 1’obscurité a 37°C. pendant ’incubation, la
quantité de peroxyde formée a été déterminée en lisant I’absorbance de la couleur rouge
développée a 500 nm par I’ajout de 30 % de solution de thiocyanate d’ammonium (0,1 ml) et
de 20 ml de chlorure ferreux dans 1’acide chlorhydrique a 3,5 % (0,1 ml) au mélange

réactionnel.
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4.3. Evaluation de I’activité antidiabétique in vitro

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

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

Briéevement, 40 ml d’a-amylase de 5 U/ml ont été mélangés 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 de I’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 éte bien melangé et conservé dans un bain-marie bouillant pendant 5 min.
Le mélange réactionnel a été dilu¢ par I’ajout de 6 ml d’eau distillée, et I’absorbance a été
mesurée a 580 nm a I’aide d’un spectrophotométre UV-visible. L’acarbose a été utilisé comme

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

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

contrdle x 100.
4.3.2. Test d’inhibition de I’activité alpha- glucosidase

Le test d'inhibition de l'a-glucosidase a été réalisé en appliquant la procédure de

Matsuura et al., (2002) avec des modifications mineures.

Le mélange réactionnel contenant 50 pl de tampon phosphate, 10 ul d'alpha-
glucosidase (1 U/ml) et 20 pl de concentrations variables d'extrait a été préincubé a 37°C
pendant 15 min. Ensuite, 20 pl 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 1’aide

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

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

contrble x 100
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4.4. Evaluation de P’activité antiglycation (anti-AGE) in vitro

4.4.1. Dosage in vitro du BSA-glucose

Les anti-AGEs de ’extrait, de la metformine, et de I’aminoguanidine ont été réalisés
en utilisant le dosage BSA-glucose en utilisant la méthode de Matsuura et al., (2002). Aprés
I'incubation pendant 7 jours a 37°C dans l'obscurité, les échantillons ont été mesurés a
l'intensité de fluorescence (longueur d'onde d'excitation de 370 nm et longueur d'onde
d'émission de 440 nm) a l'aide du lecteur de microplaques Omega.

Le pourcentage d'inhibition a été calculé en utilisant I'équation suivante:

Pourcentage d'inhibition AGE = [(FO-Ft) /FO x100], ou Ft et FO représentent l'intensité de

fluorescence de I'échantillon et des mélanges témoins, respectivement.
4.4.2. Modele in vitro de BSA-méthylglyoxal (MGO)

Ce test a été utilisé pour évaluer les effets inhibiteurs de la glycation des protéines
induite par le méthylglyoxal (MGO) (solution aqueuse a 40 %), un composé intermediaire
réactif clé formé dans la réaction de Maillard. Le mélange réactionnel BSA-MGO a été incubé
a 37 °C pendant 7 jours, I'aminoguanidine un inhibiteur de la glycation des protéines a été
utilisé comme controle positif I'intensité de fluorescence des échantillons a été mesurée a une
longueur d'onde d'excitation de 370 nm et une longueur d'onde d'émission de 440 nm, a l'aide
d'un lecteur de microplagues Omega. Le pourcentage d'inhibition a été calculé en utilisant la

formule ci-dessus (Peng et al., 2008).
4.4.3. Glycation anti-hémoglobine

La glycation de I'némoglobine a été réalisée selon la méthodologie décrite par Liu et
al., (2011). Les concentrations d'hémoglobine glyquée ont été mesurées apres la période
d'incubation de 72 h a l'aide d'un lecteur de microplagues Oméga a une longueur d'onde de
443 nm. Le test d'inhibition de I'hnémoglobine glyquée a été calculé a l'aide de I'équation ci-

dessus.
4.5. Evaluation de la toxicité aigue

Pour la détermination de la toxicité aigué, 8 rats méles de souche Wistar albinos d’un
poids compris entre 180-200 g sont utilisés pour cette étude. Ils sont mis a jeun 14 h avant le

test. L’extrait n-BuOH de T.algeriensis (BETA) est administré par voie orale a une dose de
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2g/kg de poids corporel des rats (Lagaro et al., 2001). Les animaux doivent étre observes

individuellement, et quotidiennement pendant 28 jours aprés I'administration de I’extrait.

4.6. Evaluation de P’activité antioxydante, hépatoprotective et nephroprotective chez le

rat rendu diabétique
4.6.1. Animaux et protocole d’expérimentation

Les 32 rats utilisés dans cette expérimentation sont des rats males adultes de souche
Wistar Albinos, agés de 8 a 10 semaines (180 et 200g), 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 8 rats. [ls ont libre acces a 1’eau et a la nourriture.

Les rats sont maintenus a une température ambiante (22+ 2)°C et photopériode de
12h/12h. Ils ont été traités conformément au principe et directive énonces dans le manuel sur

le soin et I’utilisation des animaux d’expérimentation.
4.6.2.Induction du diabéte

Aprés une mise a jeun pendant une nuit (privation de la nourriture pendant 16 heures
mais pas de I’eau), le diabeéte 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) (Erejuwa
et al., 2011). La STZ est dissoute dans un tampon citrate de sodium (0,1M pH 4,5).

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

volume de tampon citrate de sodium (0,1M pH 4,5).

Apreés injection, les rats sont remis dans les cages et recoivent systématiquement un
libre acces a 1’alimentation et une solution de 5% de glucose a boire pendant une nuit pour

éviter le choc hypoglycémique.

Apres 72 heures de I’injection (temps de développement du diabete), les rats rendus
diabétiques par injection de STZ sont triés par dosage de la glycémie. Les rats qui présentent
une glycémie supérieure a 250 mg/dl, sont transférés dans des cages métaboliques
individuelles pour le contrdle de la consommation de nourriture, de I’eau et le contrdle du

volume urinaire.
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v" Traitement des animaux

Aprées I’induction du diabéte, I’ensemble des rats, diabétiques et non diabétiques ont
été divisés en quatre groupes de huit rats chacun et gardés dans des mémes conditions.
L’identification individuelle des rats se fait par numérotation au niveau de la queue a l'aide

d’un marqueur permanent.

Le début du traitement par 1’extrait n-butanolique du Thymus algeriensis, par
I’antidiabétique, ou par I’eau distillée commence 24 heures apres la confirmation du diabete

et dure 28 jours (durée du traitement). La répartition des groupes a été réalisée comme suit :

* Groupe | (8 rats) Controle sain ou témoin sain : qui regoivent quotidiennement par gavage

gastrique 5 ml/’kg d’eau distillée pendant 28 jours.

 Groupe Il (8 rats) Diabétique: ces rats recoivent chaque jour par gavage gastrique 5 ml/kg

d’eau distillée pendant 28 jours.

 Groupe |11 (8 rats) Diabétique+ Metformine : recoivent chaque jour par gavage gastrique
200 mg/kg de la metformine pendant 28 jours (Erejuwa et al., 2011).

* Groupe 1V (8 rats) Diabétique + extrait de la plante : des rats qui recoivent quotidiennement
par voie orale 200 mg/kg de I’extrait n-butanolique du Thymus algeriensis (BETA) pendant

28 jours.

Les animaux sont pesés a I’aide d’une balance de précision a des moments fixes avant
I’induction de diabete (début de la manipulation) et chaque jour apres 1I’induction du diabéte,

jusqu’au le jour de dissection des rats.
Evolution de la glycémie

L’évolution de la glycémie des rats des différents groupes est contrélée 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. Apres nettoyage de la queue a I’alcool, les rats sont piqués a 1’aide d’une
fine aiguille, une goutte de sang est réecupérée puis déposée sur une bandelette pour lecture de

la glycémie (glucométre Accu Chek).
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v Prélevement de sang chez le rat

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

le dernier jour du traitement (J28).

Le recueil de sang a été effectué respectivement sur tubes héparinés numérotés,
centrifugé a 6000 tours/minute pendant 15 minutes puis le sérum est récupéré. Cette opération
est effectuée dans le but du dosage d’autres paramétres plasmatiques de nos rats : L’HbAIC,
le glucose, le cholestérol total, les TG, 'urée, la créatinine, ainsi que ’AST et PALT. Ces
dosages sont effectués au laboratoire central de biochimie, centre hospitalo-universitaire Dr
Benbadis Constantine.

v Préparation de la fraction cytosolique de tissu

Au moment du sacrifice les organes (foie et reins) sont récupérés, rincés par 1’eau
physiologique saline 0 .9 % puis; 1 g d’organe est additionné a 9 ml (1V/10V) de solution
tampon phosphate 0.1 M pH; 7.4 contenant du KCI 1,15M, le mélange est homogénéisé a

1200 tours/minute par un homogeénéiseur De dounce.

L’homogénat est ensuite centrifugé a 4000 tours/minute pendant 10 minutes a 4°C puis
a 10000 tour/minute pendent 45 minutes a 4°C, La fraction cytosolique est recupéree et utilisee
pour les dosages du taux de molonyldialdéhyde (MDA), la concentration de glutathion réduit
(GSH), I’activité de la superoxyde dismutase (SOD) et de la catalase (CAT).

4.6.3. Tolérance au glucose

Le test de tolérance au glucose a été déterminé suivant la méthode proposée par Dimo
et al., (2006). 30 rats normaux ont été répartis en 5 groupes de 6 rats chacun et traités par voie

orale comme suit:
Groupe | : contrble négatif, qui recoit uniqguement le vehicule (eau distillée, 4mL/kg).
Groupes Il et 111 : contrdles positifs, qui recoivent de la metformine a une dose de 200 mg/kg.

Groupes IV et V : qui regoivent ’extrait de Thymus algeriensis, respectivement, a une dose de
200 mg/kg et 500 mg/kg.
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Apres une heure d'administration par voie orale, les rats ont regu par voie orale, une

solution de glucose a la dose de (5g/kg). Des échantillons de sang ont été prélevés par la veine
caudale au moment 0 h (avant I'administration orale) 30, 60, 90, 120 et 180 min apreés
I'administration de glucose. La glycémie a été mesurée a l'aide de la méthode du glucose
oxydase (glucometre Accu-Check).

4.6.4. Glycémie et profil lipidique
4.6.4.1. Dosage du glucose

Meéthode de référence enzymatique a 1’hexokinase. Le glucose est phosphorylé en
glucose-6-phosphate par I’action de I’ATP et de I’hexokinase (HK). Ensuite, une seconde
enzyme, la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH) catalyse 1’oxydation du glucose-
6-phosphate par le NADP* pour former du NADPHH* (Tsai et al., 1998).

D-glucose + ATP HK — D-glucose-6phosphate + ADP
D-glucose-6-phosphate +NAD + G6PDH — D-6-phosphogluconate+NADH+H+

La concentration de NADH formé est directement proportionnelle a la concentration

du glucose. Elle est mesurée par I’augmentation de I’absorbance a 340 nm.
4.6.4.2. Dosage du cholesterol total

Méthode enzymatique colorimétrique : La cholestérol-estérase (CE) hydrolyse les
esters du cholestérol pour former du cholesterol libre et des acides gras. Dans une réaction
ultérieure catalysée par le cholestérol oxydase, le cholestérol est transformé, en présence

d’oxygene, en cholestene-40ne-3 avec formation d’eau oxygénée.

En présence de peroxydase, I’eau oxygénée formée réagit avec 1’amino-4phénazone

(4- AAP) et le phénol avec formation d’un dérivé coloré rouge (Boukhari et al., 2013).

1. Esters de cholestérol Cholestérol + R-COOH

CHOD
2. Cholestérol + O» Cholesténe-4-one 3 + H,0»
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POD
3. 2 H02+ 4AAP+ phénol — s Colorant quinoneimine + 4 H>0O

L’intensité de la coloration développée est directement proportionnelle a la

concentration en cholestérol elle est déterminée par I’augmentation de 1’absorbance a 512 nm.
4.6.4.3. Dosage des triglycérides

Méthode enzymatique, colorimétrique utilisant la glycerol-phosphateoxydase et
I’amino 4phénazone. Les triglycerides sont hydrolysés par la lipoproteine lipase (LPL) en
glycérol et acides gras.

Le glycérol est alors phosphorylé en glycérol-3phosphate par I’ATP lors d’une
réaction catalysée par le glycérol kinase (GK). L’oxydation du glycérol-3-phosphate est
catalysée par le glycérol phosphate oxydase (GPO) pour former du dihydroxyacétone-
phosphate et de 1’eau oxygénée (H20,) (Steinmetz et al., 1978).

Triglycerides LPL ———> glycerol + Acides gras
Glycerol + ATP GK ———— glycerol 3 phosphate + ADP
Glycérol 3 phosphate + O, GPO ——  dihydroxyacetone-phosphate + H.O;
4.6.5. Marqueurs de la fonction rénale
4.6.5.1. Dosage de I’urée

Le dosage de I'urée est une méthode enzymatique basée sur la réaction décrite par
Tiffany et al., (1972) qui ont montré que la concentration en urée est proportionnelle a la
variation d’absorbance mesurée a 340 nm pendant un temps donné. Le schéma de la réaction

est le suivant :

. Uréase
Urée+ H,O — 5 2NH3+ CO2

GLDH
NHs+ Oxoglutarate + NADH+ H+ —— Glutamate + NAD" + H,O
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4.6.5.2. Dosage de la créatinine

La créatine est une substance synthétisée dans I’organisme a un taux raisonnablement
constant a partir de la créatine résultant de la déphosphorylation de la créatine phosphate au
niveau musculaire.

La créatinine en milieu alcalin réagit avec les ions picrate formant un complexe
rougeétre. Le taux de formation du complexe mesurée par lI'augmentation de lI'absorbance dans
un intervalle de temps prédéfini, est proportionnel a la concentration de créatinine dans
I’échantillon (Young, 1997).

o ) o pH=>12
Créatinine + Acide picrijue —— complexe rouge
37°C

4.6.6. Marqueurs hépatiques

4.6.6.1. Dosage de ’AST

L’AST est répandue dans tous les tissus du corps, mais la plus forte activité est mesurée
dans le foie, le cceur, les muscles squelettiques et dans les érythrocytes. L’activité de I’AST

est augmentée dans le sérum lorsqu’il y a une atteinte des cellules hépatiques.

Ce type de dosage est une méthode enzymatique développée par Henry et al., (1997),
le schéma de la réaction est le suivant

AST

L-Aspartate + 2-Oxoglutarate ——— Oxaloacetate + L-Glutamate

Oxaloacétate + NADH + H* M, L-Malate + NAD+

La diminution de I’absorbance proportionnelle a ’activité AST est mesurée a 340 nm.
4.6.6.2. Dosage de ’ALT

L’ALT est tres largement répandue dans les tissus hépatiques et rénaux, et dans une
moindre mesure dans le muscle squelettique et cardiaque. Bien que I’activité de I’ALT et
I’AST augmente dans le sérum quel que soit I’atteinte des cellules hépatiques, ’ALT est

I’enzyme la plus spécifique.

Ce type de dosage est une méthode enzymatique développée par Henry et al., (1997),
le schéma de la réaction est le suivant :
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. ALT
L-Alanine + 2-Oxolutarate ———* Pyruvate + L-Glutamate
Pyruvate + NADH + H+ ——» L-Lactate + NAD+
La diminution de I’absorbance proportionnelle a 1’activité ALT est mesurée a 340 nm.

4.7. Evaluation du statut oxydant cytosolique hépatique et rénale
4.7.1. La peroxydation lipidique

Le malondialdéhyde (MDA) est 'un des produits terminaux formés lors de la
décomposition des acides gras polyinsaturés sous 1’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:

Figure 4.3: Réaction d'un milieu biologique avec l'acide thiobarbiturique (TBA).

Le taux de MDA a été mesuré dans les homogeénats du foie et des reins des rats selon
la méthode décrite par Ohkawa et al., (1979). L’absorption a été mesurée a 1’aide d’un
spectrophotomeétre 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
—1M -1
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4.7.2. Dosage de la catalse (CAT) cytosolique

L’activité de la catalase cytosolique a été déterminée selon la méthode d’Aebi, (1984).
Le principe repose sur la disparition de H202 a 25 “C en presence de source enzymatique dans
la fraction cytosolique selon la réaction suivante:

2H:0; CaLlase, 2H20 + O2

La quantité de H.O> décomposée est directement proportionnelle a la concentration en
substrat et la concentration en enzyme. L’absorbance est lue a 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 L. Les résultats sont exprimés en U/mg de protéine

hépatique (U: umol de H2O2 consommé par minute par mg de protéines).
4.7.3. Dosage du 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 hépatique
(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 I’équation suivante:

Densité optique du blanc — Densité optique de 1’échantillon x 100
Inhibition totale =

Densité optique du blanc

Inhibition totale

U de SOD/mg de protéine =
n x 50

n: mg de protéines en mg présentes dans le volume de 1’échantillon utilisé.
4.7.4. 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 réalisé selon la méthode d’Ellman, (1959).
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Le principe consiste a scinder la molécule d’acide 5,5’dithiodis-2-nitrobenzoique
(DTNB) par le GSH et la libération de I’acide thionitrobenzoique (TNB). Ce dernier, a pH (8-

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

Figure 4.4: Interaction entre le DTNB et le GSH.

Les résultats sont déduits en se basant sur un coefficient d’extinction molaire de GSH:
13100 cm ~*M 1. Les concentrations exprimées en pg/mg de protéine hépatique (ug/mg

prot).
4.7.5. Dosage du glutathion-S-transférase (GST) cytosolique

Le dosage de I’activité du glutathion-S-tranferase (GST) cytosolique a été réalisé selon
la méthode de Seyyedi et al., (2005). 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 — conjugué GS-DNB + HCI
L’augmentation de I’absorption est directement proportionnelle a I’activit¢ 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
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résultats sont déduits en utilisant un coefficient d’extinction molaire de CDNB: 9,6cm *mM ™!

et exprimés en U/mg de protéine de foie (U: umol de conjugué CDNB formé/min).
4.7.6. 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 H2O> est réduit en H20. La
quantité du glutathion restante réagit avec la solution DTNB pour donner un composé coloré
qui est mesuré par spectrophotométrie a8 A=420 nm. L’activité de GPx est exprimée en U/mg

protéine de foie (U: umol de GSH oxydé/min).
4.8. Etude histologique

Apres la dissection des rats, des petits morceaux des reins et du foie sont récupérés, et stockés
dans des bocaux contenant le formol aldéhyde (10 %), pour étre destinés a la réalisation des
coupes histologique.

4.9. Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués in vitro sont exprimés en moyenne + écart type. Les
valeurs ICso (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 a 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. Screening phytochimique
5.1.1. Dosage des polyphénols et des flavonoides

Les résultats de dosage des polyphénols et flavonoides présents dans le tableau (5.1)
révelent que I’extrait n-BuOH de T. algeriensis (BETA) contient (299.48+1.38 pug GAE/mg
extrait) de polyphénols, et de (168.17+0.80 pg QE /mg extrait) des polyphénols sous forme
de flavonoides.

Tableau 5.1 : Teneur en polyphénols totaux et en flavonoides.

Extrait TPC (g GAE/ mg extrait)* TFC (ug QE/ mg extrait)**

BETA 299.48+1.38 168.17+0.80

Les résultats sont exprimeés en moyenne + ecart-type de trois mesures.

*Les phénoliques totaux sont exprimés en pg d'‘équivalents d'acide galligue/mg d'extrait ;

**|_es flavonoides totaux sont exprimes en pg d'équivalents de quercétine/mg d'extrait.

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

L’analyse LC-MS/MS nous a permis d’identifier 11 composés phénoliques dans
I’extrait n-BUOH de T. algeriensis. Les chromatogrammes de I’extrait BETA sont présents
dans la figure (5.1). L’acide ferulique (59826.860 mg/kg extrait) et 1’acide rosmarinique
(54228.711 mg/kg extrait) sont les principaux composés phénoliques de I’extrait BETA,
suivi de l'acide caféique (3404,063 mg/kg d'extrait), I'acide chlorogénique (916,221 mg/kg
d'extrait), l'acide p-hydroxybenzoique (755,211 mg/kg d'extrait), l'acide p-cumarique
(715,134 mg/kg d'extrait), I’acide gentisique (272,822 mg/kg extrait), 1’acide gallique
(102,786 mg/kg extrait), le 4-OH benzaldéhyde (29,089 mg/kg extrait), et les flavonoides,
naringénine (141,739 mg/Kg), quercétine (639,517 mg/kg d'extrait), ces composés

phénoliques sont répertoriés dans le tableau (5.2).
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Tableau 5.2: L’analyse LC-MS des composés phénoliques de BETA

lons MS/MS étudiés mg
N° Name ) Pola LOD | LOQ TR phenolic/
Parent Produit | CE . .
rité Kg Extrait
80.5 25 -
1 Acide gallique | 169.7 0.058 | 0.091 10.1 | 102,786
126.2 16 -
Acide
2 N 153.7 1095 | 21 - 0.026 | 0.039 | 13.87| 272,822
gentisique
Acide 86.5 43 -
3 ) 353.4 0.051 | 0.072 14.25 | 916,221
chlorogenique 192.1 21 -
acide p- 66.6 | 38 -
4 Hydroxybenzoi | 137.9 0.243 | 0.519 14.64 | 755,211
94.6 17 -
que
135.2 27 -
5 Acide Cafeique | 179.7 0.042 | 0.058 15.26 | 3404,063
136.2 18 -
Acide p- 94.3 33 -
6 ] 163.9 0.069 | 0.109 16.97 | 715,134
Cumarique 120.2 17 -
Acide 134.3 44 -
7 o 359.2 0.029 | 0.050 17.86 | 54228,711
rosmarinique 162.2 20 -
89.4 30 +
8 Acid ferulique | 195.4 0.063 | 0.118 17.88 | 59826,860
177.4 7 +
147.1 20 +
9 Naringenin 273 0.052 | 0.068 20.46 | 141,739
153 24 +
152.1 23 -
10 Quércetine 301 0.141 | 0.181 20.51 | 639,517
179.9 20 -
4-OH 93.5 25 +
11 121.9 0.032 | 0.059 15.32 | 29,089
benzaldehyde 121.1 20 +
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Figure 5.1 : Le profile LC-MS/MS de I’extrait BETA.
5.2. Screening biologique
5.2.1. Evaluation de I’activité antioxydante in vitro de ’extrait BETA
5.2.1.1. Effet scavenger du radical DPPH° de I’extrait BETA

La méthode du DPPH? est indépendante de la polarité de substrat. Cette méthode est
basée sur la réduction d’une solution alcoolique de DPPH® en présence d’un antioxydant qui
donne un hydrogéne ou un électron. La forme non radicalaire DPPH-H est formée. La figure
ci-dessous représente la variation du pourcentage du pouvoir inhibiteur en fonction de la

concentration.

La capacité antioxydante de ’extrait BETA a été déterminée a partir de 1’ICso, c’est
la concentration nécessaire pour réduire 50 % du radicale DPPH°®. Plus la valeur d’ICso est
basse, plus 'activité antioxydante d'un composé est grande. D’apres les résultats présentés
dans la figure (5.2), I'ICso obtenu pour le BHA (19,49+2,11 pg /ml), le trolox
(29,09£1,51ug /ml), et la quercetine (14,03+1,04 ug /ml) utilisés comme des standards, est
bien plus inférieur a celle de ’extrait BETA (111,30+5,98 pg /ml) et donc, ils présentent une

activité antioxydante plus élevée.
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Figure 5.2 : Pourcentages d’inhibition du radicale DPPHe des antioxydants de références et
de ’extrait BETA

5.2.1.2. Capacité antioxydante totale (CAT) de I’extrait BETA

La capacité antioxydante totale de I’extrait BETA est représentée dans la figure (5.3).
Cet extrait montre une capacité antioxydante (1Cso= 132,22+9,17 pg/ml) moins efficace que
celle exercee par le trolox (ICso= 51,21+3,04 pg/ml), le BHA (1Cso= 63,98%5,24 pg/ml)

ainsi que la quercetine (18,99+2,54 pg/ml), qui sont utilisés comme références.

Figure 5.3 : La capacité antioxydante totale de I’extrait BETA et des antioxydants de
référence.
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5.2.1.3. Pouvoir réducteur de ’extrait BETA

Le dosage de l'activité réductrice ferrique basé sur la capacité de l'antioxydant a
réduire le Fe®" en Fe?* est utilisé comme indicateur de l'activité antioxydante potentielle des
produits naturels. La figure (5.4) illustre le pouvoir réducteur de l'extrait n-BuOH de
T.algeriensis.

Les résultats obtenus montrent que le pouvoir réducteur de I’extrait BETA est dose
dépendante (concentration dépendante) c’est-a-dire que la capacité de réduction de fer est
proportionnelle a I’augmentation de la concentration de I’extrait. Cependant cet extrait (ICso
= 175,71+£12,67ug/ml) présente une capacité a réduire le fer largement inférieure a celle du
trolox (ICso = 111.46+5,99 pg/ml), de la quercetine (1Cso =102.99+0,56 pg/ml), et du BHA
(1Cs0 =120.59+15,36 pg/ml) considérés comme standards.

Figure 5.4 : Effet du pouvoir réducteur de BETA et standards.
5.2.1.4. Réduction du radical- cation ABTS® de I’extrait BETA

L’activité antioxydante de I’extrait est déduite de sa capacité a inhiber le radical
ABTS™, obtenu a partir de ’ABTS (sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-(3-

éthylbenzothiazoline6-sulfonique) comparativement a des antioxydants de référence:
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quercetine, BHA, trolox. La figure (5.5) illustre la courbe représentative du pourcentage

d’inhibition du radical en fonction des concentrations.

Selon les résultats, 1’ICso obtenu pour la quercetine (19,76+1,91ug /ml), le BHA
(26,45+£2,08 pg /ml), et le trolox (38,43+0,43/ml) utilisés comme des antioxydants de
référence, est bien plus inférieur a celle de I’extrait BETA (80,86+4,54 pg /ml) et donc, ils

montrent une activité antioxydante plus importante.

Figure 5.5: Courbe représentant le pourcentage d’inhibition du radical ABTS"" de I’extrait
BETA et les antioxydants de référence.

5.2.2. Inhibition de la peroxydation lipidique de I’extrait BETA

La peroxydation lipidique est testé par trois systéme, le systéme Fe?"acide
ascorbique, blanchissement p-caroténe/acide linoléique et la méthode au thiocyanate
ferrique. Ces tests montrent que l'extrait n-BuOH de T.algeriensis réduisait les ions de
format TBARS d'une maniére dépendante de la concentration. L’extrait BETA réduit
(63,54+0,90 %) le MDA généré par Fe?*/acide ascorbique a une concentration de 400 pg/ml
avec une valeur 1Cso= 177,20£2,87 pg/ml. Cet effet était comparable aux deux références
standard trolox et BHA qui ont atteint 80,65 + 1,55 % ; et 83,09+0,74 % respectivement
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uniqguement a 200 pg/ml, avec une ICsp= 62,061,368 pg/ml et 68,94+12,22 pg/ml

respectivement (Tab 5.3).

L’oxydation d’acide linoléique produit des hydroperoxides, qui sont des radicaux
libres dérivés attaquant le chromophore de B-carotene et aboutissent au blanchissement de
son emulsion reéactionnelle. Le tableau (5.3) montre qu'il y a une diminution de la valeur
d'absorbance due a l'oxydation du B-carotene a 400 pg/ml. L’extrait BETA présentait une
activité antioxydante élevée (76.811.60 % ; 1Cso= 234,71 + 9,25 pg/ml) en comparaison aux
substances étalons BHA et Trolox (93,36+0,11 % ; ICs0= 45,77+7,66 pg/ml et 84,43+1,19 %
; 1Cs0= 64,63£18,42 ug/ml) respectivement.

En plus, les résultats obtenus montrent que l'oxydation de l'acide linoléique a été
efficacement inhibée par I’extrait BETA (Tab 5.3). Cet extrait a montré une activité
antioxydante elevee (75,27 + 0,81 % a 400 pg/ml, avec 1Cso= 201,63 = 8,97 pug/ml); en
inhibant la formation d'ions ferriques. Cette inhibition a été clairement comparée aux deux
références standards Trolox et BHA (83,55+0,46 % ; 1Cso= 47,58+8,47 ug/ml et 87,44+0,82
% ; 1Cso= 38,73%8,7 pug/ml) respectivement.

Tableau 5.3: Inhibition de la peroxydation lipidique par I’extrait BETA (valeur 1Cso: pug/ml).

] _ [eta-Carotene/acide Acide linoliéque/
Extrait/Standards Fe?*/ A.Ascorbique o _ _
linoléique thyiocyanate ferrique
BETA 177.20+2.87 234.71+9.25 201.63+8.97
Trolox? 62.06+1.368 64.63+18.42 47.58+8.47
BHA? 68.94+12.22 45,77+7.66 38.7348.7

Les valeurs 1Cso sont définies comme la concentration des pourcentages d'inhibition a 50 %
et calculées par analyse de régression semi-logarithmique et exprimées en moyenne + SD (n
=3).

a : composés de référence, BHA (butylated hydroxyanisole) et trolox.
5.3. Evaluation de Pactivité antidiabétique in vitro de extrait BETA
5.3.1. Inhibition de I’activité alpha- amylase et de I’activité alpha- glucosidase

Le pouvoir inhibiteur de l'a-glucosidase et de l'a-amylase de I'extrait n-BuOH de

T.algeriensis et de l'acarbose est présenté dans le tableau (5.4). D'apres les présents résultats,

Résultats et discussion




Chapitre 05

I’extrait BETA inhibe efficacement I'action des enzymes a-amylase et a-glucosidase d’une

Résultats

maniére dépendante de la concentration. Le pourcentage d'inhibition des deux enzymes
variait de 33,43+1,14 % a 76,57+0,45 % et de 26,04+0,69 % a 64,80+1,20 % respectivement
a une concentration allant de 50 a 600 pg/ml par rapport a l'acarbose (de 43,99+0,90 % a
90,89 + 0,69 %) dans la méme gamme de concentration.

Les valeurs I1Csp de I’extrait BETA pour I’inhibition de I’a-amylase et de I'a-
glucosidase eétaient respectivement (132,53+10,24 pg/ml et 237,79+15,20 pg/ml)
comparables a celle de l'acarbose (ICso= 41,64+4,94 pg/ml et 85,24 +1,69 pg/ml)

respectivement.

Tableau 5.4: Pourcentage de I'effet inhibiteur de I'activité a-amylase et de l'activité a-
glucosidase de I’extrait BETA.

Inhibition de I’activité a-amylase Inhibition de Pactivité a-glucosidase
Concentration
(1g/mL) BETA acarbose? BETA acarbose2?
50 33.43+1.14 | 48.96+2.75| 26.04%0.69 43.99+0.90
100 43.23+1.83 | 67.21+3.08| 34.33+2.04 47.91+1.38
200 61.03+1.45 | 86.37+4.75| 45.65+0.69 64.35+1.20
400 66.16+1.81 | 92.70+1.45| 60.43+1.14 88.18+5.77
600 76.57+0.45 | 93.46+0.94| 64.80£1.20 90.89+0.69
1Cs0 132.53+£5.24 | 41.64+4.94| 237.79+15.20 85.24+6.69

Les valeurs ICso 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). a: composés de référence.
5.3.2. Evaluation de activité antiglycation (anti-AGE) in vitro de I’extrait BETA

Dans la présente étude, l'activité inhibitrice de I’extrait n-BuOH de T.algeriensis sur
I'AGE a été évaluée a l'aide de la protéine de glycation glucose-BSA et MGO-BSA, et du
modeéle Hb glycation.

Le tableau (5.5) a montré que I’extrait BETA prouvait une activité antiglycation
dépendante de la dose lorsqu'il a utilisé le modéle de glycation glucose-BSA. A 600 pg/ml,
I’extrait BETA a présenté (75,56 £ 2,04 %) une inhibition de la glycation glucose-BSA avec

une ICso= 284,9 + 19,53 pg/ml. Les deux médicaments standards, la metformine et
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I'aminoguanidine, ont révélé (80,98 + 2,30 % ; 85,178 + 3,56 %) une inhibition des AGE
uniquement a 300 pg/ml avec des ICso= 111,18 + 7,71 pg/ml et 75,72 £ 7,12 pg/ml

respectivement.

En outre, I’extrait BETA a également eu un effet inhibiteur sur la formation des AGE
lorsqu'il a été testé sur la glycation du MGO-BSA a 600 pg/ml (76,8 + 0,48 % ; ICso=
203,65 £ 0,70 pg/ml). L'inhibition de la glycation du MGO-BSA pour la metformine et
I'aminoguanidine était de 84,71 + 2,41 % ; 1Cso= 76,20+3,83 % et 88,71+2,41 % ; 1Cs0=
70,16 + 2,72 pg/ml respectivement (Tab 5.5).

En plus, ’extrait BETA a réussi a limiter la glycation de I'hnémoglobine lors d'une
exposition a 2 % de glucose sur une période de 72 heures et a pu atteindre 77,82 + 2,36 % a
600 pg/ml avec une valeur 1Cso de 254,35 + 2,43 pg/ml, par rapport a la metformine et a
I'aminoguanidine (90,30 £1,39 % ; 1Cso= 154,72 * 6,48 pg/ml et 87,27 + 2,91 % ; ICso=
190,15 + 3,26 pg/ml) respectivement (Tab 5.5).

Tableau 5.5: L’activité antiglycation de ’extrait BETA (valeur ICso: pg/ml).

Extrait/Standards BSA- glucose BSA-MGO Hb-glycation
BETA 284.9+19.53 203.65+5.70 254.35+12.43
Aminoguanidine? 75.72+7.12 70.16%2.72 190.15+9.26
Metformine? 111,18+7,71 76.20+3.83 154.72+6.48

Les valeurs ICso 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). a : composés de référence.
5.4. Toxicité aigue de ’extrait BETA

Aucun signe de toxicité aigué ou de mortalité a la dose (2000 mg/ kg) apres 28 jours
d'observation n’a été observé. Les animaux traités n'ont montré aucun changement dans leur

comportement, ainsi, aucun changement pathologique indésirable n'a été enregistré.
5.5. Evaluation de P’activité antidiabétique in vivo
5.5.1. Tolérance au glucose de I’extrait BETA

Le tableau (5.6) présente les variations de la glycémie des rats dans un test de

tolérance au glucose. L’hyperglycémie est provoquée par ’administration par voie orale de
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glucose aux rats a la dose de 5g/kg, 30 minutes apres 1’administration orale des deux doses

de l’extrait BETA, de la metformine (lots tests) ou de I’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.

Les résultats obtenus montrent que les rats du groupe contr6le, traité uniquement par
le glucose, ont manifesté un taux maximal de glucose durant les premiéres trente minutes
(1.38+0.01 g/l). Cette augmentation concerne aussi les animaux des groupes traités par la
metformine (1.18+0.03** g/l) et les groupes traités par I’extrait BETA avec deux doses
(1.2£0.02** g/l et 1.17+£0.03** g/I, respectivement). Aprés 180 minute les taux du glucose
sont revenus aux niveaux basiques chez les rats traités par I’extrait BETA (0.76+0.03** g/I
et 0.73+0.02** g/l, respectivement), et méme chez les rats traités par la metformine
(0.71+0.01 g/l). Par contre ceux des rats du groupe contréle sont resté éleves (1.08+0.03**

g/l). Ce qui est intéressant, il n’y avait aucune différence entre les deux doses sélectionnées.

Tableau 5.6: Effet du BETA sur la tolérance du glucose.

Extrait/Stan Temps (minutes)
dards 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

BETA (200
0.84+0.02** 1.2+0.02** 0.92+0.03** 0.90+0.01** 0.88+0.05** 0.76+0.03**
mg/Kg)
BETA (500
mg/Kg) 0.83+0.04** 1.1740.03** 1.08+0.06** 0.92+0.4** 0.90+0.03** 0.73+0.02**

Les valeurs sont exprimées en terme de moyenne arithmétique + écart-type (n= 6)
5.5.2. Effet anti-hyperglycémiant de I’extrait BETA

Les effets de I'extrait n-BuOH de T.algeriensis et de la metformine utilisée comme
témoin positif, sur la glycémie chez les rats diabétiques sont présentés dans le tableau (5.7).
Les rats rendus diabétiques par la STZ ont marqué une augmentation significative de la
glycémie (3.32+0.8**g/l) par rapport aux rats sains (1.005+0.06 g/l). Cependant, aprés un
traitement par I’extrait BETA (200 mg/kg) pendant 28 jours, une diminution significative de

la glycémie a été notée (74.13 %); la valeur de la glycémie exposée était similaire a celle
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montrée par les rats traités par la metformine (76.72 %), mais toujours plus élevée que celle

des animaux normaux.

En revanche, les taux de I’'Hb glyquée ont également subit une augmentation
significative chez le groupe des rats diabétiques (14.23+1.8**) comparés a ceux des rats
normaux (3.5+0.08). Alors que les rats qui regoivent la metformine, et méme ceux qui
recoivent I’extrait BETA (200 mg/kg) ont enregistrés un abaissement du taux de 1’Hb
glyquée (73.42 %, et 65.09 %, respectivement) (Tab 5.7).

5.5.3. Effet sur le poids relatif des organes et le poids corporel des rats

Le poids relatif des organes (poids de I’organe/poids corporel du rat x 100) renseigne
sur la croissance pondérale de I’organe par rapport a celle de I’organisme entier. Le poids
relatif du foie et des reins augmente significativement chez le groupe des rats diabétiques
traités par I’extrait BETA (2.8+£0.1** et 0.54+0.01**, respectivement) (Tab 5.7).

Les changements du poids corporel en comparaison avec celui du premier jour de
I'expérience de tous les groupes danimaux ont été évalué (Tab 5.7). D’aprés les résultats
obtenus, une perte de poids excessive a eté observéee chez le groupe des rats diabétiques par
rapport aux rats sains (167.68+3.9**g et 266.72+6.8 g, respectivement). Cependant apres 28
jours, un gain de poids significatif a été noté chez le groupe des rats diabétiques traités par
I’extrait BETA (200mg/kg), et celui des rats traités par la metformine (229.6+3.8**g et
215.6+4.6**g, respectivement).

Tableau 5.7: Effet du BETA sur les parametres biochimiques du diabéte induit chez le rat

par la STZ.
. - g Ratio Ratio
Extrait/Standards P0|ds& I)n itial PO'd(S ;‘lnal G(IU/CIE))S € Hb-glyqué pondéral pondéral
g g g du rein du foie
Contréle 193.96+4.3 266.7216.8 1.005+0.06 3.5+0.08 0.46+0.01 2.45+0.1
BETA 206.5315.9 250.53+4.8 1.008+0.055 3.43+0.06 0.49+0.02 2.73+0.05
STZ 241.68+6.3** | 167.68+3.9** 3.3240.8** 14.23+£1.8** | 0.61+0.05** | 4.49+0.2**
STZ + Metformine 1.54+0.03** 6.3+0.5**
185.60+2.8** 215.6+4.6** 0.52+0.01** | 3.21+0.3**
(76.72 %) (73.42 %)
STZ + BETA 1.6+0.01** 7.2+0.3**
194.80+2.9%* 229.6+3.8** 0.54+0.01** 2.8+£0.1**
(74.13 %) (65.09 %0)

Les valeurs sont exprimées en terme de moyenne arithmétique =+ écart-type (n=8),
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*: Comparaison STZ vs contréle ; *p< 0.05,**p< 0.01;  Valeurs entre parenthéses : % de

protection.

5.5.4. Effet sur les paramétres biochimiques
5.5.4.1. Marqueurs de la fonction rénale

L’urée et la créatinine sont considérées comme les marqueurs majeurs de la
néphrotoxicité, bien que I'urée soit souvent considérée comme un prédicteur plus fiable de la
fonction rénale que la créatinine. Les paramétres sériques de I'évaluation de la fonction
rénale aprés le traitement des rats par ’extrait n-BuOH de T.algeriensis pendant quatre

semaines sont présentés dans la figure (5.6).

La quantification de la créatinine a révélé qu’il y a une augmentation significative
des taux chez le groupe des rats diabétiques par rapport a celui des témoins (1,08+0,04 ng/dl
et 0,72+0,06 ng/dl respectivement). A la fin de I'expérience, et aprés 28 jours
d’administration orale de I’extrait BETA (200mg/kg), le taux de la créatinine a subit une
ameélioration significative (86.66%) supérieur a celle observée lors d’un traitement de méme

durée avec la metformine (73.33%).

L'augmentation du taux de I’urée ¢était évidente et trés significative apres 1’injection
de la STZ (65,3%4,51 ng/dl), mais par la suite, et aprés un traitement des rats par I’extrait
BETA (200 mg/kg), pendant 4 semaines, les taux de I’urée ont tendance a se stabiliser et
revenir a I’énorme (72.12%), de méme 1’utilisation de la metformine a exercé un effet un

peu inférieur a celui de I’extrait BETA (69.17%).

Figure 5.6 : L’effet protecteur de BETA (200mg/kg) sur la fonction rénale chez les rats rendus
diabétiques par la STZ. Valeurs entre parenthéses: % de protection.
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5.5.4.2. Marqueurs de la fonction hépatique

Les agents thérapeutiques utilisés dans I'induction des maladies diabétiques devraient
également influencer le taux de I'AST, et 'ALT. L’effet de I'extrait n-BuOH de T.algeriensis
sur ces parametres biochimiques a été étudié et les résultats sont présentés dans la figure
(5.7). Concernant le taux d'AST, les resultats ont montré que le niveau d'AST des rats
diabétiques est le plus élevé par rapport aux rats normaux (543,45+39,3 IU et 108,2+9,7 U
respectivement), tandis que les rats diabétiques traitées avec l'extrait BETA (200 mg/kg), et
par la metformine pendant 28 jours ont marqué une amélioration du taux d’ASAT (73,49 %
et 68,18 % respectivement). De méme, les niveaux d'ALT des rats diabétiques sont
augmenté significativement par rapport aux rats témoins (353,3+21,2 IU et 89,93+14,7 I1U
respectivement). Cependant, le co-traitement avec I’extrait BETA a marqué une diminution
du taux d'ALT (75,71 %), mieux que celle causée par 1’utilisation de la metformine (58.17
%).

@ Control
@BETA

®5TZ

@ STZt + Metf
= STZt + BETA

500

400

23007

200

100

ALAT (IU) AST (IU)

Figure 5.7: L’effet protecteur de BETA (200mg/kg) sur la fonction hépatique chez les rats
rendus diabétiques par la STZ. Valeurs entre parentheses : % de protection.

5.5.4.3. Profil lipidique

Le diabéte sucré était associé a une hyperlipidémie qui a provoqué des perturbations
profondes de la concentration et de la composition des lipides. Au cours de notre

expérimentation, deux paramétres lipidiques sont suivis, la triglycéridémie et Ila
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cholestérolémie totale. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau (5.8). Les

résultats ont montré que I’administration de STZ 60 mg/Kg a entrainé une altération
significative (P<0,01) du lipogramme reflété par I’augmentation des taux des TG, LDL-C et
TC par rapport au groupe contréle. Par contre une diminution remarquable du taux de HDL-
C a été enregistrée. Le co-traitement avec 200 mg/Kg de BETA a permis d’éviter
significativement ces altérations et de maintenir les taux de TG (62,06 %); P<0,01), LDL-C
(52,74 %); P<0,05), HDL-C (55,75 %; P<0,05), en comparaison a la metformine : la TG
(68,96 %), le LDL-C (74,72 %), le HDL-C (73,45 %).

Tableau 5.8: Effet du BETA sur le profile lipidique chez les rats rendus diabétiques par la

STZ.

Extrait/Standards CT (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
BETA 0.69+0.02 0.22+0.01 0.38+0.01 0.43+0.03

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

STZ + Metformine 1.06+0. 017+ 0.17+0.01F 0.62+0.01% 0.85+0. 031t
(73.72 %) (73.45 %) (74.72 %) (68.96%0)

STZ + BETA 1.09+0.03FF 0.15+0.0277 0.82+0.0277 0.93+0. 0317
(71.53 %) (55 .75%) (52.74 %) (62.06%0)

Les valeurs sont exprimées en terme de moyenne arithmétique =+ écart-type (n=8)
*: Comparaison STZ vs contrdle ; *p< 0.05,**p< 0.01;

¥: Comparaison + BETA vs STZ; ¥p< 0.05 ,¥¥p< 0.01;

1: Comparaison STZ + extrait vs STZ; 1p< 0.05, 1p< 0.01;

Valeurs entre parenthéses : % de protection.

5.5.5. Evaluation du statut oxydant cytosolique hépatique et rénale
5.5.5.1. La peroxydation lipidique

La figure (5.8) montre ’effet de 1’extrait n-BuOH de T.algeriensis sur la variation du
taux de I’MDA dans les tissus hépatiques des rats rendus diabétique par la STZ. L’injection
de STZ a provoqué une peroxydation lipidique traduite par une augmentation hautement
significative du taux du MDA au niveau du foie (89,11+5,8 nmol/mg protéine). Le
traitement des rats avec I’extrait BETA (200 mg/kg) pendant 28 jours a diminué les taux de
I’MDA hépatique jusqu’a (81,91 %), un taux plus élevé que celui de I’antidiabétique utilisé

dans notre expérimentation (70,76 %).
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Figure 5.8: L’effet de BETA sur le taux de I’ MDA hépatique chez les rats rendus
diabétiques par la STZ. Valeurs entre parenthéses: % de protection.

De méme, I’effet de I’extrait n-BuOH de T.algeriensis sur la variation du taux de
I’MDA dans les tissus rénaux des rats rendus diabétiques par la STZ a eté également évalue,
la figure (5.9) montre les résultats obtenus. La néphrotoxicité induite par la STZ a provoque
une augmentation hautement significative du taux du marqueur de la peroxydation lipidique,
le MDA (114,5£4,5 nmol/mg protéine). Cependant, le co-traitement des rats avec 1’extrait
BETA (200 mg/kg) pendant 28 jours a minimisé le taux de MDA rénale jusqu’a (77,19 %),
un taux qui pourrait étre consideré comme similaire a celui de I’antidiabétique utilisé, la
metformine (87,20 %).

Figure 5.9: L’effet de BETA sur le taux de I’ MDA rénal chez les rats rendus diabétiques
par la STZ. Valeurs entre parentheses: % de protection.
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5.5.6. Activité antioxydante de la BETA (CAT et SOD hépatique et rénale)

L’activité enzymatique de la CAT et de la SOD a été déterminée sur une fraction
cytosoligue du foie et des reins. Les résultats obtenus montrent I’influence de
I’administration de ’extrait n-BuOH de T.algeriensis pendant 28 jours sur l’activité des

deux enzymes mentionnées ci-dessus.

La figure (5.10) montre que I’activité enzymatique de la CAT et de la SOD dans le
foie des rats rendus diabétiques par la STZ a significativement diminuée (53,7+1,8 nmol/mg
protéine et 9,35+0,88 U/mg protéine, respectivement), par rapport aux rats témoins
(133,8+4,3 nmol/mg protéine). L’extrait BETA (200 mg/kg) a préservé I’activité de la SOD
hépatique jusqu’a (53.11 %) et celle de la CAT jusqu’a (87.02 %). L’antidiabétique oral
utilisé; la metformine; a permis de préserver I’activité de la SOD et la CAT chez les rats

diabétiques par un pourcentage de (53.11 %) et (83.87 %) respectivement.

Figure 5.10: L’effet de BETA sur les activités SOD, CAT hépatique chez les rats rendus
diabétiques par la STZ. Valeurs entre parenthéses : % de protection.

La figure (5.11) illustre I’effet du BETA sur I’activité de la SOD et de la CAT au
niveau rénal. Aprés I’administration de la STZ, une réduction significative de ’activité de la
SOD et de la CAT a été notée. Cette réduction est a ’ordre de (8,01+0,88 U/mg protéine)
pour la SOD, et de (45,63+1,09 nmol/mg protéine) pour la CAT. Par contre un traitement de

quatre semaines par I’extrait BETA a provoqué une augmentation significative de ’activité
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de la SOD et de la CAT (13,35+£0,8 U/mg proteine) et (85,5+1,08 nmol/mg protéine)

respectivement. La metformine a également enregistré une réduction a 1’ordre de (14,25+0,8

U/mg protéine) pour la SOD, et de (91,3+0,8 nmol/mg protéine) pour la CAT.
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Figure 5.11: L’effet de BETA sur les activités SOD, CAT rénale r chez les rats rendus
diabétique par la STZ. Valeurs entre parenthéses: % de protection.

5.5.7. Activité antioxidante de I’extrait BETA sur le systéeme glutathion hépatique et

rénale

Les résultats de 1’étude de I’influence d’un traitement de quatre semaines par I’extrait
n-BuOH de T.algeriensis sur le taux du GSH hépatique sont rassemblés dans la figure
(5.12). Les rats rendus diabétiques par la STZ présentent une déplétion du taux de GSH
hépatique (14,83+3 nmol/mg protéine), ainsi une réduction des activités des enzymes liées
au systéme-GSH a savoir le GST (3,81+0,1 U/mg protéine) et le GPX (9,11+0,8 U/mg
protéine). Cependant, le traitement avec I’extrait BETA (200mg/kg) pendant 28 jours a
permis la régulation du taux du GSH (75,42 %) et la restauration des activités des enzymes
du systeme-GSH, le GPx a (72,20 %), et le GST a (69,14 %). Le rétablissement des
parametres de ce systeme antioxydant par I’extrait BETA apparait méme supérieur a celui
observé dans le cas du traitement des rats par la metformine: GSH (50,70 %), GPx (55,95
%), et le GST (55,26 %).
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Figure 5.12: L’effet de BETA sur le syst¢éme GSH, GPx, et GST hépatique chez les rats
rendus diabétiques par la STZ. Valeurs entre parenthéses: % de protection.

D’autre part, I’étude de I’influence d’un traitement de quatre semaines par 1’extrait n-
BuOH de T.algeriensis sur le taux du GSH rénal a été également testée, les résultats obtenus
sont rassemblés dans la figure (5.13). Une diminution significative du taux du GSH renal a
¢été constatée chez les rats rendus diabétiques par la STZ, suivie d’une réduction des activités
des enzymes liées au systeme-GSH a savoir le GST et le GPx. Cependant, I’administration
quotidienne de I’extrait BETA pendant 28 jours a pu restaurer le taux du GSH rénal
(73,98%), ainsi que le taux de GPx (61,11%) et de GST (52, 98%). L’antidiabétique utilis¢ a
également pu restaurer le taux de ce systéeme antioxydant a 1’ordre de (78,37%) pour le
GSH, et de (77%) et (75,06%) pour le GPx et le GST respectivement.

Figure 5.13: L’effet de BETA sur le systéme GSH, GPx, et GST rénal chez le rat rendus
diabétiques par la STZ. Valeurs entre parenthéses : % de protection.
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5.5.8. Etude histologique

Les coupes histologiques du foie des rats diabétiques non traités ont montré des
changements dégénératifs dans les hépatocytes représentés par une désorganisation des
cordons hépatiques, une hyperémie des sinusoides, une hypertrophie et une congestion des
veines centrales, des veines portes et hépatiques artéres avec nécrose hépatocellulaire légere
accompagné de la présence de gouttelettes lipidiques reflétant une stéatopathie (Fig 5.14 B).
Cependant, les coupes du foie des rats diabétiques traités avec I’extrait n-BuOH de
T.algeriensis ont indiqué une amélioration significative par rapport a celles des diabétiques
non traités, a l'exception de la présence de quelques hépatocytes légerement dégénérés
autour des veines centrales et quelques vacuoles cytoplasmiques. De plus, il n'y avait aucune
preuve d'hémorragie, d'infiltration de cellules inflammatoires ou de nécrose des cellules
parenchymateuses dans le foie des rats diabétiques traités a 1’extrait BETA (Fig 5.14 D). Le
foie du groupe témoin représente une structure normale (Fig 5.14 A).

Figure 5.14: Micrographe de I'examen histopathologique hépatique (H & E x 400).
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(A) (Controle): architecture hépatique normale avec une veine centrale normale (CV), des
espaces sinusoidaux (SN) et des cordes radiées hépatocytaires,

(B) (Rats — STZ) : altérations drastiques de I’histoarchitecture, infiltration des cellules
inflammatoires (IF), gouttelettes lipidiques au niveau du parenchyme. Une stéatose
microvésiculaire (MIS) et une stéatose macrovésiculaire (MAS) dominant dans la zone
intermédiaire et une nécrose centrolobulaire (N). Des degrés d'hémorragies (HR)

(C) (STZ + Metf): L’altération de architecture est moins sévére et montre des cordes

hépatocytaires régulées accompagnée d’une stéatose modérée (MIS).

(D). (STZ + BETA): L’architecture hépatique a été préservé et montre des cordons
d'hépatocyte réguliers, la veine centrale est moins congestionnée.

Les reins des rats témoins montrent une structure normale, les tubules contournes
proximaux et distaux, le glomérule et la capsule glomérulaire avaient une architecture
normale (Fig 5.15 A). Cependant, dans le groupe des rats diabétiques non traités, des défauts
structurels ont été observés. L’examen microscopique des reins des rats diabétiques traités
avec I’extrait BETA n'a pas montré de nécrose tubulaire ou des changements nécrotiques

dans I’épithélium glomérulaire (Fig 5.15 D).
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Figure 5.15: Photomicrographie de I’histopathologie du cortex rénale (H&E X400).
-(A) (contréle): glomérule normale (g), tubules réenaux RT, (proximal; p, distale ; d)
-(B1) et (B2) (rats-STZ) : Altération du parenchyme rénale montrant une perte structurale

des arrangements des tubules (fleches), une dégénération sévere et une atrophie glomérulaire

(ag), dilation de I’espace Bowman (Head Arrow), nécrose tubulaire proximale (n).

(C) (metformine-groupe) : préservation de [I’architecture glomérulaire avec une

régularisation des celles épithéliales de quelques tubules, une nécrose tubulaire modérée,

(D) (BETA-groupe): une légére degénération au niveau des tubules proximaux avec un

degré de modération des altérations histopathologiques avec des tubules sains.
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6. Discussion

Le diabete sucré est le résultat d'un déséquilibre dans le métabolisme des glucides,
des lipides et des protéines, suivi d'une sécrétion d'insuline ou d'une action de l'insuline
défectueuses ou de ces deux anomalies associées (Zheng et al., 2018). Actuellement, les
plantes sont utilisées comme remede traditionnel et sont considérées comme des sources de
nouveaux médicaments pour lutter contre de nombreuses maladies y compris le diabete
(Doan et al., 2018). De nombreux travaux récents effectues dans le but de répertorier les
plantes médicinales antidiabétiques dans la flore algérienne soulignent 1’importance
qu’occupe ce patrimoine végétal dans la pharmacopée traditionnelle et surtout dans le
traitement du diabéte sucré (Kooti et al ., 2016 ; Sharma et al., 2020).

Dans cette étude nous nous sommes intéresses a 1’évaluation de 1’effet antidiabétique
ainsi que l’effet antioxydant de 1’extrait n-butanolique de la plante Thymus algeriensis

(BETA) réalisée en deux étapes: in vitro et in vivo.

Les phénols sont des composés qui ont la capacité de detruire les radicaux car ils
contiennent des groupes hydroxyles. Ces composants végétaux cedent les atomes
d’hydrogeéne de leurs groupes hydroxyles aux radicaux et forment des radicaux
phénoxyliques stables; par conséquent, ils jouent un rdle important dans P’activité
antioxydante (Sengul et al., 2009). Les flavonoides sont considérés comme des composés
polyphénoliques a faible masse moléculaire, ayant une gamme de bioactivités, y compris des
propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires (Di Carlo et al., 1999). Il est trés important
d'examiner la relation entre la teneur en polyphénols totaux et le potentiel antioxydant total
car certains auteurs ont rapporté qu'il n'y a pas de relation entre la teneur en ces principaux
composes antioxydants et la capacité de piégeage des radicaux libres (Yu et al., 2002). Les
résultats obtenus dans notre étude ne supportent pas ces dernieres affirmations; le dosage des
polyphénols totaux en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu a indiqué une valeur
polyphénolique extrémement élevée au niveau de la BETA. Des études antérieures ont
également montré qu’il existe une relation réellement positive entre les polyphénols, les
flavonoides et les activités antioxydantes (Dibacto et al., 2021; Kiani et al., 2021). D'apres
les résultats obtenus, il est possible que la teneur de I’extrait en polyphénols et flavonoides

puisse contribuer a son activité antioxydante.
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Les études de I’activité antioxydante de I’extrait du T.algeriensis ont été effectuées par

quatre tests complémentaires, a savoir : le DPPH®, ’ABTS®, et I’évaluation de I’activité
antioxydante totale par le phosphomolybdéne. La quantité d’extrait végétal nécessaire pour
diminuer la concentration initiale de DPPH de 50 % (ECso) est un parametre largement
utilis€ pour mesurer [’activité antioxydante, dont cette derniére s’accentue avec
I’augmentation de la concentration. En présence d’un agent antioxydant, le DPPH® forme un
radical libre de couleur violette stable en obtenant un autre atome d’électron ou d’hydrogéne
de l’antioxydant et le transforme en a-a-diphényl-p-picryl hydrazine incolore (Brand-
Williams et al., 1995). L’extrait de T.algeriensis a été caractérisé par une capacité de
piégeage des radicaux libres sembable & celle des antioxydants synthétiques comme la
quercétine, le BHA, et le trolox qui ont été utilisés comme étalons de référence. Cette
activité antiradicalaire pourrait étre liee a la présence de flavonoides ou autres composes
phénoliques. Collectivement, les données obtenues a partir de I'évaluation de l'activité
antioxydante de BETA par le test DPPH® sont comparables aux resultats rapportés sur
d’autres especes de Thymus tels que Thymus serrulatus (Haile et al., 2021), et Thymus
ciliatus (Souadia, 2022).

Le test de décoloration des cations radicaux ABTS® a montré des résultats assez
similaires a ceux obtenus dans le test du DPPH°. Il existe également des corrélations
significatives entre le dosage ABTS® et la teneur phénolique totale déterminee par la
méthode de Folin-Ciocalteu. Ces résultats indiquent une relation entre la concentration en
composés phénoliques dans I’extrait végétal de T.algeriensis et sa capacité de piégeage des
radicaux libres. Ceci est en accord avec une autre étude travaillant sur une espéce du méme

genre : Thymus atlanticus (Khouya et al., 2021).

Pour étudier la variation de l'activité antioxydante de l'extrait BETA, le dosage du
pouvoir réducteur a été réalisé en utilisant la quercétine, le BHA, et le trolox comme agents
réducteurs de référence (Moein et al., 2008). La présence d’agents réducteurs dans I’extrait
de T.algeriensis a induit une réduction des ions ferriques (Fe*®) en ions ferreux (Fe*?). Cette
réduction est mesurée par I’intensité de la couleur bleue verte qui en résulte. Donc notre
extrait a exercé un pouvoir réducteur, ce dernier pourrait étre due a la réduction de I'anion
superoxyde, ou a linactivation des radicaux libres, grace a la présence d’antioxydants
naturels tels que les composés phénoliques dans la T.algeriensis (Boutaoui et al., 2018).

Des résultats assez similaires ont également été obtenus pour d’autres plantes du genre
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Thymus tel que Thymus capitatus (Jabri-Karoui et al., 2012), et Thymus vulgaris (Kindl et
al., 2015).

La méthode au phosphomolybdene est basée sur la réduction de Mo (V1) en Mo (V)
par les composés antioxydants a pH acide et la formation d’un complexe vert : phosphate
/Mo (V) avec l'absorption maximale & 695 nm (Prieto et al., 1999). Les résultats obtenus
dans le dosage du phosphomolybdéne impliquent que I’extrait de T.algeriensis montre une
forte capacité a agir comme antioxydant. L’explication possible de cette activité biologique
c’est qu’un effet synergique des composants phénoliques peut exercer une activité
antioxydante élevée (Ceylan et al., 2015). Zengin et al., (2019) ont également rapportés des
résultats similaires pour la plante Thymus argaeus.

Afin d'identifier les composés responsables de l'activité antioxydante associée a la
plante T.algeriensis, une caracterisation chimique de l'extrait a été réalisee par LC-MS. Le
composé dominant dans 1’espéce examinée était 1’acide férulique, dont la valeur tourne
autour de 59826,860 mg/kg. Ce composé a éteé consideré comme un antioxydant dans le sens
ou il est réactif vers les radicaux libres tels que les especes réactives d’oxygene (Shahidi et
al., 1992). Mis a part I’acide férulique, 1’acide rosmarinique représentait 54228,711 mg/kg
du total des composés phénoliques quantifiés dans notre BETA. La teneur élevée en acide
rosmarinique de I’extrait végétal vue dans notre étude est en bon accord avec ses hiveaux
dans d’autres espéces du genre Thymus (Afonso et al., 2017). Ainsi, les propriétes
antioxydantes observées de la plante T.algeriensis peuvent dépendre fortement de I’acide
rosmarinique (Ozgen et al., 2006), qui posséde un trés fort potentiel de piégeage du radical
DPPH° (Chen et Ho, 1997). L’acide caféique et I’acide chlorogénique représentent
d’environ 3404, 063 mg/kg et 916,121 mg/kg de I’extrait. Conformément a la littérature,
l'acide caféique était présent a des concentrations plus faibles que l'acide rosmarinique
lorsqu'il a été identifié (Janicsak et al., 1999). De plus, plusieurs composés phénoliques tels
que la quercétine, I’acide gallique, ’acide gentisique, I’acide hidroxybenzoique et I’acide
coumarique ont été détectés. Nos résultats concordent avec ceux obtenus dans I'étude de
Mokhtari et al., (2021), qui ont presque caractérisé les mémes composes phénoliques dans
la méme espece T.algeriensis. Ces composés ont été signalés comme étant des antioxydants

efficaces, en particulier pour inhiber l'oxydation des lipides (Shahidi et Naczk, 2003).

L'oxydation de l'acide linoléique produit des hydroperoxydes dérivés de radicaux

libres qui attaquent le chromophore du B-carotene entrainant un blanchiment de I'émulsion
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réactionnelle (Miraliakbaria et Shahidi, 2008). Les résultats obtenus ont montré qu'il y

avait une diminution de la valeur d'absorbance due a l'oxydation du [-carotene, donc
I’extrait BETA présente une activité antioxydante comparativement aux substances
standards BHA, quercetine et trolox. La présence d'une quantité variable de composés
antioxydants dans cet extrait peut entraver l'é¢tendue du blanchiment du B-caroténe en
neutralisant les radicaux libres de linoléate et d'autres radicaux libres formés dans le systéme
(Koleva et al., 2002).

Dans le test de I’inhibition de la peroxydation du thiocyanate ferrique d'acide
linoilique, I’ion ferreux est oxydé par des radicaux de linoléate tels que des hydropéroxydes
pour former I’ion ferrique qui est surveillé comme un complexe de thiocyanate a 500 nm.
Les composés antioxydants contenus dans l'extrait de T.algeriensis empéchent I'oxydation
des ions ferreux en inhibant les radicaux linoléate dans le systeme (Osawa et Namiki,
1981). L’oxydation de I’acide linoléique a été efficacement inhibée par notre extrait BETA,
ce dernier a montré une activité antioxydante ¢levée en inhibant la formation d’ions

ferriques.

Selon notre conclusion, I’effet bénéfique de I’extrait BETA peut étre attribué a la
présence de quantités élevées de polyphénols. Nos études phytochimiques sur le méme
extrait ont révélé sa richesse en polyphénols tels que 1’acide férulique, I’acide rosmarinique,
I’acide café, I’acide chlorogénique et la quercétine, connus comme des agents antioxydants
(Lu et Foo, 2001). Nos résultats sont en bon accord avec plusieurs études dans la littérature,
qui montrent que les espéces de Thymus sont considérées comme agents antioxydants
potentiels, leur richesse en acide rosmarinique et ses dérivés ont déja éte signalés pour leurs
propriétés antioxydantes (Del Bafio et al., 2003). Cette potentialité pourrait étre attribuée a
sa double liaison insaturée et a la présence de dihydroxyphénol ou de catéchol qui facilite la
délocalisation des quinones résultantes (Chen et al., 2016). La présence de la structure du
catéchol en position C11 et C12 est également un élément important dans I’activité
antioxydante de I’acide romarinique. La présence d’un groupe carboxylique dans un dimeére
d’acide phénolique comme I’acide rosmarinique renforce I’activité antioxydante de ce

composé (Del Bafio et al., 2003).

La peroxydation lipidique est considérée comme un facteur important dans la
physiopathologie d'un certain nombre de maladies (Halliwell, 1994). Elle est probablement

le processus induit par les radicaux libres le plus étudié (Ngre-Salvayre et al., 2008). Cette
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¢tude a montré que I’extrait BETA réduisait le format des ions TBARS en fonction de la

concentration en réduisant le MDA générée par Fe3+/ascorbate de la méme facon des
standards de référence trolox, BHA et la quercetine. L’extrait de BETA est doté de cette

propriété antioxydante grace toujours a sa richesse en métabolites déja prescrits au-dessus.

L'évaluation de I’activité antioxydante de I'extrait BETA confirme sa grande richesse
en métabolites secondaires, autre raison qui nous a poussé d'évaluer son activité
hypoglycémiante. La tolérance orale au glucose et la capacité de I'extrait BETA a inhiber
l'a-amylase et I'a-glucosidase ont été testées. D'apres les données obtenues avec le test de
tolérance au glucose par voie orale, il est clair que les niveaux de glucose plasmatique ont
atteint un pic et sont revenus a des valeurs proches de la normale apres 180 min chez les rats
normaux et traités au T.algeriensis (200 et 500 mg/kg). L’administration de cet extrait a
efficacement empéché 1’augmentation du glucose plasmatique sans causer un état
hypoglycémique. Cet effet peut étre di a la réduction de 1’utilisation des tissus de glucose et
a une augmentation de la production hepatique de glucose, en raison de la diminution de la
sécrétion d’insuline (Gupta et al., 2005). De méme, Alamgeer et al., (2012) ont montré que
Thymus serpyllum Linn, qui est riche en composés phénoliques, présentait également un

effet anti-hyperglycémique.

A propos de D’activité inhibitrice des deux enzymes a-amylase et a-glucosidase,
notre extrait BETA qui est fortement riche en polyphénols, a montré des effets inhibiteurs
¢levés contre I’a-amylase et 1’a-glucosidase, révélant qu’il pourrait mettre en ceuvre une
fonction antidiabétique potentielle en inhibant les deux enzymes. 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 maniére 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 I’activité inhibitrice de l'extrait de T.
algeriensis pourrait étre due a la présence de plusieurs composés phytochimiques tels que

I'acide rosmarinique (Kwon et al., 2007 ; Umeno et al., 2016 ; Mccue et al., 2010).

La formation d'AGE qui conduit a la réaction de glycation des protéines est une
caractéristique de I'hyperglycémie (Singh et al., 2001), et joue un role clé dans le

développement des complications du diabete (Peppa et Vlassara, 2005). L’utilisation de la
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metformine et I'aminoguanidine, connu aussi comme des inhibiteurs de glycation; qui

inhibent la réticulation de I'AGE-BSA dans le glucose-BSA ou le piégeur de méthylglyoxal
libre respectivement, a été limitée, en raison de leur cytotoxicité, ou parce qu'ils ne sont pas
assez efficaces pour inhiber le processus de glycation au cours de I'nyperglycémie chronique
(Lucis, 1983). Il y a donc une demande urgente de nouveaux agents non toxiques.

Dans la presente étude, I’activité inhibitrice de ’extrait BETA sur ’AGE a été
évaluée en utilisant la protéine de glycation glucose-BSA, le MGO-BSA, et le mod¢le d’Hb
glycation. Nos résultats ont montré que T.algeriensis prouvait une activité antiglycation
dépendante de la dose lorsqu'il était utilisé avec le modéle de glycation glucose-BSA. Le 3-
méthylglyoxal (MGO) est considéré comme ’un des précurseurs les plus réactifs des AGES
et est le réactif capable de causer un stress dicarbonylique, influencant les fonctions
physiologiques normales (Lapolla et al., 2003). Dans notre étude, I’extrait BETA a
également eu un effet inhibiteur sur la formation des AGEs lorsqu'il a été testé sur la
glycation du MGO-BSA. L’autoxydation et la perturbation de la glycation des protéines de
la chaine de transport des électrons constituent une base moléculaire clé des complications
diabétiques résultant d’une hyperglycémie chronique (Lapolla et al., 2003). On croit que la
formation d’AGE sur une période prolongée in vivo affecte particulierement les protéines a
longue durée de vie comme I’hémoglobine, I’hémoglobine Alc, un produit de glycation non
enzymatique bien connu. L'hémoglobine Alc est un indice clinique du diabete sucré, ou le
groupe amino N-terminal de la valine est glyqué (Liu et al., 2011). Nos résultats indiquent
que D’extrait de T.algeriensis a réussi a limiter la glycation de I'hnémoglobine lors d'une
exposition a 2 % de glucose sur une période de 72 heures, toujours en le compare avec les
deux meédicaments standards la metformine et a I'aminoguanidine. Il a été rapporté que le
stade précoce de la réaction de Maillard s’accompagne de la production d’une grande
quantité de radicaux libres (Matsuura et al., 2002 ; Yeh et al., 2017). Par conséquent, nous
avons consideré que la peroxydation anti-lipidique et le piégeage des radicaux libres qui ont
été démontrés par I’extrait BETA peuvent avoir un effet efficace sur la réduction des AGEs
au stade précoce de la glycation. De maniére intéressante, I'effet anti-AGE du T.algeriensis
pourrait étre dd a sa richesse en polyphénols identifiée par 1’analyse de LC/MS. Les agents
les plus abondants et les plus puissants signalés étaient I’acide férulique et [’acide

rosmanique, suivis par I’acide caféique et I’acide chlorogénique.

Les interactions synergiques possibles de ces composés phénoliques ont montré des

propriétés antioxydantes, qui peuvent étre bénéfiques pour ’effet anti-AGE (Rabiei et al.,
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2019). Plusieurs études ont montré que I’acide férulique et I’acide chlorogénique ont inhibé

de fagon significative la modification protéique induite par le glucose (Lo et al., 2011). Les
acides caféique et chlorogénique ont été signalés comme étant les principaux inhibiteurs de
la génération d'’AGE par le méthylglyoxal dans les protéines modeles (Gugliucci et al.,
2009), et pourraient inhiber la production d'AGEs et la réticulation ultérieure de I'activité des
protéines (Chao et al., 2010; Wu et al., 2011). La quercétine s’est révélée efficace au stade
avancé de la glycation des protéines dans le modéle BSA-glucose et a réduit
considérablement la production d’hémoglobine. HbAlc, au début de la phase de glycation
(Chen et al., 2016),I'aminoguanidine, un inhibiteur des AGE, s'est avérée capable d'inhiber
la production d'AGE en piégeant la MG et le glyoxal (Li et al., 2014).

La structure de base de l'acide phénolique comporte de nombreux groupes hydroxyle
; par conséquent, il peut avoir d'excellentes fonctions antiglycatives et de piégeage de MG
lorsqu'un cycle benzenique a un a deux groupes OH. On pense que le compose d'acide 2,4,6-
trihydroxybenzoique a une bonne structure de piegeage de MG (Lo et al., 2011). L'analyse
LC/MS a révélé que I’extrait n-BuOH de T.algeriensis possede plusieurs antioxydants tels
que les phénols et les flavonoides, qui ont été suggérés pour inhiber la formation des AGE,

ces propriétés ont été attribuées a la structure de ces composés.

Puisque nos travaux ont mis en exergue I’extrait BETA pour sa forte capacité
antioxydante et antidiabétique, nous avons poursuivi nos travaux en nous concentrant sur
I’étude in vivo de son effet hypolycémiant sur des rats rendus diabéetiques en utilisant la

streptozotocine.

La streptozotocine (STZ) a été initialement identifiece a la fin des années 1950
comme un antibiotique et a été découverte dans une souche du microbe du sol Streptomyces
achromogenes (Hosseini et Abdollahi, 2013). Elle contient une molécule de glucose liée a
un groupement méthyl-nitrosourea hautement réactif dont on pense qu'elle exerce les effets
cytotoxiques de la STZ tandis que le groupement de glucose dirige le produit chimique aux
cellules B pancréatiques (Baczako et Dolderer, 1997). La STZ a une demi-vie courte, due
au métabolisme rapide dans le foie et a I’élimination par excrétion rénale (Eleazu et al.,
2013). Une fois la STZ est éliminée de l'organisme, une déficience fonctionnelle
supplémentaire du foie ou du rein peut étre attribuee aux effets de I’hyperglycémie
diabétique. C’est la base de 1’é¢tude des mécanismes de complications diabétiques dans ces
organes (Tesch et Allen, 2007).
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Le diabéte induit par la STZ chez les rongeurs demeure I’'un des modéles animaux
les plus acceptables pour étudier la pathogenéese du diabéte de type 1 et la découverte de
nouveaux médicaments, car il induit des complications et des manifestations cliniques
semblables a celles observées chez I’homme (Tesch et Allen 2007; Wang-Fischer et
Garyantes, 2018). L’administration intrapéritonéale de STZ (60 mg/kg) endommage
partiellement les cellules 3 pancréatiques sécrétant de I’insuline en brisant le brin d’ADN, ce
qui entraine une augmentation de la glycémie et une diminution de la libération d’insuline
endogene (Pushparaj et al., 2000). Dans notre étude, l'induction du diabéte se traduit par
une hyperglycémie, une polyphagie, une polydipsie et une perte de poids corporel par
rapport aux rats normaux. L’administration orale de BETA (200 mg/kg) a entrainé une
réduction de la glycémie a jeun au cours des différents jours de traitement, cette diminution
étant comparable a celle induite par la metformine. La metformine, un biguanide, est un
médicament oral connu pour son effet hypoglycémiant (Ustinova et al., 2020), est utilisee
comme témoin positif dans les etudes expérimentales sur le diabéte. Ce standard n'induit pas
la sécrétion d'insuline par les cellules des ilots B du pancréas, mais il augmente ['utilisation
du glucose dans les tissus extra-hépatiques et réduit la gluconéogenese hépatique (LaMoia
et Gerald, 2021).

La réduction du glucose plasmatique pourrait étre due a I’amélioration de 1’utilisation
périphérique du glucose, a ’amélioration aussi de la glycolyse hépatique altérée et a la
limitation de sa formation gluconéogénique semblable a I’insuline (Ismail et Yaheya,
2009). Nos reésultats indiquent que chez les rats rendus diabétiques par la STZ, I’injection
orale journaliere de la T.algeriensis a une dose de 200mg/kg pendant 28 jours provoquait
une diminution significative de la glycémie, ceci suggere que notre plante posséde
probablement un effet hypoglycémiant. Cette découverte est similaire a [l'activité
antihyperglycémiante observée de I’extrait d'une plante de la famille des Lamiacées ;
Becium grandiflorum (Gebremeskel et al., 2020). Cependant, les résultats obtenus par
Azimi et al., (2021) ont constaté que I’extrait alcoolique de Thymus Vulgaris ne normalise

pas I’hyperglycémie.

En plus de I’hyperglycémie, nous avons observé une diminution significative du
poids corporel, de la nourriture et de I’apport en eau chez les rats diabétiques par rapport aux
rats normaux. La diminution du poids corporel pourrait étre due a un mauvais contrdle
glycémique et a un catabolisme excessif des protéines structurelles pour fournir des acides

aminés pour la gluconéogenése pendant la carence en insuline (Kasetti et al., 2010). Le co-
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traitement des rats diabétiques par I’extrait de T.algeriensis a montré une amélioration du
poids corporel par rapport au groupe des rats témoins et au groupe des rats traités par le
medicament standard la metformine. En outre, la capacité de I’extrait BETA a protéger la
perte du poids corporel pourrait étre le résultat de sa capacité a réduire I’hyperglycémie. Les
résultats obtenus dans cette exploration sont similaires a ceux rapportés par EI Kabbaoui et
al., (2016) qui ont remarqué un gain de poids corporel lors de 1’amélioration de 1’état
diabétique.

L'hyperosmolarité sanguine peut entrainer une augmentation de l'excrétion de
glucose dans les urines (généralement plus de 300 a 500 mg / 100 ml) qui la fait agir comme
un soluté osmotique dans l'urine produisant une diérese osmotique (polyurie). La
déshydratation qui en résulte active les mécanismes de régulation de la consommation d'eau,
conduisant a la polydipsie (Guyton et Hall, 2006), et puisque tous ces parametres
représentaient des consequences directes de I'nyperglycémie, nous pouvons suggérer que
I'effet régulateur de la glycémie par T. algeriensis peut ameliorer la polyphagie, la
polydipsie et la perte de poids des rats diabétiques.

Les concentrations d’HbAlc sont un outil utile pour I’évaluation du contréle
glycémique chez les diabétiques, comme le suggere la Fédération internationale du diabete.
L’administration de BETA entraine une diminution de la glycémie a jeun, ce qui entraine
une réduction des taux d’HbA1C chez les rats diabétiques, ce qui peut étre due a la sécrétion
d’insuline pancréatique a partir de cellules béta existantes (lrudayaraj et al., 2012).
Plusieurs plantes médicinales comme Anacardium occidentale Linn (Jaiswal et al., 2016) et
Chloroxylon swietenia (Jayaprasad et al., 2016) ont la capacité de réduire les taux
d'HbA1C chez les rats diabétiques ce qui concordent parfaitement avec les résultats de notre

étude.

Pour évaluer la capacité de la protection de I’extrait BETA des tissus hépatorénaux des
dommages tissulaires qui peuvent étre causes par la production excessive ERO lors du
diabete induit chez des rats par la streptozotocine, une évaluation de la fonction hépatorénal

et du stress oxydative a été effectuer.

Dans divers pays développés, la néphropathie diabétique (ND) est la principale cause
d'insuffisance rénale terminale et une cause principale de blessure et de mortalité chez les
personnes atteintes de morbidité rénale (EI-Hameed et Abeer, 2020). Par conséquent, la

prévention et le traitement de la néphropathie diabétique sont d’une grande importance.
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Divers agents thérapeutiques sont disponibles pour prévenir la néphropathie diabétique, mais
les plantes médicinales traditionnelles ont montré une meilleure activité thérapeutique en
termes de prise en charge et de sécurité (Kundu et al., 2020). Certaines espéces du genre
Thymus sont connues pour avoir un effet bénéfique sur les rats diabétiques; cependant, la
question de savoir si T. algeriensis est bénéfique pour le diabéte et la néphropathie
diabétique ou non n'a pas éte étudiée.

Un désequilibre de l'azote associé a une synthese protéique réduite déclenche la
génération de composés azotés non protéiques, notamment la créatinine et I'azote uréique
(Navale et Paranjape, 2017). Ce phénomene est associé a ces deux parametres, qui sont des
indices substantiels de la dysfonction rénale au cours de I’hyperglycémie diabétique
(Mkhwanazi et al., 2014). La créatinine est un acide aminé dérivé de la créatine,
traditionnellement utilise pour évaluer la fonction rénale (Assif et al., 2020). Le rein
fonctionne en maintenant un taux de créatinine sanguin normal, en filtrant la créatinine du
sang par filtration glomerulaire rénale et en I'excrétant via l'urine (Ferguson et Waikar,
2012). Cependant, en cas d'atteinte rénale, les concentrations de ce métabolite augmentent
dans le sang et les urines (Huang et al., 2003). L'urée, communément appelée azote uréique
du sang lorsqu'elle est mesurée dans le sang, est un produit du métabolisme des proteines. La
dépendance de l'organisme vis-a-vis du systeme rénal pour excréter l'urée en fait un analyte

utile pour evaluer la fonction rénale (Price et Finney, 2000).

Selon le résultat actuel, une augmentation significative des concentrations sériques
d'urée et de créatinine chez les rats diabétiques par rapport aux rats témoins a été observée,
indiquant une atteinte rénale progressive. Cela peut étre di a une perturbation metabolique
lors de I’hyperglycémie provoquée au cours du diabéte, reflétée par des activités €levées de
xanthine-oxydase, une peroxydation lipidique et une augmentation des taux de triglycéride
et de cholestérol (Mahboob et al., 2005). Apres quatre semaines d'administration de 1’extrait
BETA, les taux sériques de créatinine et d'urée sont significativement diminués dans le
groupe des rats traités par I’extrait de la plante, par rapport au groupe des rats diabétique. La
quercétine est l'un des composés de la plante T.algeriensis (Boutaoui et al., 2018;
Mokhtari et al., 2021), qui fait partie de la famille des flavonoides, et qui possede des
propriétés antioxydantes en raison de ses groupements hydroxyle aromatiques. Les
concentrations de la créatinine et de I'urée dans le sérum des rats diabétiques ont été

significativement améliorées apres le traitement avec la quercétine (Iskender et al., 2017),
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ce qui est en accord avec les résultats obtenus dans ce travail, indiquant ainsi que la plante T.
algeriensis possede un effet néphroprotecteur puissant.

Le stress oxydatif joue un rdle important dans la pathogenése de la néphropathie
diabétique et sa progression vers l'insuffisance rénale terminale (Garcia-Garcia et al.,
2014).

Dans notre étude, on a observé une augmentation significative de la peroxydation
lipidique dans les reins des rats diabétiques. Ces résultats sont en accord avec plusieurs
études qui ont rapporté une augmentation du niveau de I’MDA dans les reins de rats atteints
de diabéte expérimental (Yazdi et al., 2020; Albasher et al., 2020; Niazmand et al., 2021).
Donc ces résultats suggerent que I'exposition a des niveaux élevés de glucose peut
augmenter la génération des ERO, qui pourraient interagir avec les acides gras polyinsaturés
et déclencher la génération de la peroxydation lipidique (LPO) dans le tissu rénal et, par
conséquent, déclencher la toxicité ou endommager le tissu rénal (Calabrese et al., 2007).

Les radicaux libres comme le superoxyde et 1I’hydroxyle provoquent l'initiation de la
LPO tissulaire. LPO, un processus complexe résultant de réactions radicalaires dans les
membranes biologiques, forme des hydroperoxydes lipidiques qui décomposent les doubles
liaisons des acides gras insaturés et détruisent les lipides membranaires (Halliwell et
Gutteridge, 2015). Le malondialdéhyde (MDA) est un produit de décomposition final de la
peroxydation des lipides; ainsi, la détermination de la teneur en MDA rénal peut refléter le

degré d'endommagement des cellules rénales (Afshari et al., 2007).

Il existe essentiellement deux types d’antioxydants, enzymatique et non
enzymatique. Le premier et peut-étre le plus important des antioxydants enzymatiques est la
SOD, qui aide a protéger les organes des dommages oxydatifs causés par les radicaux libres.
Il est responsable de la réduction de l'anion superoxyde en peroxyde d'hydrogene et en
oxygene moléculaire (Zelko et al., 2002), la CAT est une autre enzyme antioxydante qui
catalyse la conversion du peroxyde d'hydrogene en eau (Ha et al., 1999), le GSH fait partie
du systeme antioxydant endogene non enzymatique qui détoxifie le radical de peroxyde
d’hydrogéne a I’aide de la glutathion peroxydase et prévient la LPO (Forman, 2016), et la
glutathion peroxydase (GPx) qui joue un role important dans le métabolisme des peroxydes
d’hydrogeéne et de lipides en utilisant le glutathion réduit (GSH) comme donneur
d’hydrogéne entrainant la formation de glutathion oxydé (GSSG) (Meister et Anderson,
1983).
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Dans notre étude, on a observé une diminution de I’activité des enzymes antioxydants
SOD, CAT et GPx dans les reins des rats diabéetiques, ce qui suggere une altération de
I’homéostasie redox rénale, I’accumulation d’espéces réactives d’oxygéne (ERO) et la
formation de peroxydation lipidique chez les rats diabétiques. Cette réduction peut étre
également due a I’inactivation causée par 1’exces de radicaux libres et/ou par la glycation
non enzymatique due a I’hyperglycémie persistante (Maritim et al., 2003; Rains et Sushil,
2011).

Le stress oxydatif induit par I’hyperglycémie chronique peut activer plusieurs voies
métaboliques qui perturbent les mécanismes de régulation de I’homéostasie (Mahmoud,
2017), parmi ces voies la chaine respiratoire mitochondriale, 1’auto-oxydation du glucose, la
production de produits de glycation avancés (AGE), et I’activation de la NADPH oxydase et
de nombreuses voies comme la protéine kinase C (PCK), I’hexosamine et les voies

polyoliques (Ighodaro, 2018).

Au cours de la néphropathie diabétique, la concentration des espéces réactives de
I’oxygéne est augmentée et de nombreuses molécules sont affectées dans leurs structures
conformationnelles, produisant des troubles dans les fonctions cellulaires (Miranda-Diaz et
al., 2016). En outre, dans la ND, le déséquilibre redox se produit principalement en raison
de l'augmentation des enzymes productrices de ERO, de la diminution des enzymes
antioxydantes et de I'induction transitoire de la voie du facteur 2 lié a NFE2 (NRF2) en tant

que mécanisme de défense antioxydant (Lindblom et al., 2015).

Les reins ont de multiples r6les dans le métabolisme systémique du glucose, tels que la
réabsorption du glucose, la gluconéogeneése et la dégradation de I'insuline. Par conséquent,
une hyperfonction rénale putative pourrait contribuer au développement du diabete (Domon
et al., 2021). Dans ce travail, des examens histologiques des tissus rénaux des rats
diabétiques renforcent les résultats de la fonction rénale. De graves lésions rénales aux
niveaux de tous les types de cellules rénales, tels que les cellules mésangiales, les cellules
tubulo-interstitielles, une hypertrophie glomérulaire et tubulaire était également perceptible
en plus d’une dilatation tubulaire. Il a été rapporté qu’au cours du diabéte, des
néphropathies, des modifications atrophiques des tubules, de I’interstitium et des glomerules
ont été enregistré (Chakkarwar, 2011; Cohen et al., 1996). L’augmentation des ERO peut

endommager directement les podocytes, les cellules mésangiales et les cellules
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endothéliales, entrainant une protéinurie et une fibrose tubulo-interstitielle (Khazim et al.,
2013 ; Duni et al., 2019).

Dans notre étude il est intéressant de noter, qu’aprés quatre semaines de traitement
par I’extrait BETA, le niveau de MDA a été normalisé et les activités de SOD, CAT et GPX
ont été rétablies. Ceci suggeére que le stress antioxydant est un mécanisme employé par la
plante T. algeriensis contre la néphropathie diabétique. Cette propriété antioxydante de
I'extrait BETA pourrait étre due a la présence de 1’acide rosmarinique et de kaempférol-O-
glucuronide, qui se caractérisent par un tres fort potentiel antioxydant (Ziani et al., 2019;
Sobeh et al., 2020). Ces résultats sont en accord avec ceux de Haile et al., (2021) qui ont
trouvé que la plante Thymus Serrulatus a un potentiel antioxydant trés élevé.

En plus des reins, le foie est aussi lI'un des organes endommagés par le diabéte, en
raison de son réle prépondérant dans le contréle du métabolisme des glucides, car il utilise le
glucose comme énergie; il a le potentiel d'accumuler du glucose sous forme de glycogéne et
également de sécréter du glucose a partir de sources non glucidiques (Marchesini et al.,
2001). Le diabete est donc fortement lié¢ a I'inflammation du foie, a la cirrhose, a I'apoptose
et au dysfonctionnement des cellules B, et il provoque finalement un dysfonctionnement du
foie (Moorthi et Chelliah, 2015). Dans la présente étude, I’administration intrapéritonéale
de la STZ a une dose de 60mg/kg cause une perturbation du niveau des enzymes hépatiques
dans le groupe des rats diabétiques par rapport au groupe des rats traité a la metformine et
aux rats témoins. L'élévation des niveaux de I'AST et de I'ALT peut étre due aux dommages
cellulaires dans le foie causés par I'effet toxique direct de la STZ ou I'hyperglycémie induite
par celle-ci (Guven et al., 2006 ; Vural et al., 2001). La streptozotocine, la substance déja
prescrite ci-dessus, cause principalement des dommages aux cellules o et B et aux reins, le
foie est également sensible a la toxicité de la STZ (Weiss, 1982). Les enzymes hépatiques,
les transaminases, sont abondantes dans le foie et tout dommage aux cellules hépatiques
augmente leur taux dans le sang (EI-Newary et al., 2017; Giannini et al., 2005). L'ALT, est
le biomarqueur hépatique clinique le plus largement utilisé (Ozer et al., 2008), la fuite de
I'ALT de I'népatocyte dans le sang se produit apres une lésion hépatocellulaire est pourrait
élevée dans le serum dans des conditions de nécrose cellulaire importante et est utilisée
comme mesure de la fonction hépatique (Evans, 2009). L’augmentation des taux de ’ALT
et ’AST peut donc étre due a une altération de I’utilisation du glucose, entrainant une
réduction de la sécrétion d’insuline, ce qui entraine une augmentation du catabolisme des

acides aminés résultant d’une dégradation accrue des protéines (Ramesh et al., 2012). De
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plus, I’augmentation de I’activité sérique de ces enzymes indique une altération de I’intégrité

de la membrane hépatocytaire, ce qui entraine une fuite de ces enzymes (Chen et al., 2016).

Dans une autre partie, ce travail vise a déterminer I'effet protecteur de ’extrait BETA

contre le diabéte sucré induit par la STZ, qui, dans son réle, induit des Iésions hépatiques.

Une augmentation significative des enzymes hépatiques a été observée aprés un
traitement de 28 jours avec [Iextrait BETA. Cette augmentation suggere [I’effet
hépatoprotecteur de la plante T.algeriensis. De plus, les propriétés hépatoprotectrices
pourraient étre dues a la présence de composés bioactifs, notamment des flavonoides en tant
que puissants antioxydants (Mcilwain et al., 2015). Les résultats de la présente étude sont en
accord avec Sureka et al., (2021) et Noshahr et al., (2020), qui ont rapporté une
observation similaire sur Sesbania grandiflora et le fenouil respectivement contre le diabéte
induit par la STZ.

Il a été rapporté que les biomarqueurs du stress oxydatif augmentaient dans le foie au
stade précoce du diabete induit par la STZ en raison de son role principal dans les processus
de détoxification et d'oxydation (Schmatz et al., 2012). Cependant, des taux élevés de
glucose peuvent augmenter la glycosylation non enzymatique et auto-oxydative, les voies
des polyols et des hexosamines, la formation et la glycation du méthylglyoxal et la
phosphorylation oxydative, qui sont toutes impliquées dans la génération des ERO dans le
foie (Goswami et Chatterjee, 2014).

Par conséquent, les dommages oxydatifs des tissus hépatiques pourraient étre induits
soit par I'effet toxique de la STZ ou de I'hyperglycémie ou une combinaison des deux, soit
élucidés indirectement par dautres consequences de I'hyperglycémie telles que

I'inflammation des tissus (Cordero-Herrera et al., 2015).

Conformément aux conclusions précédentes (Al-Amarat et al., 2021; Vanani et al.,
2021), nos résultats ont montré que I'injection de la STZ induisait d’une maniére marquée un
stress oxydatif au niveau des tissus hépatiques, car nous avons montré une augmentation
significative des niveaux de MDA et une diminution significative de l'activité des enzymes
antioxydantes telles que SOD, CAT et GPx dans le foie des rats diabétiques par rapport au
rats témoins. Cependant, le traitement par I’extrait de T.algeriensis (200 mg/kg) et la
metformine a permis de réduire significativement la peroxydation lipidique et de restaurer

’activité des enzymes antioxydantes & des niveaux normaux. Ces résultats suggérent que la
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capacité de pieger ou d'inactiver les radicaux libres est affaiblie chez les rats diabétiques. Cet
effet antioxydant de I’extrait BETA pourrait étre attribué a la présence des antioxydants, tels
que les vitamines et les composés phénoliques (Bouatoui et al., 2018 ; Mokhtari et al.,
2020). Al-Amarat et al., (2021) ont également constaté que ’activité de ces enzymes
antioxydantes a été normalisée aprés le traitement a la galangine flavonoide (Gal) dans le
foie des rats rendus diabétiques par la STZ.

Dans notre étude, I’évaluation histologique a montré une dilatation et une congestion
de la veine centrale et de la veine porte et une dégénérescence des hépatocytes chez les rats
rendus diabétiques par la STZ. 11 a été rapporté que 1’injection de STZ entrainait une fibrose
périsinusoidale et une augmentation de la matiére collagénique. Ainsi, des anomalies
structurelles du foie peuvent étre I'une des conséquences des effets hépatotoxiques de la
STZ (Adeyemi et al., 2014). Un traitement de quatre semaines avec I’extrait de T.
algeriensis a réduit la dégénérescence hépatocytaire et améliorer les anomalies structurelles
an niveau hépatique. L’effet hépatoprotecteur de la plante T.algeriensis, en plus de I'effet
hypoglycémiant, sont peut-&tre également liés a sa richesse en métabolites secondaires
potentiels (Bouatoui et al., 2018 ; Mokhtari et al., 2020), donc d'autres études sont

nécessaires pour confirmer cette hypothese.

Au cours du diabéte, le desordre du métabolisme glucidique est associé a des
troubles importants du métabolisme lipidique resultant a une dyslipidémie avec
augmentation des triglycérides, des acides gras libres, des lipoprotéines LDL et une baisse
du HDL-cholesterol (Verges, 2001).

Au cours de notre expérimentation, un profil lipidique sérique altéré a été observé
chez les rats rendus diabétique par la STZ par rapport au rats normaux (augmentation du
cholestérol total, des triglycérides, de LDL et diminution des niveaux de HDL). Des
changements dans le métabolisme des lipides ont été largement rapportés dans le cas de la
résistance et ou/carence en insuline, qui est souvent caractérisée par une augmentation
aberrante des triglycérides, du cholestérol total, du taux de LDL et une réduction du taux de
HDL (Huang et al., 2013; Athyros et al., 2018). Dans les conditions habituelles, I'enzyme
lipoprotéine lipase, qui joue un role trés important dans le métabolisme des lipides, est
activée par I'insuline, et qui hydrolyse les triglycérides. Cependant, au cours du diabéte, une
carence en insuline provoque une inactivation de la lipoprotéine lipase, entrainant une

hypertriglycéridémie et une hypercholestérolémie (Girija et al.,, 2011). De plus, les
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triglycérides jouent un réle primordial dans la formation de lipides a faible densité et d’un
taux de cholestérol HDL réduit toujours dans le cas d’une hyperglycémie (Boren et al.,
2020). D'autre part, I'nyperlipidémie a été identifi¢e comme un facteur de risque de la
néphropathie diabétique via l'exacerbation des lésions glomérulaires par l'activation de
multiples voies de signalisation (Sacks et al., 2014).

L’élévation des triglycérides est le résultat d’une production accrue et diminution de
la clairance des lipoprotéines riches en triglycérides. Cependant, I’augmentation de la
production de lipoprotéines de trés basse densité (VLDL), principal transporteur du jelne
triglycérides, est une caractéristique importante de la résistance a I’insuline (Lorenzo et al.,
2013). L’insuline intervient dans tous les stades de la production et de la sécrétion des
VLDL. Au niveau des tissus adipeux, I’insuline supprime la lipolyse en inhibant I’activité de
I’hormone sensible, la lipase, qui catalyse la mobilisation des acides gras libres a partir des
triglycérides stockés. Ainsi, 1’insuline régule la quantité des acides gras libres circulants, qui
agissent comme des substrats et des facteurs de régulation de la sécrétion des VLDL
(Avramoglu et al., 2006).

Au cours de notre expérimentation, 1’analyse microscopique révele que le foie des rats
traités par la STZ presente des altérations séveres dans 1’histoarchitecture, une infiltration
des cellules inflammatoires mixtes, et une présence d’une nécrose centrolobulaire

accompagné de la présence de gouttelettes lipidiques reflétant une stéatopathie.

La steatose hépatique est definie par une teneur accrue en lipides hépatocellulaires au
niveau du parenchyme hépatique, et est frequemment observée dans les états insulino-
résistants dont le diabete sucré de type 2 (Roden, 2006). Sur le plan anatomo-pathologique,
elle se traduit par une accumulation lipidique macrovacuolaire avec de larges vacuoles intra-
cytoplasmiques. La stéatose hépatique peut résulter d’une augmentation du flux d’acides
gras vers le foie, d’'un exces de synthése hépatique (synthése de novo d’acides gras), d’un
défaut d’oxydation ou d’un défaut de sécrétion des lipoprotéines (VLDL). En phase
postprandiale, les triglycérides provenant de 1’alimentation sont transportés par les
chylomicrons (Vinod, 2012).

Il existe une relation entre 1'hépatostéatose et la résistance a l'insuline. D’une part,
cette derniére s'accompagne d'une lipolyse accentuée au niveau du tissu adipeux (liée a une
inhibition insuffisante de la lipase hormono-sensible), ce qui favorise I'afflux d'acides gras

vers le foie. Il s'ensuit une augmentation des concentrations d'acylCoA et d'acetylCoA et
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enfin de malonylCoA, ce qui fournit ainsi le substrat pour la synthese hépatique de
triglycérides (lipogenése intrahépatique), via I'action du facteur de transcription SREBP1c
(Sterol Regulatory Element Binding Protein-1-1c) et en raison de la présence de
concentrations élevées d'insuline, provoquant finalement une stéatose hépatique (Fromenty,
2019).

Il est intéressant de mentionner que le traitement par 1’extrait de T.algeriensis a pu
corrigeait la dyslipidémie observée a un degré semblable a celui de la metformine. En plus,
le traitement avec BETA pendant 28 jours a montré une diminution des taux de triglycérides
et de cholestérol total et une amélioration du taux de HDL. Ainsi que BETA montre une
légére dégénérescence du parenchyme hépatique accompagnée d’une stéatose modéré

comparativement au metformine.

Les polyphénols sont des composes qui ont la capacité d'abaisser les taux de lipides
sanguins (Byun et al., 2015), cependant, I'extrait n-BuOH de T.algeriensis se caractérise par
la teneur élevée en polyphénols et en flavonoides. L'un des acides polyphénoliques les plus
importants de cet extrait est l'acide galliqgue (Mokhtari et al., 2021), ce métabolite
secondaire est connu par ca capacité a diminuer la résistance a I’insuline par 1’activation
d’un récepteur activé a cause de la prolifération de peroxysomes (Adefegha et al., 2015).
L'acide gallique a également la capacité de réduire le cholestérol, les triglycérides et les
lipoprotéines de basse densité et a amélioré la libération de I’insuline par la régénération des

cellules B (Latha et Daisy, 2011).

Par conséquent, I’extrait BETA pourrait étre bénéfique dans I’amélioration du
métabolisme lipidique, en raison de la présence de I’acide gallique, qui peut conduire a
prévenir les complications du diabete. Ces résultats obtenus sont en accord avec ceux
publiés par Ekoh et al., (2014) sur Thymus vulgaris, El kabbaoui et al., (2016) sur Thymus

satureioides, et Khouya et al., (2021) sur Thymus atlanticus.
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Conclusion et perspectives

L’objectif principal de ce travail était la vérification des effets de I’extrait n-BuOH de
la plante Thymus algeriensis (BETA) sur I’hyperglycémie, la dyslipidémie, et le stress
oxydant induit per injection de la streptozotocine.

Dans notre étude nous nous sommes intéressés surtout a 1’étude de I’effet antioxydant
de l’extrait BETA ainsi que son mécanisme d’action, parce qu’elle a montré une activité
antioxydante trés intéressante, les résultats obtenus mettent en évidence la grande teneure de
cet extrait végétal en polyphénols et flavonoides (divers composés chimiques identifiés) qui
peuvent étre responsables des effets biologiques trouvés de cette plante.

Les résultats concernant I’effet antidiabétique de I’extrait BETA montrent un
abaissement de la glycémie, ainsi qu’une réduction significative du taux de I’hémoglobine
glyquée (HbAlc), qui est un indicateur fiable de I’évolution du diabéte. De plus un effet
inhibiteur prometteur sur l'a-glucosidase et l'a-amylase a eété démontré par I'extrait étudie.

Une activité antiglycation (Anti AGE) a été également prouvée par I’extrait BETA.

L’injection intrapéritonéale de la streptozotocine a la dose de 60 mg/kg de poids
corporel chez les rats males adultes a induit des perturbations metaboliques : glucidique,
lipidique et dans le fonctionnement de certains organes. En revanche le traitement des rats
diabétiques par I’extrait n-BuOH de T.algeriensis corrige ces perturbations et améliorent la

résistance contre le diabete chez les rats diabétiques.

Chez le rat diabétique traité avec T.algeriensis comparé au non traité, une amélioration
du poids corporel, de la polyphagie, et de la polydipsie a été démontrée. En outre, cet extrait a
pu diminuer les concentrations plasmatiques en urée et en créatinine, ce qui témoigne une
amélioration de la fonction rénale. Cet extrait a été également capable d'ajuster les niveaux
des parametres hépatiques tels que ’ASAT et ’ALAT. Les résultats du profil lipidique ont
indiqué que le traitement avec 1’extrait a pu améliorer la perturbation de celui-ci montrant que
I’effet hypoglycémiant obtenu avec T.algeriensis a permet de corriger la dyslipidémie

observée.

Ainsi la quantification de I’effet antioxydant de I’extrait BETA in vivo a été aussi
évaluée par le dosage du MDA et des enzymes antioxydantes ou cet extrait a montré une

réduction de la peroxydation lipidique et une restauration des taux des enzymes antioxydantes
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hépatiques et rénales, et par conséquent protége ces deux tissus des effets délétéres des ERO.
Il a également provoqué une restauration de l'architecture histologique du foie et des reins.

En conclusion nous pouvons dire que I’extrait n-BuOH de la plante T.algeriensis
(BETA) peut renforcer le systéeme de défense enzymatique antioxydant, peut jouer un réle
préventif dans le développement du diabéte sucré par I’amélioration des métabolismes

glucidique, lipidique et il peut étre utilis¢ comme un antioxydant.

Pour nos perspectives, on envisage de poursuivre nos investigations a 1’échelle
moléculaire afin d’identifier la ou les molécules responsables de I’effet hypoglycémiant et de

comprendre le ou les mécanismes d’action de toutes les voies antidiabétiques impliquées.

Il serait intéressant de faire des formulations a partir des plantes médicinales déja
évaluées sur [D’activité antidiabétiques au sein de notre laboratoire de biologie et
environnement, afin d’étudier et de chercher un effet de synergie ou bien de potentialisation

qui va étre utile pour la fabrication d’un complément alimentaire ou d’un phytomédicament.
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Abstract

Thymus algeriens Bioss & Reut is an Algerian native plant traditionally used for culinary and medicinal purposes. Biological
activities varied with their chemical composition, which depends on the floral and geographical origin. This study was designed
to screen the phenolic content of the n-BuOH extract of Thymus algeriensis (BETA), anti-lipid peroxidation and anti-diabetic
properties on different in vitro models. The results showed that BETA reduced TBARS formation in a concentration-dependent
manner; protected p-carotene from auto-oxidation and prevented oxidation of ferrous in the linoleic acid/ferric thiocyanate
assay. Furthermore, BETA showed effective inhibitions of the key enzymes linked to type 2 diabetes; a-amylase and a-
glucosidase. BETA blocked also the formation of AGE as shown by the results of glucose-BSA (BSA-GLU), BSA-
Methylglyoxal system (BSA-MGO) and glycated hemoglobin. The effectiveness of BETA in combating diabetics might be
influenced by the synergistic action of its phenolic compounds; mentioned by the phenolic content and LC/MS analysis;
particularly their richness on the rosmarinic acid and ferulic acid, cafeic acid as well quercetin. This suggests the potential of

BETA to mitigate multiple complications stemming from oxidative stress and protein glycation in diabetes.
Keywords: Thymus algeriensis; LC-MS; Anti-glycation; Anti-lipid peroxidation; a-glucosidase; a-amylase

1. Introduction

Diabetes mellitus, a chronic metabolic disorder, is
at present major worldwide health problem [1].
Multiple signaling pathways underlying
hyperglycemic cellular damage in type 2 diabetes
mellitus [2]. Elevated blood sugar levels have been
implicated in the induction of oxidative stress via a
number of mechanisms, viz., autoxidation of glucose
[3] and advanced glycation products (AEG) formation.
Several approaches of therapy were considered, the
combat of oxidative stress is one of the therapeutic
approaches in treating diabetic patients [4,5]. One
promising approach for management of diabetes,
particularly type 2 diabetes, is to decrease postprandial
hyperglycemia by  inhibiting  carbohydrate-
hydrolyzing enzymes in gastrointestinal tract [6]. The
Inhibition of AGE formation has been an effective way
for retarding the full range of diabetes complications.
Since all the existing ant-diabetic agents are having
considerable unwanted effects [4,7], there is an urgent

demand for new and non-toxic agent. Traditional plant
medicines are used throughout the world for a range of
diabetic presentations [8]. Indeed, inhabitants of the
world, including Algerians, believed that eating and
consuming fresh medicinal plants may treat illnesses
and ailments [9,10]; among those plants was Thymus
algeriensis, which belongs to the Lamiaceae family
[11]. In fact, this family is among the largest families
of flowering plants with about 400 genera and over
7000 species distributed around the world [12].
T. algeriensis is the most widespread North African
species. It is endemic in Libya, Tunisia, Algeria and
Morocco [13]. T. algeriensis is largely used, fresh or
dried, mainly as a culinary herb, essentially used in
Algeria both as a popular herb and as a spicy herb
[14,15]. The plant is largely used as a culinary herb
and as a traditional medicine to treat digestive and
respiratory infections (e.g., gastrointestinal dysentery)
[16]. In addition, it was used to enhance the immune
system and help fight colds [17]. These properties
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depend greatly on their chemical compositions and are
mainly attributed to their richness on phenolic acids
[16]. However, it has been reported that a differences
among mentioned phenolic compounds levels can be
related to environmental conditions, such geographic
origin [18], genetic and extraction methods [19], could
influence the variability of these chemical
composition. T. algeriensis has been previously
studied with an exclusive attention to ethanolic extract
and the methanol extracts [16,20] whereas, few studies
carried out on the n-BOH extract. In continuation of
our research on the genus Thymus and taking into
account that there was no information available in the
literature about the anti-diabetic studies on T.
algeriensis, our investigation seeking the in vitro
antidiabetic activity of the n-BuOH extract of T.
algeriensis (BETA). The present study also is an
attempt to identify and enrich the knowledge on the
variation of the chemical composition of T. algeriensis
(MSila region; Algeria) by using LC/MS, analyses.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

The chemical products and reagents used were: B-
carotene, linoleic acid, galantamine,4-Nitrophenyla-
D-glucopyranoside (>99%), o-Glucosidase from
Saccharomyces cerevisiae (Type |, >10 units/mg
protein), acarbose (>95%), amylase, p-nitrophenyl-a-
D-glucopyranose (p-NPG), 3,5- dinitro-salicylic acid
(DNS), serum albumin (BSA), methylglyoxal (MG),
40% aqueous solution), bovine hemoglobin (Hb). All
the chemicals used including the solvents, were of
analytical grade were purchased from Sigma Chemical
Co. (Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
2.2. Phytochemical studies
2.2.1. Plant material

Samples of full bloom plants were collected from
wild population in MSila region (Coordinates: 35420
N 4330 E), Algeria, identified by Professor Mohamed
Kaabeche (Biology Department, University of Setif 1,
Algeria). A voucher specimen has been deposited in
the Herbarium of the VARENBIOMOL research unit,
University Freres Mentouri Constantinel. Aerial parts
were manually separated, dried at controlled
temperature (40 °C) in the dark until constant weight.
Then plant material was powdered to a uniform
granulometry and stored in the dark at —20 °C, in
vacuum bags, until extractions.
2.2.2. Extraction

The air-dried aerial parts (leaves and flowers, 2.0
kg) of T. algeriensis were powdered and macerated at
room temperature with EtOH-H,0 70:30, (v/v) (15 L)
for 24 h, four times with fresh solvent. After filtration,
and evaporation. The remaining aqueous solution was
extracted successively with CH,Cl,, EtOAc, and n-
BuOH, giving CHCl; (7.42 g), EtOACc (4.19 g) and n-
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BuOH (BETA) (33.15 g) extracts. In our investigation,
we are interested to BETA.
2.2.3. Determination of total phenolic content (TPC)

The total phenolic (TPC) was determined with the
Folin—Ciocalteu reagent following the method of
Singleton et al. [21] 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).

2.2.4. Determination of total flavonoid content
(TFC)

The concentration of flavonoids was achieved using
the method described Ordonez et al. al. [22] by using
the aluminum chloride reagent results were expressed
as Jg quercetin equivalents (QE)/mg extract.

2.2.5. LC-MS analysis

The qualitative and quantitative analyses of
polyphenolic compounds were performed by LC-MS.
Thermo Scientific - Dionex Ultimate 3000 -TSQ
Quantum with Thermo ODS Hypersil 250 x 4.6 mm,
5 um column were used for quantitative analysis. The
injection volume was 20 pL. The mobile phase
included eluent A, water with 0.1 % formic acid and
B, methanol. The flow rate was 0.7 mL/min at 40 °C.
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. Total process time was 30 min.
Extracts were prepared to be 1 mg/1 mL and analyzed.
The relationship between peak area and concentration
was found to be linear from 0.5 to 10 mg/L (ppb) for
each compound. Linearity was assessed using linear
regression analysis of six points for each compound.
Linear plot consists of three replicates per point. For
all analyses, the correlation coefficients (R, values)
were found to be >0.99. The limit of detection (LOD)
and the limit of quantification (LOQ) values of
compounds for LC-MS/MS method are given in
Table. LOD and LOQ were determined by using
measurements of reagent blanks spiked with low
concentrations of analyte according to EURACHEM
GUIDE. The blank solution was spiked to 0.1 ppm
standard. Calculate LOD and LOQ as LOD = 3*S0
and LOQ= 10*S0, where S0 is the standard deviation.
The standards used for LC-MS/MS analysis were
chlorogenic acid, naringenin, p-hydroxybenzoic acid,
kaempferol, gentisic acid, p-coumaric acid, quercetin,
gallic acid, rosmarinic acid, ferulic acid and caffeic
acid.

2.3. Invitro antioxidant effect
2.3.1. Lipid peroxidation (LPO) inhibition induced by
Fe?*’ascorbic acid system

The reaction mixture containing rat liver
homogenate (0.1 mL, 25 % w/v) in Tris-HCI (30 mM),
ferrous ammonium sulfate (0.16 mM), ascorbic acid
(0.06 mM) and different concentrations of the extract
was incubated for 1hr at 37 °C and the resulting
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thiobarbituric reacting substance (TBARS) was
measured at 532 nm [23].
2.3.2. B-carotene/linoleic acid bleaching assay

The antioxidant activity was evaluated using the -
carotene-linoleic acid model system [24]. BHA and
trolox were used as standards. Antioxidant activities
(inhibition percentage) of the samples were calculated
using the following equation: Inhibtion % =
(Absorbance of B-carotene at 120 min /Initial
absorbance of B-carotene) x 100.
2.3.3. Peroxidation inhibition of linoilic acid ferric
thiocyanate assay

The peroxy radical scavenging activity was
determined by thiocyanate method [25]. BHA and
trolox were used as standards. Antioxidant activities
(inhibition percentage) of the samples were calculated
using the following equation:
Inhibtion % = (Absorbance at 72 hr-initial
absorbance/Absorbance at 72 hr) x 100
2.4. Antidiabetic studies
2.4.1. a-amylase inhibitory activity

a-amylase inhibitory activity of extract was carried
out according to the method of [26] with minor
modification. The absorbance was read at 580 nm and
the percentage inhibition was calculated using the
equation: inhibition of enzyme activity was calculated
as follows: Inhibitory effect (%) = (Absorbance of
control — Absorbance of sample) / Absorbance of
control x 100.
2.4.2. a-glucosidase inhibitory activity

The a-glucosidase inhibitory assay was performed
by applying the literature procedure with minor
modifications according to Matsuura et al. [27].
Absorbance of the resulting p-nitro phenol (pNP) was
determined at 405 nm using spectrophotometer and
was considered directly proportional to the activity of
the enzyme acarbose was used as a positive control.
Inhibitory effect (%) = (Absorbance of control —
Absorbance of sample)/Absorbance of control x 100.
2.4.3. Anti-glycation (anti-AGE) Activity
2.4.3.1. In-vitro BSA-glucose assay

The anti-AGE of BETA, metformin and
aminoguanidine were performed by using BSA-
glucose assay [27]. After the incubation for 7 days at
37 °C in dark, the samples were measured at
fluorescence intensity (excitation wave length of 370
nm and emission wave length of 440 nm) using Omega
micro plate reader. The percent inhibition was
calculated by using equation: AGE inhibition = [(Fo-
F)/Fo x 100], where F; and Fo represent the
fluorescence intensity of the sample and the control
mixtures, respectively.
2.4.3.2. In-vitro BSA-methylglyoxal (MGO) model

The BSA- MGO reaction mixture was incubated at
37 °C for 7 days, aminoguanidine an inhibitor of
glycation of proteins was used as a positive control the
fluorescence intensity of the samples was measured at
an excitation wavelength of 370 nm and an emission
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wavelength of 440 nm, using an Omega microplate
reader [28]. The percentage of inhibition was
calculated by using the above formula.
2.4.3.3. Anti-hemoglobin glycation
Glycation of hemoglobin was performed

according to the methodology described by Gutierrez
et al. [29] and Liu et al [30]. The concentrations of
glycated hemoglobin were measured after the
incubation period of 72 hr at a wavelength of 443 nm.
The test the inhibition of glycated hemoglobin was
calculated using above equation.
2.5. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Microsoft
Office Excel 2016. All the results were expressed as
mean value = SD of three measurements. I1Cso-value
(ng/mL) is the effective concentration, which proves
50 % of activity, was calculated for each assay.
Significant  differences between means were
determined by Student’s t-test, differences between
groups were carried out by analysis of variance
(ANOVA) followed by Tukey test. p values <0.05
were considered as significant.

3. Results and discussion

3.1. Polyphenol and flavonoid contents
Table 1
Polyphenol and flavonoid contents of BETA
extract

Extract | TPC (ug GAE/ TFC (ug QE/ mg
mg extract)* extract)**
BETA | 299.48 +1.38 168.17 £ 0.80

Results are expressed as means+ SD deviation of three
measures.

*Total phenolic is expressed as pg Gallic acid equivalents/mg
of extract; **Total flavonoids are expressed as pg Quercetin

equivalents/ mg of extract.

T. algeriensis has been reported for its richness in
secondary metabolites particularly flavonoids and
phenolic acids [18]. In our present results a high
phenolic and flavonoid contents were found in the of
n-BuOH plant extract of T. algeriensis with values of
299.48+1.38 ug GAE/mg extract and 168.17+0.80 ug
QE /mg extract. That it seems that they belong to the
interval of values reported in the literature between
18.73 pg GAE/mg and 318.07 £ 0.88 ug GAE /mg
[31,32]. Our results are in accordance with the findings
obtained from other studies carried out on T.
algeriensis, for the same fraction. Mokhtari et al. [32]
revealed a value of 318.07 0.88 pg GAE/mg and
198.17+0.12 pg QE/mg for TPC and TFC values
respectively, more or less similar to our results. In
addition, Righi et al. [33] reported that the crude
hydromethanolic extract of T. algeriensis exhibited a
TPC of approximately 300 pug GAE/mg, consisting of
flavonoids (16 pg QE/mg). However, Hazzit and
Baaliouamer. [14] found that T. algeriensis from
Algeria showed a chemical polymorphism, even for
samples from the same location. From the semi-arid
area surrounding Bechar, in the south- west of Algeria,
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different results (18.73 mg GAE/g extract) were
obtained by the authors [31,34], TPC was detected at
81.5 mg GAE/g of T. algeriensis. While at the
flowering stage of T. algeriensis in the Algerian
Saharan Atlas zone (Laghouat region), TPC and TFC
values were recorded respectively at 125+1 mg/g
extract and 118+1 mg/g of ethanolic extract [20].
Numerous studies conducted have established that
Thymus species are rich and promising sources of
phenolic compounds and flavonoids. The amounts of
phenolic and flavonoid compounds in crude extracts
can also vary due to environmental factors, cultivation
practices, growing locations and storage [35]. It should
be mentioned that an increase of the phenolic
metabolism in these plants may be related to the hard
climate conditions (hot temperature, height solar
exposure, dryness, short growing season) [36].

3.2. LC-MS analysis

It has been reported that Thymus species showed a
great variability in the contents of the phenolic
compounds [37]. Several phytochemical studies were
performed on Thymus algeriensis, differences among
phenolic compounds levels can be related to
environmental conditions [20]. Many factors can be
responsible for this variability in the chemical

Table 2 : LC-MS of phenolic compounds from BETA

composition of thyme extracts. The most important are
the climate, the soil, the harvest period and the method
of preservation and extraction [19,38]. The chemical
compositions of this species of thyme found in the
literature relating to different countries (Libya,
Algeria, Tunisia and Morocco) are characterized by
different chemotypes and a great variability [39]. In
our results, the LC-MS profile of the n-BuOH fraction
of the T. algeriensis (BETA) is illustrated in Fig.1.
Several compounds were detected; only eleven
phenolic compounds were identified in the BETA by
comparing their retention times with those of available
commercial standards (Table 2 and Fig.1).

Figure 1 LC-MS analysis of
constituents of BETA

the phenolic

The most abundant molecule was the ferulic acid
(59826.860 mg/kg extract), followed by rosmarinic
acid (54228.711 mg/kg extract), cafeic acid (3404.063
mg/kg extract), chlorogenic acid (916.221 mg/kg
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MS/MS lons studied i
N° | Name _|Lob |Log |rT | M phenolic/kg

Parent | Product | CE |Polarity Extract
— 80.5 25 -

1 |Gallic acid 169.7 126.2 16 i 0.058 | 0.091 | 10.1 102,786

2 | Gentisic acid 153.7 109.5 21 - 0.026 | 0.039 | 13.87 272,822
L 86.5 43 -

3 | Chlorogenicacid 353.4 1921 21 i 0.051 | 0.072 | 14.25 916,221

4 | p-Hydroxybenzoicacid 137.9 ggg ig 0.243 | 0.519 | 14.64 755,211
L 135.2 27 -
5 | Cafeicacid 179.7 136.2 18 i 0.042 | 0.058 | 15.26 3404,063
6 -Cumaricacid 163.9 943 33 i 0.069 | 0.109 | 16.97 715,134
P < 1202 | 17 - ' ' ' ’
s 134.3 44 -

7 | Rosmarinicacid 359.2 1622 20 ) 0.029 | 0.050 | 17.86 54228,711
— 89.4 30 +

8 | Ferulicacid 1954 1774 7 N 0.063 | 0.118 | 17.88 59826,860
. . 147.1 20 +

9 | Naringenin 273 153 24 + 0.052 | 0.068 | 20.46 141,739
. 152.1 23 -

10 | Quercetin 301 1799 20 ) 0.141 | 0.181 | 20.51 639,517
93.5 25 +

11 | 4-OH benzaldehyde 121.9 1211 20 + 0.032 | 0.059 | 15.32 29,089

extract), p-hydroxybenzoicacid (755.211 mg/kg

extract), p-cumaric acid (715.134 mg/kg extract),
gentisic acid (272.822 mg/kg extract), gallic acid
(102.786 mg/kg extract), 4-OH benzaldehyde (29.089
mg/kg extract) and the flavonoids, naringenin
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(141.739 mg/Kg), quercetin (639.517 mg/kg extract).
The results obtained by Boutaoui et al. [40] on the
same fraction, reported the presence of three 3
common products and other different compounds in
which epicatechin had the highest concentration.
Rezzoug et al. [20], reported that the ethanolic extract
of T. algeriensis from the Algerian Saharan Atlas
(Laghouat), contains six different compounds, in
which epicatechin was also found to be the major
compound. The current investigation has shown that
the main constituents of T. algeriensis are rosmarinic
acid and ferulic acid followed by caffeic acid. Our
results are in agreement with results obtained from
other studies which reported the major constituent of
T. algeriensis is rosmarinic acid. Mansour et al. [41]
revealed that from the methanol extract of the T.
algeriensis (Ain Dem- AIN Defla” region; Algeria),
thirty-five secondary metabolites were characterized
phenolic acids, mainly rosmarinic acid and its
derivatives, dominated the T. algeriensi sextract.
Righi et al. [33], also revealed the presence of
rosmarinic acid in the methnolic extract from
flowering T. algeriensis (Taglait, Bordj BouArreridj
region; Algeria). Mokhtari et al. [32] revealed the
presence of ten compounds including rosmarinic acid
in the n-BuOH extract of T. algeriensis (Chelia
mountain, Banta; Algeria). The different mentioned
results show that the chemical composition of thyme
extract can vary depending on the geographic location.
In addition, the phenol content of the plant extract
depends on various parameters such as genetic and
ecological factors, the part of the plant used, the
extraction method used and the same age of the plant
[18,42]. In agreement with our findings, several
studies note that despite the fact that Thymus plants are
generally known for their richness in rosmarinic acid,
the specific phenolic composition of thyme extracts is
dependent on several factors [19,38].

3.3. LPO inhibitory activity of BETA
Table 3:Lipid peroxidation inhibition of BETA

extract (IC50 value: pg/mL).

Extract/ Linoleic acid

Standard FeCl/ p-Carotene/ | ¢/

Ascorbate Linoleic acid .

thyiocyanate

BETA 177.20+2.87 234.714£9.25 201.63+8.97

Trolox? 62.06+1.368 64.63+18.42 47.58+8.47

BHA? 68.94+12.22 45,77+7.66 38.73+8.7

ICso values is defined as the concentration of 50% inhibition
percentages and calculated by semi logarithmic regression analysis
and expressed as Mean +SD (n=3).

a: reference compounds, BHA (butylatedhydroxyanisole) and
Trolox

3.3.1. LPO inhibition ( Fe?*/ascorbic acid system )
Lipid peroxidation is thought to be an important
factor in the pathophysiology of a number of diseases
[43]. Lipid peroxidation is probably the most
extensively investigated free radical-induced process
[44]. Table 3 showed that BETA extract reduced
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TBARS format ion in a concentration-dependent
manner. BETA reduces (63.54+0.90 %) the MDA
generated by Fe®*/ascorbate at a concentration 400
pg/mL with an 1Csg value: 177.20+2.87 pg/mL. This
effect was comparable to the two standard references
trolox and BHA which achieved 80.65+1.55 %; and
83.09+0.74 % respectively only at 200 pg/mL, with an
ICso: 62.06+1.368 pg/mL and 68.94+12.22 pg/mL
values respectively.

3.3.2. p-Carotene/linoleic acid bleaching inhibition
of BETA

The oxidation of linoleic acid produces
hydroperoxides derived free radicals that attack the
chromophore of g-carotene resulting in bleaching of
the reaction emulsion [24]. Table 3 showed that there
was a decrease in absorbance value due to the
oxidation of p-carotene at 400 pg/mL, the n-BuOH
exhibited high antioxidant activity (76.811.60 %; ICso:
234.7149.25 pg/mL) as compared to standards
substances BHA and trolox (93.362£0.11 %; ICso
145.77£7.66 pg/mL and 84.43+1.19 %; ICso:
64.63+18.42 pg/mL) respectively. The presence of
varying amount of antioxidant compounds in BETA
can hinder the extent of p-carotene bleaching by
neutralizing the linoleate free radicals and other free
radicals formed in the system [45].

3.3.3. Peroxidation inhibition of linoilic acid ferric
thiocyanate assay

In this system, the ferrous ion is oxidized by
linoleate radicals such as hydroperoxides to form the
ferric ion which is monitored as a thiocyanate complex
at 500 nm. The antioxidant compounds in the plant
extract prevent oxidation of ferrous ion inhibiting the
linoleate radicals in system [25]. The oxidation of
linoleic acid was effectively inhibited by BETA. The
BETA showed high antioxidant activity with
75.27+0.81 % at 400 pg/mL with ICso: 201.63+8.97
pa/mL; by inhibiting the formation of ferric ion. This
inhibition was clearly compared to the two standard
references trolox and BHA (83.55+0.46 %; ICso:
47,58+8,47 pg/mL and 87.44+0,82 %; I1Csp: 38.73+8.7
pa/mL) respectively. According to our finding, the
beneficial effect of BETA may be attributed to the
presence of high amounts of polyphenols. Our
phytochemical studies on BETA revealed its richness
in polyphenols such as ferulic acid, rosmarinic acid,
cafeic acid, chlorogenic acid and quercetin mentioned
in our work have been revealed antioxidant agents
[46]. Our antioxidant findings are in good agreement
with several studies in the literature, which show that
Thymus species are candidate as potential antioxidant
agents, their richness in rosmarinic acid and its
derivatives have been previously reported for their
antioxidant properties [47]. This potentiality could be
attributed to its unsaturated double bound and the
presence of dihydroxyphenol or catechol structure that
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facilitates the delocalization of the resulting quinones
[48]. The presence of catechol structure in the C11 and
C12 position is also an important element in the
antioxidant activity of romarinic acid. The presence of
a carboxylic group in a phenolic acid dimer like
rosmarinic acid enhances the antioxidant activity of
this compound [47]. Increased oxidative stress is

widely accepted as a participating in the development
and progression of diabetes [3].

3.4. Antidiabetic activities of BETA

3.4.1. Anti-a-amylase and anti-a-glucosidase

activity

Table 4:% a-amylase inhibitory effect and a-glucosidase inhibitory effect of BETA

a-Amylase a-Glucosidase

Concentration (ug/mL) BETA acarbose? BETA acarbose?

50 33.43+1.14 48.9642.75 26.04+0.69 43.99+0.90
100 43.23+1.83 67.21+3.08 34.33+2.04 47.91+1.38
200 61.03+1.45 86.37+4.75 45.65+0.69 64.35+1.20
400 66.16+1.81 92.70+1.45 60.43+1.14 88.18+5.77
600 76.57+0.45 93.46+0.94 64.80+1.20 90.89+0.69
1Cso 132.53+5.24 41.64+4.94 237.79+15.20 85.24+6.69

ICso values is defined as the concentration of 50% inhibition percentages, expressed as Mean+SD (n=3). a :

reference compounds.

The inhibition of a-amylase and a-glucosidase
activities is one of the primary approaches to manage
hyperglycemic conditions of T2D patients [49].
According to current opinions, it is believed that
inhibitory effects against the two key enzymes,
namely a-amylase and a-glucosidase, may from the
present results, BETA effectively inhibits the action of
both a-amylase and a-glucosidase enzyme in a
concentration dependent manner. The percentage
inhibition of the two enzymes varied from 33.43+1.14
% to 76.57£0.45 % and from 26.04+0.69 % to
64.80+1.20 % respectively at a concentration ranging
from 50 to 600 pug/mL compared to acarbose (from
43.99+0.90 % to 90.89+0.69 %) in the same range of
concentration. The ICsg values of BETA for a-amylase
and for the enzyme a-glucosidase inhibition were
respectively (132.53+10.24 pg/mL and 237.79+15.20
pg/mL) comparable to that of acarbose (ICso:
41.64+4.94 pg/mL and 85.24+1.69 pg/mL)
respectively (Table 4). Acarbose is widely used in the
treatment of patients with type 2 diabetes via
inhibiting the upper gastrointestinal glucosidases that
convert complex polysaccharides into
monosaccharides [51]. Dietary polyphenols, in
addition to their antioxidant, have been reported to
exert anti-hyperglycemic by binding to glucose
transporters  [52] and competitively inhibiting
digestive enzymes [53]. In the present study, the
polyphenol-rich BETA extract showed high inhibitory
effects  against both a-glucosidase and
a-amylase (Table 4), revealing that it could implement
a potential anti-diabetes function by inhibiting the two
enzymes. In addition, many herbs rich in phenolic
compounds have been reported to exhibit strong
interaction with proteins and can inhibit their
enzymatic activities by forming complexes and
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changing conformation [26]. This inhibitory activity
of the T. algeriensis extract could be due to the
presence of several phytochemicals such as rosmarinic
acid [54-56]. Many flavonoids, such as rutin,
myricetin, kaempferol and quercetin, have been
previously reported to inhibit a-glucosidase and a-
amylase, these flavonoids exhibit both hypoglycemic
and antioxidant effects in diabetic [57]. Collectively,
our findings based on the refined and their roles could
be directly associated with their specific structural
characteristics, such as the position and number of
hydroxyls and the number of double bonds on
aromatic rings A and B as well as the heterocyclic ring
C [58].

3.4.2. Anti-glycation activity of BETA

Tables
Anti-aglycation of BETA extract (ICso value : pg/mL).

Extract/Satandards BSA- BSA- .
glucose MGO Hb-glygation
BETA 284.9+19.53 | 203.65+5.7 | 254.35+12.43
Aminoguanidine® 75.72+7.12 70.16+£2.72 | 190.15%9.26
Metformine? 111.18+7.71 | 76.20+3.83 | 154.72+6.48

1Cs values is defined as the concentration of 50% inhibition
percentages, expressed as Mean + SD (n=3). a: reference
compounds.

Formation of AGEs that leads to the glycation reaction
of proteins is a hallmark of long-standing
hyperglycemia [59]. It has been revealed that AGEs
play key role in the development of diabetic
complications [60]. Despite glycation inhibitors;
metformin and aminoguanidine; which inhibit the
crosslinking of AGE-BSA in glucose- BSA or free
methylglyoxal scavenger respectively, they have been
limited, due to their cytotoxicity, or because they are
not effective enough to inhibit the glycation process in
chronic hyperglycemia and other side effects [7].
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Thus, there is an urgent demand for new and non-toxic
agent. In the present study, the inhibitory activity of
BETA on the AGE was evaluated using glucose-BSA
and MGO-BSA glycation protein and Hb glycation
model. Table5 showed that BETA proved dose
dependent antiglycation activity when used glucose-
BSA glycation model. At 600 pg/mL, BETA exhibited
(75.56+2.04 %) inhibition of glucose-BSA glycation
with an 1Csp: 284.9+19.53 pg/mL. The two standard
drugs, metformin and aminoguanidine, revealed
(80.98+2.30 %; 85.178+3.56 %) inhibition of AGEs
only at 300 pg/mL with 1Cso: 111.18+7.71 pg/mL and
75.72+7.12 pg/mL respectively. 3-methylglyoxal
(MGO) is considered to be one of the most reactive
precursors of AGEs and is the reactive capable of
causing dicarbonyl stress, influencing normal
physiological functions [61]. In our study, BETA also
had an inhibitory effect on AGEs’ formation when
tested on MGO-BSA glycation at 600 g/ mL
(76.8+0.48%:; ICsp: 203.65+0,70 pg/mL). Inhibition of
MGO-BSA  glycation  for  metformin  and
aminoguanidine were found to be 84.71+2.41 %; 1Cso:
76.20+3.83 % and 88.71+2.41 %; ICso: 70.16+2.72
pg/mL respectively. Autoxidation and disruption of
the electron transport chain protein glycation is a key
molecular basis of diabetic complications resulting
from chronic hyperglycemia [61]. It is believed that
the formation of AGEs over a prolonged period in vivo
especially affects long-lived proteins such as
hemoglobin, hemoglobin Alc, a well-known non-
enzymatic glycation product. Hemoglobin Alc is a
clinical index for diabetes mellitus, where in the N-
terminal amino group of valine is glycated [30]. BETA
succeeded in restricting hemoglobin glycation upon
exposure to 2 % glucose over a 72 hours period and
was able to reach 77.82+2.36 % at 600 pg/mL with an
ICso value of 254.35+2.43 pg/mL, compared to
metformin and aminoguanidine (90.30+1.39 %; ICso:
154.72+6.48 pg/mL and 87.27+2.91 %; ICsp:
190.15+£3.26 pg/mL) respectively (Table 5). It has
been reported that the early stage of the Maillard
reaction is accompanied by the production of a large
amount of free radicals [27,62]. Therefore, we
considered the anti-lipid peroxidation and free radical
scavenging which has been demonstrated by BETA
may have an effective effect on reducing AGEs at the
early stage of glycation. Interestingly, the anti-AGE
effect of BETA could be due to its richness in
polyphenols identified by LC/MS analysis. The most
abundant and potent agents reported were ferulic acid
and rosmanic acid, followed by caffeic acid and
chlorogenic acid. The possible synergistic interactions
of these phenolic compounds have shown antioxidant
properties, which may be beneficial for the anti-AGE
effect [63]. Ferulic acid and chlorogenic acid have
been reported to all significantly inhibit glucose-
mediated protein modification [64], and all can
significantly  inhibit  glucose-mediated protein
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modification [65]. Caffeic and chlorogenic have been
reported to be the major inhibitors of AGE generation
by methylglyoxal in model proteins [58] and could
inhibit AGE production and the subsequent
crosslinking of proteins activity [66,67]. Quercetin
was shown to be effective at the late stage of protein
glycation in the BSA-glucose model and significantly
reduced the production of Amadori hemoglobin.
HbAlc, at the start of the glycation phase [48]
Aminoguanidine, an AGE inhibitor, has been found to
be able to inhibit AGE production by scavenging MG
and ethanedial [57]. The basic structure of phenolic
acid has many hydroxyl groups; therefore, it may have
excellent antiglycative and MG trapping functions
when a benzene ring has one to twoOH groups. The
compound 2,4,6-trihydroxybenzoic acid compound is
believed to have good MG scavenging structure [64].
LC/MS analysis revealed that BETA possesses several
antioxidants such as phenols and flavonoids, which
have been suggested to inhibit the formation of AGEs,
these properties, have been attributed to the structure
of these compounds.

4. Conclusion

Based on these findings; it can be concluded that
BETA exhibited a good inhibition of lipid
peroxidation on different in vitro models
(Fe?*/ascorbic acid system; B-carotene-linoleic acid
model system and linoleic acid ferric thiocyanate
assay). The effectiveness of BETA in combating
diabetics was clarified on several in vitro studies (o-
amylase and a-glucosidase inhibition activity, anti-
AGE activity (MGO-BSA; MGO-BSA; hemoglobin
glycated). The antidiabetic activities of BETA could
be due to its richness in polyphenols identified by
LC/MS analysis, mainly the potent agents, ferulic
acid, rosmanic acid cafeic acid. Synergistic
interactions between all their compounds; can qualify
BETA as an effective agent against diabetic
complications linked to oxidative stress. In addition,
these effects need to be confirmed using in vivo
models for its effective use as therapeutic agents.
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Intitulé

Modulation des altérations physiopathologiques hépatiques et rénales par Thymus algeriensis chez le
rat rendu diabétique

Thése en vue de I’obtention du diplome de doctorat

RESUME
Le présent travail a pour objectif I’évaluation de I’activité antioxydante, antidiabétique, anti-
dyslipidémique ainsi que le réle limitant des complications majeures, telles que les dysfonctionnements
hépatorénaux de la plante Thymus algeriensis. Les études in vitro (utilisant les modeéles : DPPH?,
I’ABTS®, le pouvoir réducteur, phosphomolybdene) ainsi que 1’évaluation de I’activité anti-
peroxydation lipidique (blanchissement B-carotene/acide linoléique, systeme Fe2+/acide ascorbique et
thiocyanate ferrique) ont montré que I'extrait n-BuOH de T. algeriensis (BETA) est associé a une
activité antioxydante tres intéressante.
L’activité antidiabétique a été effectuée in vitro, en mesurant ’activité inhibitrice de
l'a-glucosidase et 1'a-amylase et I’activité antiglycation (anti-AGE), et in vivo, en utilisant le modéle
animal rat-streptozotocine (60 mg/kg). Les rats diabétiques traités par le BETA (200 mg/kg pendant 28
jours) ont manifesté une amélioration significative du poids corporel, une diminution significative de la
concentration de glucose dans le sang et des taux de 'HbAIC. Le BETA a amélioré d’une fagon
significative la fonction rénale (diminution des taux de la créatinine et de 1'urée) et la fonction
hépatique (diminution des taux des AST et ALT).
Le BETA a également diminu¢ d’une facon significative les taux du MDA et a corrigé les parametres
du statut redox hépatique et rénal (SOD, CAT et le systéeme glutathion, GSH, GPX, GST). Les résultats
histologiques ont renforcé les résultats biochimiques en indiquant que le co-traitement avec le BETA a
pu améliorer les anomalies structurales hépatiques (stéatose) et rénales (altération glomérulaires et
tubulaires) induites par la STZ.
Il ressort de ces résultats que I’extrai n-BuOH de la plante Thymus algeriensis, vu sa richesse
qualitative et quantitative en polyphénols confirmée par I’analyse chimique (LC-MS), serait doté d’un
effet anti-dyslipidémique, antioxydant, antidiabétique et il pourrait jouer un rdle néphroprotecteur et

hépato-protecteur.

Mots clés : Diabéte, Streptozotocine, Thymus algeriensis, Hyperglycémie, Dyslipidémie, Stress oxydant.
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