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Résumeé

Le diabete est I'une des maladies chroniques les plus courantes dans le monde. Il est en
progression rapide et est considéré comme un probeme majeur de santé publique. Plusieurs
¢tudes considerent le stress oxydatif comme une source d’apparition et de progression de
cette maladie. Notre étude vise a évaluer ’activité antidiabétique et antioxydante d’une plante
coméstible et médicinale répandue dans la région de Guelma (Quercus suber L ou le chéne
liege). Pour cela, nous avons testé¢ deux doses (250 mg/kg et 500 mg /kg) d’un extait aqueux
des feuilles de cette plante, sur des rats femelles Wistar avec un diabéte induit a 1’alloxane.
L’extrait semble etre riche en composés ayant une forte capacité antioxydante telle que les
polyphenols totaux, les flavonoides et les tanins. La dose 250 mg/kg semble curieusement
étre la plus efficace. En effet, elle diminue I’hyperglycémie, améliore le bilan lipidique,
I’évolution du poids corporel ainsi que le bilan hépatique et rénal des rats diabétiques. Cette
étude a été confortée par des coupes histologiques des ilots de Langerhans presque normaux
des rats diabétiques traités a cette dose. Il est fort probable qu’en raison de sa forte teneur en
principes actifs antioxydants, cet extrait réduit la concentration des produits finaux de la
peroxydation lipidique telle que le MDA, améliore la synthese des enzymes antioxydantes
telles que la catalase (CAT) et des peptides antioxydants endogenes tel que le GSH au niveau
des cellules hépatiques. Finalement nos résultats indiquent que 1’extrait utilisé restaure la

balance prooxydant-antioxydant.

Mots clés: Quercus suber L, phytothérapie, diabéte, stress oxydatif, principes actifs.



Abstract

Diabetes is one of the most common chronic diseases in the world. It is rapidly developing
and is considered a major public health issue. Several studies consider oxidative stress to be a
source of the onset and progression of this disease. Our study aims to evaluate the anti-
diabetic and antioxidant activity of a edible and medicinal plant widespread in the region of
Guelma (Quercus suber L or oak oak). To do this, we tested two doses (250 mg/kg and 500
mg /kg) of aqueous extate from the leaves of this plant, on Wistar female rats with alloxane-
induced diabetes. The extract appears to be rich in compounds with high antioxidant capacity
such as total polyphenols, flavonoids and tannins. The dose of 250 mg/kg seems curiously to
be the most effective. In fact, it decreases hyperglycaemia, improves the lipid balance, the
evolution of body weight as well as the liver and kidney balance of diabetic rats. This study
was supported by histological cuts of near-normal Langerhans islets from diabetic rats treated
with this dose. It is highly likely that due to its high content of antioxidant active ingredients,
this extract reduces the concentration of end-products of lipid peroxidation such as MDA,
improves the synthesis of anti-oxidant enzymes such as catalase (CAT) and endogenous anti-
oxidant peptides such as GSH in liver cells. Finally, our results indicate that the extract used

restores the prooxidant-antioxidant balance.

Keywords: Quercus suber L, herbal therapy, diabetes, oxidative stress, active ingredients
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Introduction

Depuis quelques années, le diabéte est devenu un enjeu majeur pour de santé publique.
Il s'agit d'une maladie qui se manifeste par une hyperglycémie persistante. Elle est considérée
parmi les trois causes principales de déces apres le cancer et les maladies cardiovasculaires.
Une enquéte réalisée en 2016-2017 par le ministére de la Santé, avec ’OMS, a révélé que
plus del4 % des Algériens agés de 18 ans a 69 ans souffrent de diabete, et ce nombre ne cesse
d’augmenter (Barouki et al., 2022).

L’hérédité, la sédentarité conduisant a 1’obésité sont considérés comme étant des
facteurs augmentant le risque de développement de cette maladie (Reilly, 2006 ; Kelishadi,
2007).

Comme toute maladie chronique, la prise en charge du diabéte est couteuse. Elle
nécessite le recours a vie a I’insuline pour le diabéte de type 1 et I’utilisation de médicaments
tel que le glucophage pour le diabéte de type2. L’utilisation prolongée des médicaments
n’étant pas sans risque c’est pour cela qu’on s’est intéressé a la recherche de nouvelles
molécules naturelles moins couteuses et avec moins d’effets secondaires que les produits

chimiques de synthese (Saint-Maurice, 2002 ; Ricci et al., 2010).

De tout temps, les plantes médicinales ont eu une grande influence sur ’homme et ont
occupé une place importante dans sa vie quotidienne, dans le monde et particulierement en
Algérie (Guelailia et Belabid, 2021).

Chaque culture posséde son propre passé d'utilisation des plantes médicinales pour
soigner les affections. L’approche ethnobotanique est d’une grande importance dans le
domaine de la médecine traditionnelle. Les informations ethnobotaniques recueillies dans
plusieurs régions du monde permettent de recenser des remedes thérapeutiques et de
constituer une base de données de plantes médicinales (Bailey et Day, 1989 ; Eddouks et al.,
2007 ; Bouyahya et al., 2021).

En Algérie, on dispose d’une flore singuliérement riche et variée ; on compte environ
3000 especes de plantes dont 15% endémiques et appartenant a plusieurs familles botaniques
mais le recours a la médecine conventionnelle est a ’origine d’un délaissement de ces

pratiques ancestrales (Karouche et al., 2022).

Au fil des années, plusieurs études se sont intéressées au potentiel antidiabétique des

plantes médicinales (Lawaly et al., 2017).



Notre travail vise a étudier et a évaluer I’effet antidiabétique et antioxydant des feuilles
d’une plante trés répandue en Algérie et particulierement dans la région de Guelma, mais pas
suffisamment étudiée : Quercus suber L (Chéne liége). C’est une espece largement répandue
en Algérie appartenant a la famille des fagacées. Elle renferme une variété de principes actifs,
notamment des tanins et d'autres composés phénoliques tels que les flavonoides, dont la
communauté scientifique reconnait les propriétés antioxydants remarquables. Leur capacité a
prévenir les dommages cellulaires associés au processus de vieillissement et aux maladies

telles que le cancer et le diabéte a été démontrée dans plusieurs études (Mandal et al., 2015).
Cette présente étude a porté sur :

- Ladétermination des constituants chimiques (Screening phytochimique) de la poudre
des feuilles de la plante ainsi que de son extrait aqueux.

- Le dosage de certains métabolites secondaires (polyphénols totaux, flavonoides et
tanins)

- L’¢évaluation du potentiel antioxydant de la plante par la méthode du DPPH et du
piégeage du peroxyde d’hydrogene.

- L’évaluation des activités biologiques (I’effet antidiabétique et antioxydant) de deux
doses (250mg/ml et 500 mg/ml) choisies de 1’extrait aqueux préparé a partir des
feuilles de cette plante sur un modéle de rats Wistar femelles en calculant la
concentration de certains paramétres biochimiques sériques importants tels que : la
glycémie, les triglycérides, les protéines totales, 1’urée, la créatinine et la bilirubine.

- Le dosage dans le foie de certains parametres du stress oxydant : MDA, GSH et
Catalase.

- Etenfin la confection de coupes histologiques de pancréas.
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Chapitre I : le diabete sucré

1. Histoire du diabéte

Le diabéte a été pour la premiere fois évoqué dans un papyrus égyptien datant d'environ
1500 av. J.-C. Le terme "diabéte sucré" a été introduit par Thomas Willis, un médecin
britannique du XVlle siécle, en référence a la douceur de l'urine des patients diabétiques,
dérivant du mot latin "Mel" signifiant "miel”. Willis a également observé une augmentation
de sa prévalence malgré sa rareté dans les temps anciens. Ce n'est qu'a la fin du XIXe siécle
que Joseph von Mering et Edouard Hedon ont découvert le lien entre le diabéte et le pancréas,

mettant fin & des siécles de mystere quant a sa cause (Dardari, 2021).

En 1893, Gustave-Edouard Languisse, un pathologiste francais, a fait la découverte selon
laquelle la régulation de la glycémie dependait d'une hormone produite par le pancréas,

appelée insuline (Dardari, 2021).
2. Définition et pathogenése du diabéte

Le diabéte sucré comme un trouble métabolique complexe, aux causes diverses,
caractérisé par une hyperglycémie chronique et des perturbations dans les métabolismes des
glucides, des lipides et des protéines. Ces désequilibres résultent de défauts dans la sécrétion
d'insuline, une inefficacité dans son action, ou dans les deux processus simultanément (lIsrae,
2022).

Produite dans les cellules des flots de Langerhans du pancréas, I'insuline, accompagnée
d'une autre hormone produite par les cellules a du pancréas, le glucagon, sont responsables de
maintenir I'équilibre de la glycémie. A long terme, le diabéte (niveaux élevés persistants de
glucose dans le sang) affecte les yeux, les reins, les nerfs, le cceur et les vaisseaux sanguins. 11
se manifeste par des niveaux élevés de glucose dans le sang, définis par une glycémie a jeun
supérieure a 1,26 g/l (7 mmol/l) et une glycemie élevée a n'importe quel moment de la journée
dépassant 2 g/l (11,1 mmol/l) (Wass et al., 2016 ; Barka, 2024).

L’exces de glucose dans le sang déclenche la sécrétion d'insuline, qui agit ensuite via des
récepteurs spécifiques situés dans les muscles, les tissus adipeux et le foie pour favoriser
I'absorption des glucides, en particulier du glucose (Figure 1). Deux voies principales
conduisent a I'hyperglycémie chronique dans le diabéte : d'une part, la destruction des cellules
B et la baisse de la production d'insuline ; d'autre part, une action insuffisante de l'insuline due

a des problémes dans sa sécrétion et/ou son efficacité (Henri, 2011).
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Figure 1 : Régulation de la glycémie (Ayel et al., 2020).

3. Différents types de diabete

La classification du diabéte est fondée sur les origines de la maladie. On distingue quatre
types : le type 1, le type 2, le diabete gestationnel, ainsi que d'autres types englobant des
déficiences génétiques, des altérations des cellules béta pancréatiques, des diabétes
mitochondriaux et diverses endocrinopathies ou affections pancréatiques (Haefliger et al.,
2005). La grande majorité des cas de diabéte se concentrent dans les types 1 et 2 (environ
15%et 80% respectivement), tandis que les autres formes, comme le MODY (diabete de type
« maturity-onset diabétes of the young »), représentent moins de 5 % des cas (Bonnefont-
Rousselot et al., 2004).

3.1. Diabete type 1

Le diabete de type 1 survient généralement durant I'enfance ou au début de l'adge
adulte, touchant principalement les jeunes. Souvent désigné sous les termes "diabéte sucré" ou
"diabéte juvénile", il requiert des injections quotidiennes d'insuline ou l'usage d'une pompe a
insuline pour assurer la survie. C'est pourquoi on le qualifie d "insulinodépendant”(DID)
(Punthakee et al., 2018). 1l se manifeste par la destruction graduelle de la cellule béta
pancréatique, entrainant ainsi une diminution de la production d'insuline. 1l représente environ
5 a 10 % des cas de diabete. Cette affection résulte d'une prédisposition génétique,
probablement en réaction a un facteur environnemental encore inconnu (Mehida et Melaikia,
2017 ; Zerif, 2017). La présence danticorps circulants spécifiques, la prédisposition

génétique, principalement associée au complexe majeur d'histocompatibilité (CMH), et le réle
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de I'immunité cellulaire suggérent fortement une origine auto-immune. Ces autoanticorps
circulants permettent de prédire I'apparition du diabéte chez les populations a risque avant
méme que la glycémie ne soit élevée (Todd et Bluestone, 2010). De nombreuses stratégies
d'intervention précoce, avant ou au début du diabete clinique, n'ont pas réussi a ralentir la
diminution des cellules béta. Pour évaluer le risque de diabete de type 1, il est nécessaire
d'examiner les antécédents familiaux de la maladie, en considérant le sexe et I'dge des
membres de la famille au moment du diagnostic, ainsi que d'analyser le profil immunitaire et

les marqueurs génétiques du patient. (EKkoé et al., 2013 ; Marchand et Thivolet, 2016).
3.2. Diabéte type 2

Le diabéte type 2, anciennement nommé Diabéte non insulinodépendant (DNID) est une
maladie hétérogene, non auto-immune (Naim et al., 2020). Le diabete de type 2 se caractérise
par une élévation durable du taux de sucre dans le sang, due a l'incapacité de I'organisme a
répondre efficacement a [linsuline, et résultant de deux dysfonctionnements liés,
I'insulinorésistance et l'insulino-déficience. Cette hyperglycémie est accompagnée de divers
symptomes tels que la soif excessive (polydipsie), une augmentation de la production d'urine
(polyurie), la fatigue (asthénie), une augmentation de l'appétit (polyphagie), une perte de
poids ou une obésité, et des altérations de la conscience pouvant conduire a un coma fatal.
Souvent, le diabéte de type 2 reste asymptomatique pendant de nombreuses années, avec pres
de la moitié des cas non diagnostiqués. Il apparait généralement apres I'dge de 40 ans et
représente entre 90 et 95 % des cas de diabéte. Sa prévalence augmente en paralléle avec le
vieillissement de la population, l'urbanisation, la sédentarité et I'obésité croissante
(Mohammed Aggadet Benarbia, 2019).

4. Etiologie et facteurs de risque du diabéete

Le diabéte peut se présenter sous divers types, chacun ayant ses propres causes (Savard,

2015). Ci-dessous, nous décrivons les facteurs déclencheurs de chaque type de diabete.
4.1. Etiologie du diabete de type 1
4.1.1. Facteurs environnementaux et génétiques

Le diabéte de type 1 est une condition auto-immune qui se caractérise par la destruction
progressive des cellules béta dans le pancréas, présentes dans les ilots de Langerhans. Bien
gue nous comprenions de mieux en mieux le processus auto-immun, des incertitudes

persistent quant aux declencheurs, notamment en ce qui concerne les facteurs



Chapitre I : le diabete sucré

environnementaux pouvant jouer un role chez les individus a risque. La découverte des
marqueurs HLA associés a une prédisposition genétique a développer le diabéte de type 1 a
été une avancée majeure dans la comprehension de cette maladie complexe (Abbou et al.,
2021). Cependant, la présence de marqueurs génétiques de prédisposition ne conduit pas
automatiqguement au développement de la maladie. De plus, l'augmentation marquée de
Iincidence du diabéte de type 1 dans certains pays ne peut étre uniquement attribuée a des
facteurs génétiques. Ainsi, des éléments environnementaux comme certaines infections
virales, des toxines alimentaires, le recours a l'allaitement artificiel chez les nourrissons ou
encore une carence en vitamine D ont été identifiés comme des facteurs potentiels (Figure
02) (Pundziute-Lycka et al., 2002; Weets et al., 2002). La vitamine D est essentielle pour
maintenir la tolérance du corps envers ses propres tissus et pour prévenir les réponses auto-
immunes. Il est également notable qu'un site de réponse a la vitamine D existe dans la région
promotrice du gene HLA-DRB1*0301. Les cellules du systeme immunitaire infiltrent les Tlots
pancréatiques, phénomene appelé insulite, ou elles peuvent exercer une action cytotoxique sur

les cellules et provoquer une inflammation chronique (Daems et al., 2019).
4.1.2. Infections virales

Outre les influences génétiques sur le diabéte insulinodépendant, les chercheurs
explorent de maniere active les facteurs environnementaux, en particulier viraux, susceptibles
d'étre impliqués dans son développement (Figure 2). Les entérovirus sont parmi les
principaux candidats, étant donné que leur présence génomique a été observée chez de
nombreux patients récemment diagnostiqués, et des études expérimentales ont confirmé leur
capacité a déclencher le diabéte dans certains modeles (Geravandi et al., 2020). Les
entérovirus ciblent spécifiquement la cellule béta du pancréas, entrainant une diminution de la
synthése d'insuline. En outre, ils pourraient déclencher une réaction auto-immune en imitant
certains antigenes viraux similaires a ceux présents dans la cellule béta pancréatique, ce qui
provoque une attaque du systéme immunitaire contre ces cellules. (Dubois-Laforgue et
Timsit, 2000 ; Van Belle et al., 2011). Par ailleurs, I'infection persistante par le virus de
I'népatite C (VHC) est liée a une hausse de l'incidence de l'insulinorésistance et du diabete
sucré. Entre 10 % et 30 % des patients porteurs d'une infection chronique par le VHC
développent un diabéte sucré, selon le degré de latteinte hépatique. Les altérations
métaboliques associées a cette infection semblent résulter de I'effet direct du virus C sur les
voies de signalisation de l'insuline. L'infection par le VHC accentue l'insulinorésistance, de

maniére indépendante des autres caractéristiques du syndrome métabolique (Petit, 2018).
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4.1.3. Facteurs immunitaires

Le diabéte de type 1 peut étre lié a d'autres troubles auto-immuns tels que les maladies
thyroidiennes, la maladie cceliaque et certains types d'anémie. Ces maladies sont
généralement déclenchées par des anticorps impliqués dans le processus auto-immun tels que
: les anticorps anti-iléts (ICA), les anticorps anti-GAD (anticorps dirigés contre une enzyme
ubiquitaire exprimée au niveau des cellules pancréatiques dans les processus auto-immun), les
auto-anticorps anti-insuline (retrouvés surtout chez ’enfant), 1’anticorps anti-l1A2 (anticorps
dirigé contre une phosphatase membranaire des cellules béta de Langerhans) (Figure 2)
(Allan, 2008 ; Carneir et Dumont, 2009 ; Grimaldi et Hartemann-Heutier, 2013; Dubois,
2010).

Cellules B des [ Cellules B des Cellules § des |
flots de TEERREE flots de EERERETRERY = flots de
Langherans " Langherans Langherans

Insuline Insuline Insuline

e Asymptomatique : phase de pré-diabéte Sympto q
- (dure en moyenne S 10ans) diabéte de 1y

Figure 2 : Interaction entre facteurs génétiques, environnementaux et systéme immunitaire

lors de la destruction auto-immune des cellules B de Langerhans (01).

4.2. Etiologie du diabéte type 2

Le diabéte de type 2, aussi appelé diabéte non insulino-dépendant, est la forme la plus
répandue de diabéte, touchant environ 90 % des cas. Il survient généralement chez les adultes
de 40 ans et plus, avec comme principaux facteurs de risque le surpoids, I'obésité et le manque
d'activité physique. Contrairement au diabéte de type 1, le diabéte de type 2 est davantage lié
a des facteurs environnementaux qu'a des prédispositions génétiques (Slama, 2000). Parmi

ces facteurs nous pouvons citer (Figure 3) :
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Figure 3: Interaction entre facteurs génétiques et environnementaux dans la pathogénése du
diabete de type2 (01).

* Obésité

L'indice de masse corporelle (IMC) est utilisé pour mesurer I'obésité en divisant le poids
(en kilogrammes) par le carré de la taille (en métres). Un IMC égal ou supérieur a 30 kg/m?
est le seuil définissant lI'obésité chez les adultes des deux sexes (Amelus, 2016). L'IMC, ou
Indice de Quételet (BMI : body mass index), est largement utilisé comme référence
internationale. 1l est calculé pour évaluer le pourcentage de graisse corporelle et le risque de
décés (Logue et al., 2011).

Ainsi, La définition de I'obésité se base principalement sur les risques pour la santé plutét
que sur la quantité absolue de graisse corporelle (Boirie, 2009). Pour les adultes, on prend

actuellement en compte que:

- L’intervalle de I'IMC associé au moindre risque pour la santé est situé¢ entre 18,5 et
24,9 kg/m? et le « surpoids » correspond un IMC compris entre 25 et 29,9 kg/m? ;
- L’obésité est définie par un IMC de 30 kg/m?.
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- L’obésité sévere par un IMC > 35 kg/m? et < 40 kg/m? et « I’obésité massive » par un

IMC > 40 kg/m?.

Les changements dans I'équilibre métabolique contribuent a une détérioration graduelle du
métabolisme des glucides, en particulier la diminution de la fonction de la cellule béta du
pancréas. Les caractéristiques biologiques du diabete chez les individus obéses incluent une
hyperglycémie prolongée, une dyslipidémie, un excés d'acides gras et de triglycérides
circulants, ainsi que des niveaux élevés de cytokines pro-inflammatoires associées a
I'insulinorésistance (Wandell et al., 2014). Une élévation chronique de la glycémie présente
un risque toxique pour divers tissus et organes, y compris les cellules béta (phénoméne de
glucotoxicité). De méme, une exposition prolongée des cellules béta a des concentrations
anormalement élevées d'acides gras induit des altérations morphologiques et fonctionnelles
(phénomene de lipotoxicité), particulierement lorsque I'hyperlipidémie et I'hyperglycémie
sont simultanées. Enfin, Plusieurs études ont indiqué que I'obésité abdominale est liée a un
état inflammatoire de faible intensité persistant, ce qui joue un réle dans le développement de
la résistance a l'insuline et du diabete de type 2. (Bernard et al., 2013). L'insulinorésistance
est un trait commun au diabete de type 2 et a lI'obésité ; elle résulte d'une diminution de la
réactivité de I'insuline dans les tissus cibles tels que le foie, les tissus adipeux et les muscles
squelettiques. (Tan-Chen et al., 2020). Le surplus de poids ou la prise de poids favorisent
I'accumulation de graisse dans la région abdominale, identifiable cliniquement par un tour de
taille excessif, contribuant ainsi a l'insulinorésistance. De plus, une sécrétion augmentée
d'adipokines telles que le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a), l'interleukine 6 et la
résistine pourrait également participer a ce mécanisme (Stumvoll et al., 2005). A I’inverse, le
tissu adipeux sécrete moins d’adiponectine insulino-sensibilisatrice au cours de 1’obésité

(Kadowaki et al., 2006).
= Age

La prévalence du diabete diminue apres 75 ans en raison d'une surmortalité liée a la
maladie, avec la majorité des patients agés entre 55 et 75 ans. Cependant, I'augmentation de
I'espérance de vie joue également un role dans cette épidemie. Toutefois, le diabéte est trés
présent chez les enfants (Sinha et al., 2002). 25 % des enfants obéses présentent une
intolérance au glucose détectée par des tests d'hyperglycémie orale, tandis que 4 % des
adolescents développent un diabete de type 2. Avec l'avancée en age, il y a une diminution

naturelle de la sécrétion d'insuline, une réduction de la masse musculaire qui consomme le
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glucose, et peut-étre une diminution de la sensibilité a I'insuline, tous ces facteurs favorisant

I'apparition de la maladie (Rigalleau et al., 2003).
=  Glycémie

Les études prospectives ont démontré qu'un niveau de glycémie légérement inférieur au
seuil définissant le diabete, aussi bien a jeun qu'aprés un test de tolérance au glucose, était

associe a un risque nettement accru de développer la maladie (Klaa et Menia, 2022).

= Facteurs génétiques

La présence d'un membre atteint de diabéte de type 2 au sein d'une famille augmente le
risque de survenue de la maladie chez les autres membres de cette famille, ce qui suggere une
composante génétique dans le développement du diabéte de type 2 (Lange, 2004). Des études
ont révélé I'influence des variations génétiques sur la régulation de la sécrétion d'insuline et
son interaction avec les tissus cibles, soulignant ainsi l'importance de la génomique
nutritionnelle dans la susceptibilité au diabete de type 2 (DT2), son évolution et I'obésité.
Cette branche de la science explore comment les nutriments, qu'ils soient macro ou
micronutriments ainsi que le stress et les toxines provoquent la modification et I'expression
des genes qui controlent le métabolisme et I'équilibre énergétique. Cette modification peut
étre, soit transitoire, soit permanente, et donc transmissible a la génération suivante (Figure
04) (Bernard et al., 2013).

= Grossesse

Le diabete gestationnel peut étre identifié des la 24éme semaine de grossesse par un test
de glycémie a jeun. Environ 3 % des femmes enceintes en sont affectées, mais il tend a
disparaitre apres I'accouchement. Cependant, il constitue un facteur de risque accru de diabéte

de type 2 a I'avenir, tout comme la naissance d'un enfant de plus de 4 kg (Grimaldi, 2020).

Le diabéte gestationnel se manifeste par une intolérance au glucose détectée pour la
premiére fois pendant la grossesse. Sa prévalence varie considérablement mais augmente dans
le monde entier, en raison de I'épidémie croissante d'obésité et de diabéte. Sa
physiopathologie est similaire a celle du diabéte de type 2, impliquant une résistance accrue a
Iinsuline suivie d'un déficit de la fonction des cellules béta pancréatiques (Zhu et Zhang,
2016). Les mesures hygiéno-diététiques restent la principale approche thérapeutique,

complétée par l'insulinothérapie en cas de besoin. Un suivi post-partum est indispensable pour
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les patientes en raison du risque élevé de développer un diabéte dans le futur (Pirson et al.,
2016).

= Hypertension arterielle

Le diabete et I'nypertension artérielle (HTA) sont fréqguemment associés en raison de
plusieurs facteurs communs tels que le surpoids, I'obésité et la sédentarité. Environ 80 % des
personnes atteintes de diabéte de type 2 ont également de I'hypertension, et vice versa.
Souvent, I'nypertension se manifeste méme avant l'apparition du diabéte. De plus, le diabéte
peut contribuer a la rigidité des arteres, augmentant ainsi la pression artérielle (Bonnet, 2013).
La pathogenése de I'hypertension chez les diabétiques est complexe, impliquant divers
facteurs biologiques, environnementaux et une prédisposition génétique. Par conséquent,
I'nypertension chez les diabétiques est associée a un risque accru de complications et de
problémes de santé. Les diabétiques dont la pression artérielle n'est pas contrélée (c'est-a-dire
avec une valeur cible de moins de 130/80 mm Hg) ont un risque de mortalité et de morbidité
plus élevé (Campbell et al., 2011). Il est crucial de prendre en compte simultanément, sans
établir de priorité, la pression artérielle, la glycémie et le taux de LDL-cholestérol, tout en
modifiant les habitudes hygiéno-diététiques et d'identifier précocement les patients les plus a
risque et de commencer rapidement un traitement combiné avec des objectifs de traitement

stricts (Yannoutsos et al., 2012).
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1. Définition

Le stress oxydant se caractérise par une accumulation excessive de radicaux libres dans
I'organisme, résultant en un déséquilibre entre les especes réactives de l'oxygéne et les
mécanismes de defense antioxydants. Ce déséquilibre peut étre induit par divers facteurs tels
que le stress chronique, l'inflammation persistante, et l'exposition a des agents toxiques
environnementaux (Pincemail et al., 2002 ; Brenneisen et al., 2005). Des recherches ont
révélé que les facteurs alimentaires, en particulier les micronutriments, jouent un réle dans la

régulation de ce processus (Berger, 2006).

Le terme "prooxydant” fait référence a toute substance réactive a I'oxygeéne et a l'azote,

qu'elle soit sous forme radicale ou non radicale (Achach, 2006).
2. Radicaux libres

Un radical libre est une entité chimique, qu'il s'agisse d'une molécule ou d'un atome, qui
posséde un ou plusieurs électrons célibataires et peut exister de maniere autonome. Ces
radicaux libres sont instables et hautement réactifs, avec une durée de vie trés bréve. Pour
atteindre la stabilité, ils ont toujours tendance a remplir leur orbitale en capturant un électron,
généralement par lI'oxydation d'un autre composé (Malardé, 2012). Cette capacité rend les
radicaux libres capables d'interagir avec diverses molécules et éléments constitutifs des
cellules, tels que l'acide nucléique, les lipides, les protéines et les glucides (Merabet et al.,
2007).

2.1. Types des radicaux libres

Dans les systemes biologiques, les espéces les plus significatives de radicaux libres sont
les espéces réactives de l'oxygene (ROS, pour "reactive oxygen species") et les especes

réactives de lI'azote (RNS, pour "reactive nitrogen species™) (Ré et al., 2005).
2.1.1. Espéces réactives de I’oxygéne (ERQO)

Méme si l'oxygene est nécessaire a la vie, il peut avoir des effets nocifs sur I’organisme en

créant des radicaux libres et des espéces réactives de I'oxygene (ERO) (Haleng et al., 2007).

Les "ERO" peuvent étre sous forme de radicaux ou non, et elles sont plus réactives
énergétiguement que lI'oxygéne moléculaire. Leur formation peut étre déclenchée par divers
facteurs, qu'ils soient internes comme les réactions enzymatiques ou externes tels que

I'exposition aux rayons UV et la présence de traces de métaux (Henri, 2010).
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2.1.1.1. Espeéces radicalaires

» Radical super oxyde (0*")

Sa production intervient dans les réactions métaboliques cellulaires, soit par auto-

oxydation, soit grace a l'action d'enzymes comme les oxydases (Boyer, 2016).

» Radical hydroxyle (OH")

Il apparait lors de diverses réactions chimiques cellulaires impliquant I'hydrogene, étant

ainsi parmi les radicaux libres les plus réactifs (Boussayoud et Chaibeddra, 2021).
2.1.1.2. Espéces non radicalaires

D'apres la classification de Haton (2005), ils ne sont pas considérés comme des radicaux
proprement dit, mais ils demeurent toxiques et ont la capacité de réagir pour engendrer
d'autres radicaux libres : Oxygene singulier ('Oz), Peroxyle (ROO°), Peroxyde d‘hydrogene
(H202), Hypochloreux (HOCI) et 1°‘Hydro peroxyde organique (ROOH).

2.1.2 Espéces réactives de L azote (ERN)
2.1.2.1. Monoxyde d’azote (NO*)

Le monoxyde d'azote est un radical libre présent partout et sous forme gazeuse, hautement
diffusible. 1l est produit a partir de la L-arginine par les NO synthéses (NOS), en utilisant des
cofacteurs tels que le NADPH, le FAD, la calmoduline et la tétrahydrobioptérine (BH4)
(Gardés-Albert, 2006).

2.2. Source des radicaux libres
2.2.1. Source externe

Plusieurs éléments favorisent la production de radicaux libres, notamment la pollution
atmosphérique, la fumée de cigarette, la consommation d'alcool, un taux élevé de sucre dans
le sang, une alimentation riche en acides gras polyinsaturés, I'exposition aux radiations, un
apport excessif ou insuffisant en oxygene dans le corps, des exercices physiques intenses et

prolongés, une surconsommation ou une insuffisance d'antioxydants (Favier, 2003).
2.2.2. Source interne

Les (ROS) sont générées par diverses enzymes telles que la NADPH oxydase (NOXs),

laxanthine oxydase, les cyclo-oxygénases, les lipoxygénases, le cytochrome P450, la NO

14



Chapitre 11 : Stress oxydatif

synthese endothéliale et les enzymes de la chaine respiratoire mitochondriale (Drummond et
al., 2000). Environ 2 % de l'oxygéne utilisé au niveau mitochondrial est converti en espéces
réactives de I'oxygéne (ERO) (Chima et Kebir, 2023). La production de monoxyde d'azote
(NO-) est réalisée par la transformation de la L-arginine en L-citrulline en deux étapes :
commengcant par I'nydroxylation d'un azote du groupe guanidine de la L-arginine en formant
un compose intermédiaire instable appelé Ng-OH-L-arginine, qui se décompose ensuite en L-

citrulline et en monoxyde d'azote (NO-) (Darblade et al., 2000).
2.3. Roles des radicaux libres

Les radicaux libres sont impliqués dans de nombreuses fonctions physiologiques
essentielles, telles que la phagocytose et la régulation de la croissance (Belafrites et al.,
2008), ils contribuent au fonctionnement de certaines enzymes, a la défense immunitaire
contre les agents pathogeénes, a l'apoptose des cellules tumorales, a la régulation de la
dilatation capillaire, au fonctionnement des neurones, notamment ceux de la mémoire, a la
fécondation de l'ovule, et a la régulation des genes (Favier, 2003). Les radicaux libres jouent
un réle dans la production d'énergie et la signalisation intracellulaire. Cependant, un
déséquilibre peut survenir, soit par manque d'antioxydants, soit par une surproduction de
radicaux, ce qui est connu sous le nom de "stress oxydant" (Ardestani et Yazdanparast,
2007).Certains radicaux libres visent les mitochondries, perturbant ainsi leur capacité a

générer de I'énergie. D'autres s'attaquent a I'ADN (Bechan et al., 2014).
3. Cibles biologiques du stress oxydant

L'excés de radicaux libres entraine des dommages directs sur les molécules biologiques,
tels que I'oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides et des glucides. De plus, il provoque
des dommages secondaires en libérant des métabolites cytotoxiques et mutagénes, en
particulier lors de I'oxydation des lipides. En réponse a ces composés anormaux, l'organisme
peut produire des anticorps, mais ceux-ci peuvent malheureusement devenir des auto-

anticorps, déclenchant ainsi une troisiéme phase d'attaque chimique (Favier, 2003).
3.1. Lipides

Les acides gras polyinsatures, tels que I'acide linolénique ou l'acide icosapentaénoique,
sont les principales cibles des especes reactives de l'oxygéne (ROS) en raison de leurs
multiples liaisons doubles. Les réactions radicalaires entrainent la peroxydation lipidique,

responsable du rancissement, notamment en milieu in vitro (Daniel, 2014).
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3.2. ADN

La guanosine, l'une des quatre bases constitutives de I'ADN, est vulnérable a
l'attaquedes especes reactives de l'oxygene (ERO), se convertissant en 8-hydroxy-2'-
déoxyguanosine (8-OHdG). Lors de la réplication de I'ADN, le couplage de la 8-OHdG avec
I'adénine induit une mutation G-T dans le brin complémentaire de 'ADN (Pincemail et al.,
2009).

3.3. Protéines

Les acides aminés présentent des sensibilités variables aux especes réactives de I'oxygene
(ERO). Les plus réactifs incluent I'histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la
tyrosine. L'attaque radicalaire d'un acide aminé conduit a I'oxydation de certains résidus,
entrainant la formation de groupes carbonylés, des ruptures de chaines peptidiques et la
formation de ponts bi-tyrosine intra- et inter-chaines. La plupart de ces dommages sont
irreparables et peuvent entrainer des altérations fonctionnelles significatives, telles qu'une
incapacité a reconnaitre un ligand par un récepteur ou une perte d'activité enzymatique.
Certaines protéines oxydées ne sont que peu dégradées et forment des agrégats qui
s'accumulent tant dans les cellules ainsi que dans le milieu extracellulaire (Haleng et al.,
2007).

3.4. Lipoprotéines

Lorsque les lipoprotéines circulantes subissent une attaque radicalaire, cela conduit a la
formation de LDL oxydées, qui sont ensuite captées par des récepteurs spécifiques présents
sur les macrophages. Contrairement a d'autres récepteurs, l'activité de ceux-ci n'est pas
régulée par la concentration intracellulaire en cholestérol. Ce processus entraine
progressivement la transformation des macrophages en cellules spumeuses, ce qui joue un
role crucial dans les premieres phases de I'athérosclérose. De plus, ces LDL oxydées ont des
propriétés immunogeénes, et les complexes immuns ainsi formés peuvent déclencher la voie
classique du complément et induire la secrétion de cytokines pro-inflammatoires par les

macrophages (Haleng et al., 2007).
3.5. Sucres

En présence de metaux, l'oxydation du glucose peut générer des céto-aldéhydes, du

peroxyde d'hydrogene (H20:) et des anions superoxydes (OH"). Cela peut également entrainer
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la fragmentation des protéines et leur glycation par liaison avec les céto-aldéhydes (Bennouar
et al., 2022).

4. Les Antioxydants

4.1. Définition

Les antioxydants sont des composés chimiques qui ont la capacité de neutraliser ou de
réduire les dommages provoqueés par les radicaux libres dans le corps, tout en contribuant a
maintenir des concentrations d'espéces reactives de I'oxygene (ERO) non toxiques au sein des
cellules (Favier, 2003). Ces composes sont employés pour prévenir le processus de
vieillissement, ainsi que de nombreuses affections cardiovasculaires et neurodégénératives,
ainsi que l'inflammation, résultant de la surproduction de radicaux libres. 1ls sont également
ajoutés aux aliments pour prévenir le rancissement et la décoloration, généralement causés par
I'oxydation induite par I'exposition a I'oxygéne, a la lumiere, a la chaleur et éventuellement a

certaines enzymes (Scarim et al., 2019).

Les antioxydants englobent une grande variété de substances, comprenant des petites
molécules liposolubles telles que la vitamine E et le B-carotene, ou hydrosolubles comme la
vitamine C et I'acide urique, ainsi que des protéines dotées d'une activité enzymatique telles
que le super oxyde dismutase, le glutathion peroxydase, la catalase, etc. Ils peuvent également
étre non enzymatiques, agissant comme des chélateurs de métaux. Ces antioxydants peuvent
étre produits naturellement par l'organisme (endogéne) ou provenir de sources externes

(exogene), et ils peuvent étre d'origine naturelle ou synthétique (Guo et al., 2006).
4.2. Classification des antioxydants

Les principales sources des antioxydants sont :
4.2.1. Antioxydants enzymatiques

Ce sont des antioxydants endogénes constituent la premiére barriére de défense de notre
organisme contre les ERO (Baba et Mc-Grath, 2008 ; Bensakhria, 2018).

4.2.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)

La SOD est une métalloprotéine qui agit en éliminant I'anion super oxyde par un
processus de dismutation. Ce mécanisme entraine la formation d'une molécule d'oxygene et
d'une molécule de peroxyde d'hydrogene a partir de deux molécules de super oxyde (Hocine
etGorine, 2017).
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SOD
20, + 2H* » HO2 + O,

4.2.1.2. Catalase (CAT)

Cette enzyme est principalement présente dans les peroxysomes, les hépatocytes, les
érythrocytes et les tissus rénaux. Elle favorise la conversion du peroxyde d'hydrogene en

oxygene et en eau (Mahieddine, 2017).

CAT

4.2.1.3. Glutathion peroxydases (GPx)

Les glutathion peroxydases favorisent la réduction du peroxyde d'hydrogéne (A) en
oxydant deux molécules de glutathion GSH réduites en GSSG. De maniére plus générale,
elles assurent la conversion des hydro peroxydes organiques, notamment des lipides de type
ROOH, en alcools (ROH) (B) (Dubois, 2015).

(A) 2 GSH + H,0, — GSSG + 2H,;0
(B) 2 GSH + ROOH —GSSG + ROH + H,O

4.2.1.4. Glutathion réductase (GR)

La glutathion réductase participe de maniére indirecte a la défense antioxydants en
régenérant le glutathion réduit (GSH) a partir du glutathion oxydé (GSSG), en utilisant le
NADPH comme donneur d'électrons. Etant donné que la concentration cellulaire en
glutathion est limitée, il est essentiel de le maintenir réduit en permanence pour que la

glutathion peroxydase puisse continuer a fonctionner efficacement (Garait, 2006).

GSSG +NADPH — NADP+ 2GSH
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4.2.1.5. Thioridoxine peroxydases (Trx)

Il s'agit d'une sélénoenzyme dépendante du NADPH qui est responsable de la
réduction et de I'élimination du peroxyde dhydrogene (H202), des hydro peroxydes
organiques (ROOH) et du peroxyde d'azote (ONOO™) (Bensakhria, 2018).

ROOH + NADPH + H* — ROH + H,O + NADP*

4.2.2. Antioxydants non enzymatiques

Certains composés chimiques de faible poids moléculaire agissent comme
antioxydants sans jouer de role catalytique. On distingue deux catégories : les antioxydants
non enzymatiques endogenes, que la cellule eucaryote est capable de synthétiser, et les

antioxydants non enzymatiques exogenes, provenant de l'alimentation (Sharifi et al., 2020).
4.2.2.1. Antioxydants non enzymatiques endogenes

Il existe plusieurs agents réducteurs endogenes capables de protéger I'organisme contre les
especes reactives de lI'oxygéne (ROS). Parmi les plus importants figurent le glutathion, la
bilirubine, I'acide urique, la coenzyme Q, la mélatonine et l'acide lipoique (Sharifi et al.,
2020).

s Glutathion (GSH)

Le glutathion, un tri peptide, participe a de nombreux processus intracellulaires. Son role
dans la détoxification du peroxyde dhydrogéne et d'autres hydro peroxydes par voie
enzymatique est bien établi, tout comme son implication dans la protection des lipides, des

protéines et des acides nucléiques contre I'oxydation (Delattre et al., 2005 ; Hervé, 2006).
s Acide urique

L'acide urique résulte de I'accumulation finale du catabolisme des purines et est notable
dans le plasma humain avant son excrétion par les reins (Lacolley et al., 2007). Sous forme
d'urate dans un environnement physiologique, l'acide urique démontre des propriétés
antioxydants contre les radicaux hydroxyles (HO") et les peroxydes organiques (RO2) in vitro
(Delattre et al., 2005).
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« Bilirubine

Elle existe sous deux formes, oxydée et réduite, capable de neutraliser les radicaux
hydroxyles (HOe), peroxydes organiques (ROO¢), hypochlorites (HOCI*) et l'oxygene
singulet (O2°) (Packer et al., 2001). De plus, il peut chélate les métaux lourds tels que le fer
et le cuivre, et régenérer certains antioxydants endogenes et exogenes comme les vitamines C
et E (David, 2015).

4.2.2.2. Antioxydants non enzymatiques exogenes

Etant donné que leurs principales voies de synthése se trouvent souvent uniquement dans
les cellules microbiennes ou végétales, les antioxydants exogenes doivent étre constamment
apportés par l'alimentation (Sharifi et al., 2020). De nombreux composés présents dans notre
alimentation, tels que les vitamines, les nutriments et les composés naturels, sont considéerés

comme des antioxydants (Laib et Megag, 2020).
Les antioxydants exogenes les plus populaires sont :

+ Vitamine C

L'acide ascorbique, plus communément appelé vitamine C, est un antioxydant puissant
caractérisé par ses propriétés hydrosolubles. Il agit en inhibant la peroxydation des lipides

dans le plasma (Fatmi, 2014).

Présente dans le cytosol et dans le liquide extracellulaire, la vitamine C a la capacité de
capturer directement les radicaux libres tels que 1'O2" et I'OH'. En plus de sa fonction dans la
production de vitamine E, elle peut réduire d'autres biomolécules oxydées et agir comme un

piege direct pour les radicaux libres (Evans et al., 2002).

+ Vitamine E

La vitamine E, faisant partie de la famille des tocophérols, est une molécule naturelle
lipophile présente dans l'alimentation (Toussaint et al., 2003). En tant que substance
liposoluble, elle se lie aux membranes cellulaires, ce qui lui permet de piéger les radicaux
libres et d'empécher la propagation des réactions de peroxydation lipidique (Evans et al.,
2002).
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+ p-Carotene

Outre son rdle de précurseur de la vitamine A, elle a également la capacité de piéger les
molécules d'oxygene singulet. On la retrouve dans les légumes verts, les épinards, la salade,

les carottes, les abricots, le melon, la papaye et d'autres fruits jaunes (Ahmet, 2003).
+ Sélénium

Le sélénium (Se) est un élément minéral essentiel pour I'organisme, jouant un réle crucial
dans la protection des cellules et de leurs composants contre les dommages causés par les
radicaux libres. De plus, il agit en tant qu'agent de détoxification et de neutralisation des
métaux lourds tels que le cadmium, le mercure et le plomb, tout en activant I'oxydation des
xénobiotiques organiques. Le sélénium (Se) se trouve dans les aliments riches en protéines
animales tels que la viande, les ceufs, les poissons et le lait, ainsi que dans les céréales et

certains fruits secs (Delattre et al., 2005).

+ Polyphénols

Ces composeés peuvent exercer une action en tant qu'antioxydants en prévenant la
formation d'especes radicalaires. 1ls y parviennent en inhibant les enzymes impliquées dans la
production de radicaux libres, telles que la xanthine oxydase et la protéine kinase C, en
chélatant les métaux lourds, ou en agissant comme donneurs d'hydrogene dans les milieux

aqueux ou lipidiques (RochaGuzman et al., 2007).

Les plus courants parmi ces composés sont les anthocyanes, les tanins et les flavonoides ;
ces derniers étant dotés d'une activité biologique significativement influencée par le type et la
position des substituants, en particulier la présence des groupes hydroxyles (Boizot et
Charpentier, 2006 ; Bouchouka, 2016).

5. Maladies liées au stress oxydatif

Le stress oxydatif est impliqué dans un large éventail de maladies, soit en tant que
déclencheur, soit en contribuant a leurs complications. La plupart des maladies liées au stress
oxydatif surviennent avec I'age, car le processus de vieillissement diminue les capacités de

défense antioxydants (Sohal et al., 2002).

Le stress oxydatif est également un facteur qui favorise I'émergence de maladies
multifactorielles telles que le diabéte, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies

cardiovasculaires (Florence, 2016).
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Les principales causes de ce stress oxydatif peuvent étre soit nutritionnelles, dans le cas de
carences en vitamines et oligo-éléments, ou au contraire de surcharges en facteurs pro-
oxydants tels que le fer et les acides gras. Elles peuvent aussi étre accidentelles, résultant
d'une inflammation, d'une exposition a des xénobiotiques pro-oxydants, ou avoir une origine
génétique. Souvent, une combinaison de ces différents facteurs contribue au mécanisme

pathogene (Berger, 2006).

6. Implication du stress oxydant dans le diabéte (Glucotoxicitéliée a

I’hyperglycémie)

De nombreuses affections, dont le développement est lié au stress oxydant, ont été
identifiées. Outre les maladies cardiovasculaires, ou I'oxydation des lipides est impliquée, et
le cancer, ou l'oxydation de I'ADN joue un rdle crucial, des avancées significatives ont été
réaliseées dans le domaine du diabéte, notamment en ce qui concerne l'obésité et le syndrome

métabolique (Haleng et al., 2007).

Plusieurs mécanismes pathogéniques contribuent a accroitre le stress oxydant et semblent
jouer un role dans l'apparition des complications liées au diabete (Figure 5) (Haleng et al.,
2007).

6.1. Activation de la voie des polyols

En situation d'hyperglycémie, I'hexokinase, responsable de la phosphorylation du
glucose pour son utilisation dans les voies de la glycolyse et des pentoses phosphates, atteint
sa saturation. Par conséquent, le glucose est converti en sorbitol puis en fructose,
respectivement par l'action de I'aldose réductase et du sorbitol déshydrogénase. Ces réactions
entrainent une augmentation du rapport NADH/NAD", ce qui inhibe la glycéraldéhyde-3-
phosphate déshydrogénase et accentue la formation de produits de glycation avancée (AGE).
De plus, les niveaux cellulaires de NADPH (nicotinamide dinucléotide phosphate réduit), une
coenzyme néecessaire a l'activité de la glutathion réductase pour la régénération du GSH, ainsi
gua l'activité de l'ascorbate réductase et de la NO-synthase, diminuent, entrainant une

réduction des capacités antioxydants (Haleng et al., 2007).
6.2. Production de produits terminaux de glycation (AGE)

Le glucose peut interagir aisément avec les groupements aminés libres des protéines,
créant ainsi des composés appelés "produits d’Amadori”. Ces derniers sont assez instables et

évoluent en produits avancés de glycation (AGE) ou produits de Maillard. Des études récentes
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ont démontré que les AGE, présents en concentrations élevées dans la rétine et les glomérules
rénaux, contribuent significativement au développement de complications associées au
diabete (Haleng et al., 2007).

6.3 Auto-oxydation du glucose

En présence de fer, le glucose subit une oxydation, engendrant la formation
d'époxydes d'oxygene (EOA), ainsi que la production de la forme aldéhyde du glucose, le
glyoxal. Cette substance se lie rapidement aux protéines contenant un résidu de
carboxymeéthyllysine (CML). Ce groupe a une forte affinité pour le cuivre, déclenchant ainsi
des réactions de type Fenton qui générent des radicaux libres : cela entraine une augmentation
de la peroxydation lipidique. Ce processus pourrait expliquer en partie I'association fréquente
du diabéte avec des complications cardiovasculaires (Haleng et al., 2007).

6.4. Activation de la protéine kinase C (PKC)

L'élévation du taux de glucose a l'intérieur des cellules provoque l'activation de la
PKC, ce qui contribue aux perturbations des flux sanguins locaux. Ces perturbations résultent
de la diminution du monoxyde d'azote (NO-) et/ou de la libération d'endothéline-1 (Haleng et
al., 2007).

Diabetes
[ ]
‘ AGEs! ! protein kinaseC 1 i : glucose autoxidation 1
N TR S . S ¥ ' ,
i polyol pathway 1 i i electron transport chain 1 :  insulin function | i

Figure 5 : Relation entre diabéte et stress oxydatif (Yasuhiro et al., 2009)
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Depuis des temps immémoriaux, les plantes ont été utilisées comme la premiére
source de médicaments pour les humains, et elles ont persisté a offrir a I'numanité de
nouveaux et originaux remedes thérapeutiques (Mahfoufi, 2019). Durant ces dernieres
décennies, la recherche en phytothérapie devient une des plus grandes préoccupations
scientifiques (Baroukiet al., 2022). En effet, 'OMS a développé une stratégie visant a
optimiser I'utilisation de la médecine traditionnelle en tant que source de soins de santé et a
garantir la préservation des ressources naturelles, particulierement celles liées aux plantes
médicinales (OMS, 2002).

1. Phytothérapie

La phytothérapie provient étymologiquement de deux mots grecs « phyton » qui signifie
plante et« therapein » qui signifie soigné (Carillon, 2009). Les premiéres traces de
I’utilisation des plantes médicinale ont été découvertes en Chine, 5000 ans avant Jésus-Christ.
Il existe 250000 especes de plantes sur terre dont plus de 85000 especes sont médicinales
(Sangeeta et al., 2016). Ces dernieres sont toutes des plantes qui contiennent une ou plusieurs
substances pouvant étre utilisées a des fins theérapeutiques ou qui sont des précurseurs dans la
synthése des drogues utiles (Sofowora, 2010). Selon I’OMS, plus de 80% de la population
mondiale ont recours a la médecine et a la pharmacopée traditionnelle pour faire face aux

problemes de santé (Sangeeta et al., 2016).
Dans le domaine de soin par les plantes, deux tendances majeures se distinguent :

v' Phytothérapie traditionnelle : cette approche reprend des usages ancestraux,
empiriques et qui repose sur une démarche holistique, elle utilise les effets de la plante
totale sur I’individu dans sa globalité (Carillon, 2009).

v Phytothérapie moderne : ce concept s’appuie sur des connaissances biochimiques,
cherchant a soulager des symptdmes grace a des principes actifs identifiés, testés

cliniquement et contenus dans les plantes médicinales (Sangeeta et al., 2016).

2. Métabolites secondaires

La montée en puissance de la phytothérapie moderne a souligné le réle crucial des
métabolites végétaux secondaires dans les propriétés thérapeutiques des plantes médicinales.
Ces substances chimiques sont genérées par les cellules végétales a travers des voies
métaboliques spécifiques (Akkal, S. 2022). Il a été démontré que les métabolites végétaux

secondaires possedent une gamme d'effets biologiques, fournissant ainsi une base scientifique
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a l'utilisation des herbes dans la médecine traditionnelle par de nombreuses communautés
anciennes. Ces métabolites sont décrits comme ayant des propriétés antibiotiques,
antifongiques et antivirales, offrant ainsi une protection aux plantes contre les agents
pathogenes (Kra, 2016). Les métabolites secondaires ont joué un réle important dans la
médecine traditionnelle et moderne, ils ont fourni des composés principaux pour la production
de meédicaments destinés au traitement de diverses maladies. Leurs principales familles sont

les polyphénols les alcaloides, les terpénes et stéroides (Chaachouay et al., 2020).
2.1. Composés phénoliques

Les polyphénols représentent I'un des groupes les plus abondants et largement répartis
dans le monde végétal, comptant environ 8000 structures phénoliques connues. La présence
d'acide phénol est caractéristique de tous les composés organiques possédant au moins une
fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique (Halmi, 2015). Les polyphénols sont des
produits du métabolisme secondaire des veégétaux et sont présents dans toutes les parties de la

plante (Lugasi, et al., 2003). Parmi les composés phénoliques nous pouvons citer :
2.1.1. Acides phénoliques

Le terme d’acide-phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxyle et un hydroxyle phénolique (Brunton, 2009). Les acides
phénoliques sont présents en abondances dans les aliments et divisées en deux classes : les
dérivés de 1’acide benzoique et les dérivés de I’acide cinnamique (Figure 6). Les acides
hydroxy cinnamiques sont plus fréquents que les acides hydroxy benzoiques et comprennent
essentiellement 1’acide p-coumarique, caféique, férulique et sinapique (Pandey et Rizvi,
2009).
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Figure 6 : Formule générale des acides phénoliques (Macheix et al., 2005).

2.1.2. Flavonoides

Les flavonoides sont les principaux métabolites secondaires végétaux (Ralston et al.,
2005). C’est une classe importante de composés phénoliques avec une structure benzo-y
pyrone. lls sont largement présents dans les plantes. Les flavonoides sont issus de la
phénylalanine, de la tyrosine et du malonate. La structure de base des flavonoides est le
noyau flavane, composé de trois cycles (C6-C3-C6) appelés cycle A, cycle B et cycle C,

totalisant 15 atomes de carbone (Figure 7) (Stalikas, 2007).
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Figure 7 : Les différentes familles et structure de base de flavonoides(02).
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2.1.3. Tanins

Les tannins (ou tanins) sont des substances d’origine végétale, appartenant aux
polyphénols (Elie, 2022), solubles dans I’eau (Akiyama et al., 2001). Selon Fekrar et Sidi
Ahmed (2022), leurs poids moléculaires s’¢tendent de 500 a 3000 Da. On distingue deux
sortes de tanins les tanins hydrolysables qui sont subdivisés en tanins galliques et ellagique et
des tanins condensés qui sont des polymeres d'unités flavonoides reliées par des liaisons
fortes de carbone, non hydrolysables caractérisés par I’absence de sucre, pouvant étre oxydées
par les acides forts libérant des anthocyanidines (Figure 8) (Hopkins, 2003 ; Allal, 2016 ;
Katoet al., 2017). lls ont la propriété de transformer la peau fraiche en un matériau

imputrescible : le cuir (Vissac et al., 2017).

Les tanins présentent aussi des propriétés antiseptiques, antibiotiques, astringentes,
anti-inflammatoires, anti-diarrhéiques, hémostatiques et vasoconstrictrices (Ali-dellile, 2013).
D’apres Tondi et al. (2013), selon Bouchenaket al., 2020 les tanins remplissent une double
fonction : ils préservent les plantes des effets nocifs des rayons UV et des radicaux libres, tout
en les protégeant contre les attaques des agents pathogenes tels que les animaux, les insectes,
les champignons et les bactéries. De plus, ils sont reconnus pour leur capacité a aider certaines

plantes a survivre a la sécheresse en activant diverse mécanismes moléculaires.
2.1.4. Coumarines

Les coumarines sont des substances phénoliques des végétaux, dérivant des acides
hydroxycinnamiques par cyclisation interne de la chaine latérale (Bouchelouhet Hala,
2020).Portant un noyau benzopyrone dans leur structure (Alignan, 2006). Ils sont substitués
par un hydroxyle ou plus sur les six positions disponibles. La majorité des coumarines sont
substituées en C-7 par un hydroxyle (Figure 9) (Seridi, 2018). Dans la cellule végétale elles

sont principalement présentes sous forme glycosylée (Hoffman, 2003).
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Figure 8 : Structure de I’acide gallique (A) et structure de 1’acide ellagique (B) et des tanins
condensés (C) (Gavot, 2009 ; Dias, 2011).

Figure 9 : Structure de base des coumarines (Harkati, 2011).

2.2. Les composés non phénoliques
Parmi ces composés nous pouvons citer :
2.2.1. Terpenoide

Les Terpenoide et les stéroides constituent sans doute la plus grande catégorie de
composés secondaires dans le regne végétal. 1ls dérivent des mémes précurseurs et se forment
a partir d'unités ramifiées de cing carbones, issues du 2-méthylbutadiene (les polymeres de
I'isoprene). La diversité des classes de terpénes est définie par le nombre d'unités d'isoprene
(Tableau 1) (Krief, 2003). IIs constituent le principe odoriférant des végétaux (Limonéne de

citron) (Meullemiestre, 2014). Les Terpenoide sont synthétisés a partir de I'acétyle CoA ou le
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malonyl CoA. Néanmoins, ils ne sont pas spécifiques pour les végétaux puisque le squaléne,
le cholestérol ou encore des sesquiterpenes et les diterpenes se rencontrent chez les animaux
(Nelson et Cox, 2008).

Dans la nature, les terpénes peuvent assumer diverses fonctions chimiques, comme les
alcools, les oxydes, les aldéhydes, les cétones, les acides carboxyliques et les esters. Ils
constituent le groupe le plus important de produits naturels, totalisant environ 30 000
composés (Gestion, 2015). Cependant, un grand nombre d’entre eux possede des propriétés

antiseptiques (Klaas et al., 2002).

Tableau 1 : Quelques exemples des différents types de Terpenoide (03).

\ Squelette carbone Typede terpenoldes | Exemple de molécule
Isoprene = terpene | (% Nemitemene lopréne
! C1 Monoterpéne Nérol, citronnclle, huiles
exsenhiclles
i (1§ Sesquiterpene f-Cadinéne
\ i (2 Diterpéne Sclarcol, phytol
\ \ b (30 [nterpéne Lanostérol
§ (40 [etraterpene Caroicnoldes
N >§ 40 Polyterpéne Caoutchoue

2.2.2. Saponosides

Les saponines sont un vaste groupe d'hétérosides courants chez les plantes, connus
pour leurs propriétés tensioactives qui leur permettent de se dissoudre dans I'eau et de former
des solutions moussantes (Brunton, 2009). Ils constituent un vaste groupe de glycosides,
largement distribués chez les plantes supérieures (Retimiet Sedjrari 2019). Ils ont un large
éventail de propriétés, qui incluent leur golt doux et amer (Betina-Bencharif, 2014). Des
études portant sur les saponines ont révélé que cette catégorie de molécules présente
différentes activités biologiques, telles que des effets molluscicide, anti-inflammatoires,
antifongiques, antimicrobiens, antiparasitaires, cytotoxiques, anti-tumorales,

immunostimulantes et immun modulatrices (Lacaille-Dubois, 2005 ; Seile et al., 2022).

Les Saponosides possédent également des activités hémolytiques. Ils forment des

complexes avec le cholestérol de la membrane des érythrocytes formant des creux et des
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trous, ce qui conduit a une augmentation de la perméabilité et I'hémolyse (Chwalek et al.,
2004). En plus de sa valeur biologique importante cette catégorie possede des propriétés
pharmacologiques telles que les effets analgésiques et antidépresseurs (Tiendrebeogo, 2012).
Elles agissent comme une barriére chimique dans la plante et forment le systeme de défense

contre les agents pathogénes et les herbivores (Augustin et al., 2011).
2.2.3. Alcaloides

Les alcaloides sont des produits naturels contenant de I'azote, basiques, dont I'atome
d'azote est incorporé dans un systeme hétérocyclique, et qui présentent une activité
pharmacologique significative (Figure 10) (Krief, 2003). En géneral, ils portent le nom du
végétal qui les contient (Kunkele et Lobmeyer, 2007). Ils sont issus uniquement du régne
végétal. Ils existent a I’état de sels et 1’on peut ajouter qu’ils sont bio-synthétiquement formés
a partir d’un acide aminé (Amel et Bouafia, 2019). La plupart des alcaloides sont solubles
dans I'eau et l'alcool et ont un gout amer et certains sont fortement toxiques et on les trouve
dans plusieurs familles des plantes (Wichtl et Anton, 2009). Tous les alcaloides ont une
action physiologique intense, médicamenteuse ou toxique. Trés actifs, ils ont donné naissance
a de nombreux médicaments (Ali-dellile, 2013). Certains sont employés dans la médecine
pour leurs propriétés analgésiques, dans le cadre de protocoles de sédation (anesthésie)
souvent accompagnes des hypnotiques, ou comme agents antipaludéens ou agents

anticancéreux (Pengelly, 2020).

Alcaloides

Proto-alcaloides alcaloides wvrais Pseudo-alcaloides
=Heéterocycliques

N non hétérocyclique N hétérocyclique N hétérocyclique
Ex: Ephedrine, Selon I'hétérocycle: mais
colchicine... 14 groupes

MNe dérivent pas d’acides
aminés.

Ex: caféine,
théocbromine...

Figure 10 : Les alcaloides(04).
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3. Activités biologiques des composes phénoliques

Les principales activités biologiques des composés phénoliques sont représentées dans le

tableau 2 suivant :

Tableau 2 : Activités biologiques des composés phénoliques

Polyphénols

Activités

Exemple de plantes

Acides phénols
(Cinnamiques et
benzoiques)

Antibactériennes

Paronychia argentea

(Bouanani et al., 2010)

Antifongiques

Daphne gnidium
(Cottiglia et al., 2001)

Antioxydants

Tamarix pauciovulata
(Younos et al., 2005)

Calendula officinalis

Coumarines

Protectrices vasculaires

anticcdémateuses

(Bouchta et al., 2023)

Flavonoides

Anti-inflammatoires

Anti tumorales

Haloxylon scoparium
(El-Shazli et al., 2005)

Anti oxydantes

Thymelaea hirsute
(Dohou et al., 2003)

Hypotenseurs et diurétiques

Malva parviflora
(Boual et al., 2013)

Anthocyanes

Protectrices capillaroveineux

Inula crithmoides

(Belloum et al., 2013)

Tannins galliques

etcatéchiques

Anti oxydantes

Paronychiachlorothyrsa et
Capparis Spinoza

(Chaudhri et al., 1988 ;

Meddour et al., 2013)
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4. Généralité sur la plante choisie dans I’étude

4.1. Genre Quercus

Le genre Quercus est certainement l'un des genres d'arbres forestiers les plus
abondamment peuplés en especes, mais il est aussi I'un des sujets plus controversé (Pardo,
2005).

On compte entre 394 et 448 especes de chénes dans le monde, principalement réparties
dans I'hémisphére boréal. Elles prédominent dans les régions tempérées du Nord de
I'Amérique, de I'Europe et de I'Asie, mais sont également présentes dans des zones tropicales
et subtropicales en Amérique centrale et méridionale, en Afrique du Nord et en Asie (Bussotti
et Grossoni, 2002 ; Auger, 2018).

Ces especes de chénes se caractérisent par la robustesse, la ténacité et la qualité
esthétique de leur bois. Leur écorce est une source de liege et de tanins utilisés dans les
tanneries pour traiter les cuirs. Les glands, parfois comestibles, ainsi que les feuilles, servent

dans de nombreux pays a nourrir les animaux (Black et al., 2018).
4.2. Historique de I'utilisation de chéne liege

Le mot "chéne" derive du gaulois, ce qui témoigne de la conservation de son nom
indigene et de son statut sacré depuis I'époque des druides. Les Grecs accordaient un grand
respect aux chénes, croyant qu'ils étaient le foyer des nymphes et les Hamadryades, dont la
destinée était étroitement liée a celle de ces arbres, mouraient en méme temps qu'eux (Lefka,
2018).

Depuis des temps immémoriaux, l'existence du chéne-liége en Algérie a été faconnée par
l'intervention humaine. A travers les ages, cette essence a été confrontée & des épreuves
constantes, reflétant étroitement le destin de la population dont le mode de vie traditionnel

était profondément lié a cet arbre (Fouka, 2020).

Aujourd'hui, le chéne-liége est célébre dans tous les pays du Maghreb pour ses bénéfices
médicaux et nutritionnels, surtout en interne pour soigner les problemes gastro-intestinaux
(Kemmoum, 2022).
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4.3. Origine

Autrefois trés répandue dans la partie occidentale du bassin meéditerranéen, cette espece
se trouvait principalement au Portugal, en Espagne, en Corse et en Sardaigne (Bayer et al.,
2001 ; Bussotti et Grossoni, 2002).

4.4, Etymologie
Les noms vernaculaires du chéne liege sont multiples:

e Nom Francais: chéne liege, chéne a glands doux, Quercus suber L. (Boudjellaba et
Zeboudji, S. 2015).

e Nom Targui ou Berbere: taswklet, tasaft, taballothet, avlot (Ait Youssef, 2006).

e Nom vernaculaire Arabe : Sajarat al-bell(t, bellut, fernan (Ait Youssef, 2006 ;
Bessikri, 2014).

4.5. Description botanique

Le chéne liége est un arbre de grande envergure, habituellement mesurant entre 10 et 22
métres de haut (Bouiedda, 2019).

Le tronc est relativement court, avec une circonférence typique d'environ 70 cm a I'age de
30 a 40 ans, en fonction des conditions de croissance (Figure 11). (Ahlem, 2021). En

revanche, dans les vieux peuplements, 1’arbre atteint jusqu'a 5 m de haut (Ait Si Slimane et

Chabane, 2018).

L'écorce est epaisse, présentant une faible inflammabilité et une isolation efficace. Elle
brlle seulement en surface et protege a la fois les vaisseaux conducteurs de séve et la couche
génératrice du liege (Figure 11) (Brosse, 2010). Le bois est idéal pour le chauffage ; il est
dense, compact, difficile a travailler et a tendance a se fissurer profondément en séchant
(Bessikri, 2014).
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Figure 11 : Tronc de Quercus suber L. (Photo personnelle, 2024).

Les feuilles (Figure : 12) sont hautement variées dans leur apparence, avec une texture
coriace et une bordure dentelée variable. Leur dessus est d'un vert brillant, tandis que leur
dessous est pubescent. Leur taille varie entre 3 et 6 cm de longueur et entre 2 et 4 cm de
largeur, avec un pétiole pouvant atteindre jusqu'a 2 cm (Marcel et Roger 1980). L'arbre

fructifie a partir de 15 a 20 ans et se poursuit au-dela de 100 ans (Bessikri, 2014).

Le chéne liege est une espéce monoique, ce qui signifie que sur un méme arbre, on trouve
a la fois des fleurs males regroupées en chatons pendants le long des branches et des fleurs
femelles solitaires (Soukkou et al., 2018). Les fleurs sont jaunes. Elles éclosent au printemps,
et une fois fécondées, elles donnent naissance a des glands (Figure 13) qui se développent et
arrivent a maturité entre octobre et janvier (Soukkou et al., 2018). Leur taille peut varier,
avec une forme allongée et une extrémité courte et velue. La production de glands est
généralement plus abondante chez les arbres 4gés de 30 a 40 ans, se produisant de fagon
irreguliére mais de bonne qualité tous les 2 & 4 ans (Roula, 2010).
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Face inferieur
de la feuille

Face supérieure
de la feuille

Figure 13 : Aspect du fruit de Quercus suber L(05)

L'enracinement du chéne liege est pivotant, avec une racine principale épaisse qui
stabilise I'arbre méme dans des sols rocheux. Cette structure lui permet d'absorber I'eau et les

minéraux essentiels pour sa croissance (Bessikri, 2014).

La durée de vie de l'arbre peut s'étendre jusqu'a 250 a 300 ans, cependant, cette
longévité peut étre significativement réduite par les régénérations successives, les incendies

potentiels et les conditions environnementales (Tabti, 2021).
4.6. Systématique

Le chéne liege, identifié scientifiquement comme Quercus suber L., a été catalogué
par Linnéen 1753. Il appartient au sous-genre Cerise, regroupant les chénes reconnaissables
par leur cupule velue (Bessikri, 2014). C'est une variété appartenant a I'ordre des Fagales et a
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la famille des Fagacées, avec une classification établie selon les travaux de Linné (Brosse,
2010).

Régne: Planta

Embranchement: Spermaphytes
S/Embranchement: Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Ordre : Fagales

Famille : Fagacées

Genre : Quercus

Espece : Quercus suber L.

4.7. Mode de multiplication

Comme la plupart des arbres a feuilles caduques, le chéne liege se régénere naturellement
de deux manieres : par semis spontané et par repousse des souches. Cependant, en Algérie, le
premier mode est peu fiable en raison de la rareté des périodes de fructification, de la
surpature, et parfois d'une densité excessive d'arbres, dépassant 600 arbres adultes par hectare
(Nsibi et al., 2000).

En outre, cette problématique est amplifiée par la mauvaise qualité des glands (petite
taille, faible potentiel de germination) et par les dommages causes par les attaques d'insectes

sous forme de piqares (Chouial, 2004).

La durabilité naturelle de I'essence peut étre maintenue grace a la repousse des souches.
Cependant, cette technique de régénération doit étre appliquée avec prudence dans les

peuplements ou les souches ont plus de 80 ans (Bessikri, 2014)

Dans les zones planes, la régénération assistée peut se faire par la plantation directe ou par la
méthode de semis direct. Pour les terrains présentant des pentes légéres a moyennes, on

privilégie la méthode en bandes alternées (Roula, 2010).
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4.8. Répartition géographique en Algérie

Le chéne liege est une espece forestiere majeure en Algérie en raison de son étendue et de
son importance historique et économique. A l'origine, il était réparti sur une superficie
de470000 hectares (Hessad, 2023). Actuellement, seules environ 229000 hectares de cette
étendue sont réellement constitués de subéraies productives, représentant ainsi la moitié de la

superficie initiale (Aranbarri et al., 2019).

Le chéne liege prospére le long d'une étroite bande cotiere sur des sols siliceux,
principalement dans la région orientale du littoral algérien, ou le climat varie de subhumide a
humide. Cette zone forme un ensemble continu de plus de 130 000 hectares s'étendant de I'est
du pays jusqu'aux frontiéres tunisiennes, avec une densité moindre au centre et quelques Tlots

isolés dans la région occidentale (Figure 14) (Pervillé, 2003).
4.9. Récolte

Pour un usage medicinal, on collecte I'écorce des jeunes rameaux au printemps, les
feuilles en été, et les glands une fois parfaitement mdrs, c'est-a-dire lorsqu'ils se détachent

naturellement de la cupule (Bérengeére et al., 2008 ; Djerroumi et Nacef, 2012).

Pour les noix de galle, il est conseillé de les récolter avant que l'insecte n'en sorte, donc

lorsque la galle est intacte (Ait Youssef, 2006).
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Figure 14 : Carte de distribution des foréts de chéne-liege en Algérie (Abbas, 2013).
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Chapitre IV : Les modeles Animaux dans le Diabete

1. Modeles in vivo

Les modeles animaux de diabete in vivo sont essentiels pour la recherche en diabétologie,
car ils permettent aux scientifiques d'étudier les mécanismes de la maladie et de tester de
nouvelles thérapies (Hamdi, 2021). Voici quelques-uns des modeles animaux les plus

couramment utilisés pour étudier le diabete :
1.1. Modeéles animaux de diabéte induit par des substances chimiques

Certains composés chimiques sont employés afin de provoquer le diabete chez les
animaux de laboratoire, et sont ainsi désignés comme des agents diabétogenes. Parmi eux, la
streptozotocine et I'alloxane sont largement utilisés pour induire le diabéte par voie
parentérale. La dose de ces deux agents peut varier en fonction de I'espece animale et de la

méthode d'administration (Ighodaro et al., 2017).
1.1.1. Rats avec un diabete induit par la streptozotocine (STZ)

Ce modele induit le diabéte de type 1 chez les rats en détruisant sélectivement les
cellules béta du pancréas responsables de la production d'insuline. 1l est couramment utilisé
pour étudier le diabéete de type 1 et pour tester de nouvelles thérapies visant a restaurer la

fonction des cellules béta. (Roberto, 2017).
1.1.2. Rats avec un diabéte induit par I’alloxane

Le diabete sucré induit par l'alloxane est un modéle couramment utilisé pour étudier le
diabete de type 1 chez les rats. Il est crée par injection d'alloxane, une substance toxique pour
la cellule béta pancréatique, qui est responsables de la production d'insuline. La destruction de
ces cellules entraine une carence en insuline, ce qui se traduit par une hyperglycémie (taux de

sucre élevé dans le sang), caractéristique du diabete (Benkhedir et Bennedjoue, 2016).
1.2. Modeles animaux de diabéte spontané

Bien que les données provenant d'études humaines soient essentielles pour comprendre
I'étiologie du diabéte de type 2, les modeéles de rongeurs spontanés sont largement utilisés
dans la recherche sur cette maladie. Parmi ces modéles, les souris diabétiques non obeses
(NOD) et les rats Biobreeding (BB) sont particulierement importants. Ces souches spontanées
ont été développées en sélectionnant soigneusement des individus prédisposés au diabéte de
type 2 a partir de populations animales normales. De maniere similaire aux humains, certains

animaux de ces souches de rongeurs peuvent développer le diabéte. Par le biais de la
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reproduction sélective (consanguinité), un pourcentage plus élevé de descendants est
prédisposé a developper la maladie. Ces modeles présentent des similitudes significatives au
niveau des genes, des facteurs environnementaux et de la pathogenése de la maladie par

rapport au diabéte de type 2 chez I'nomme (Acharjee et al., 2013).
1.3. Modéles de diabéte a caractére génétique
1.3.1. Souris transgéniques

Les souris transgéniques sont des modeles génétiquement modifiés dont la modification
est transmise a leur descendance. Le processus implique I'utilisation de cultures de cellules
souches embryonnaires, isolées au stade de blastocyste. Un vecteur est construit pour
introduire, modifier ou supprimer une sequence spécifique entre deux séquences génetiques
identiques. Ce vecteur est inséré dans les cellules souches, ou une recombinaison homologue
remplace le gene cible par une cassette de sélection. Les cellules "recombinées" sont ensuite
injectées dans un embryon pour produire des souris "mosaiques”. Cette technique permet
diverses modifications du génome, comme des mutations nulles ou l'insertion de copies
multiples de génes. Les souris transgéniques sont utilisees pour étudier les phénotypes
résultant de ces modifications, analyser les facteurs de contrdle de la synthése protéique et
identifier les génes essentiels au développement (Hamza, 2011).

1.3.2. Souris ob/ob et db/db

Ces souris présentent des mutations génétiques qui entrainent une obésité massive et
un diabéte de type 2. Elles sont souvent utilisées pour étudier les aspects métaboliques et les
complications du diabéte de type 2 (Kahoul, 2023).

1.3.3. Rats Goto-Kakizaki (GK)

Ces rats sont une souche de rat génétiquement prédisposée au diabete de type 2. lls sont
souvent utilisés pour étudier les mécanismes sous-jacents au diabéte de type 2 et pour tester

de nouvelles thérapies (Hamza, 2011).
1.3.4. Rats Zucker

Ces rats ont également une prédisposition génétique a lI'obésité et au diabéte de type 2. Ils

sont souvent utilisés dans les études sur I'obésiteé et le diabéte (Le Gléau, 2021).
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1.4. Modeles animaux dans le diabéte induit par pancréatectomie

Une autre méthode employée pour induire le diabete consiste en I'ablation compléte du
pancréas, également appelée pancréatectomie. Les chercheurs ont récemment utilisé ce
modele pour étudier les effets de produits naturels sur différentes espéces animales telles que
les rats, les porcs, les chiens et les primates (Choi et al., 2004 ; Rees et Alcolado, 2005 ;
Masiello, 2006).

Les défis associés aux modeéles animaux de diabéte induit par pancréatectomie
comprennent un niveau élevé de compétence chirurgicale requis, le besoin d'une salle
d'opération appropriée, le risque éleve d'infection post-opératoire chez les animaux, ainsi que
I'administration d'antibiotiques et d'analgésiques apreés l'intervention, en plus de suppléments
en enzymes pancréatiques pour prévenir la malabsorption des aliments. En effet, la
pancréatectomie partielle a été utilisée chez les rats pour induire une hyperglycémie plus ou
moins severe, accompagnée d'une hypo insulinémie significative (Masiello, 2006 ; Choi et
al., 2004).

1.5. Modeles animaux de diabetes induits par un régime alimentaire

Dans le modele de diabete induit par I'alimentation, les souris et les rats sont les
principaux animaux utilisés pour induire I'obésité et les affections associées. Les souris
C57BL/6J, par exemple, développent une obésité lorsqu'elles ont un accés libre & un régime
riche en matieres grasses, tandis qu'avec un régime normal, leur poids reste dans la normale
(Hamza, 2011).

Comparativement a ces souris, d'autres souches telles que les souris A/J ou C57BL/KJ
présentent une relative résistance lorsqu'elles sont soumises a un régime riche en matiéres
grasses. L'obésité observée chez les souris C57BL/6J est attribuée a I'hypertrophie et a
I'nyperplasie des adipocytes, avec un dépdt de graisse particulierement important au niveau
mésentérique. Le gain de poids de ces souris en réponse a un régime riche en matieres grasses
est attribué a lI'apport énergétique éleve du régime et a une diminution du catabolisme par

rapport aux souris témoins (Hamza, 2011).
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2. Modéles in vitro

Les modeles animaux de diabéte in vitro sont employés en recherche et développement
pour évaluer des agents antidiabétiques agissant sur divers tissus impliqués dans la
physiopathologie du diabéte, comme le pancréas, le foie, les muscles et les tissus adipeux.

Plusieurs méthodes d'expérimentation in vitro sont distinguees :

v Utilisation dlots de Langerhans isolés pour explorer les voies de I'insulinosécrétion
en réponse a divers sécréta gogues, comme le D-glucose et la L-arginine, a des
concentrations variables.

v' Etude dynamique de la libération d'insuline par un pancréas isolé et perfusé ou par des
Tlots de Langerhans perfuses pour évaluer l'activité sécrétoire de nouveaux composés

antidiabétiques (Hamza, 2011).
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Chapitre V : Matériel Et Méthodes

Nous avons réalisé notre partie expérimentale au niveau du laboratoire de biochimie et
I’animalerie de I’Université du 08 Mai 1945- Guelma. L’objectif de notre travail est d’évaluer
pendant deux semaines successives, 1’effet antihyperglycémiant et antioxydant de deux doses
d’un extrait aqueux de chaine liége sur des rats Wistar femelles, en leur induisant le diabéte

par injection de 1’alloxane.

1. Matériel
1.1. Matériel animal

Notre étude a été réalisée sur 28 rats femelles adultes, de la souche Albinos Wistar
(Rattus norvegus alvinus), agés de 12semaines, pesant entre 129 - 190 grammes, provenant de

I’institut pasteur d’ Algérie-Cheraga.
e Condition d’¢levage

Quatre rats femelles ont été hébergées dans 7 cages standards en polyéthyléne,
tapissées d’une litiere composée de copeaux de bois et soumis a une période d’adaptation
d’un mois environ, aux conditions de notre animalerie (Faculté SNV-STU de 1’Université du
08 mai 1945 — Guelma), avec acces libre a 1’eau et a la nourriture. Ces rats ont été maintenus

a une température ambiante de 18°C avec un cycle naturel de lumiére et d’obscurité.

Un jour sur deux, les cages ont été nettoyées et la litiere changée. La nourriture
apportée aux animaux est confectionnée sous forme de batonnets constituée de mais, d’orge,
de lait et de compléments vitaminés, quant a 1’eau, elle est présentée dans des biberons

adaptés aux cages. Les aliments et 1’eau sont servis ad libitum.
1.2. Matériel végétal

e Séchage et conservation

Les feuilles de Quercus suber L (partie choisie de la plante) ont été récoltées le mois de

février 2024 au niveau de la montagne de Maouna de la wilaya de Guelma.

La plante a été nettoyée puis mise a sécher a température ambiante dans un endroit
aéré a ’ombre pondant 14 jours. Une fois que les feuilles ont été desséchées, elles ont été par
la suite réduites en poudre par broyage. Le broyat va constituer la matiére seche qui sera
conservée dans une boite en verre stérile qui va servir a la préparation de I’extrait aqueux.2.
Méthodes
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2.1. Extraction et préparation de I’extrait aqueux

L’extraction des substances bioactives des feuilles de la plante est réalisée en utilisant

la méthode d’infusion dans de I’eau distillée bouillante (Figurelb).

On prend 160g de poudre de feuilles de la plante séche qu’on plonge dans 1L d’eau
distillée bouillante (chauffée a 100°C a 1’aide d’une plaque chauffante). On laisse le mélange
en infusion pendant 20 minutes avec une agitation de temps en temps. Aprés cette étape,
I’extrait aqueux obtenu est filtré trois fois a travers des compresses médicales, puis filtré a
nouveau a 1’aide du papier Whatman N°01. Le filtrat final est ensuite séché a 1’étuve a une
température de 40°C (Kasmi et al., 2017).

La poudre obtenue constitue 1’extrait aqueux de la plante. C’est une poudre qu’on doit
peser et diluer par la suite dans un volume d’eau distillée pour avoir des concentrations de la

plante étudiée (extrait aqueux finaux).

160g du matériel végétal sec et broyé

+

1 litre d’eau distillée chauffée a 100°C

Infusion le mélange pendant 20 min

Agitation de temps en temps

Filtration 3 fois sur compresses medicales

Elimination des débris

Filtration sur papier Wattman N°1

Séchage a I’étuve (40°C)

Extrait agueux sec

Figure 15 : Préparation de I’extrait aqueux (Kasmi et al., 2017).
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2.2. Rendement de ’extraction

Le rendement d'extraction est déterminé en divisant la masse de I'extrait sec obtenu
aprés évaporation du solvant par la masse de la poudre végétale utilisée, selon la formule

suivante:

Rd (%)= (Me/MP) x 100

Avec :
Rd (%) : Rendement en%
Me : Masse de I’extrait sec (en g),

MP : Masse de la poudre végétale utilisée pour 1’extraction (en g).

2.3. Détermination des constituants phytochimiques de la plante (Screening

phytochimique)
2.3.1. Tests phytochimiques sur la poudre de plante

Plusieurs tests sont utilisés pour déterminer la présence ou 1’absence des principes

actifs au niveau de la poudre de plante. Ils sont répertoriés comme suit :
v" Alcaloides

Une quantité de 2 mg du matériel végétal est mise dans un bécher de 50 ml avec 10 ml

d’acide sulfurique (H2SOa4) (107%), I’ensemble est porté sur un agitateur pendant 3 heures.

Ensuite, le mélange est filtré et réparti dans un tube, on ajoute 1ml de filtrat plus 5 gouttes du
réactif de Mayer un test positif est révélé par I’apparition d’un précipité blanc ou blanc —
jaunatre (Bendif, 2017).

v Saponosides

On prend 2g de la poudre, et on ajoute 80 ml d’eau distillée et on met le mélange a
ébullition. Apres filtration, on laisse refroidir la solution. Par la suite on agite le filtrat
verticalement. L’apparition d’une mousse qui dure quelques instants indique la présence des

saponines (Koffi et al., 2009).
La teneur en saponosides est évaluée comme suit :

Pas de mousse = test faiblement positif.
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Mousse moins de 1cm = test positif
Mousse de 1-2 cm = test positif
Mousse plus de 2 cm = test trés positif (Seladji, 2013).

v Tanins

On prend 10g de poudre de plante, on extrait les tanins avec 200 ml d’une solution
aqueuse de CsHsOH a 1%. On filtre et on teste le filtrat avec quelques gouttes d’une solution
aqueuse de FecLs. L’apparition d’une couleur verte indique la présence de tanins
(Bouchouka, 2016).

v" Flavonoides

A 10g de la poudre de plante, sont ajoutés 150 ml d’HCL a 1%, le mélange est laissé
pendant 24h, puis filtré. On prend 10 ml du filtrat qu’on va rendre basique par 1’ajout du

NH4OH. Un test positif est révélé par I’apparition d’une couleur orangée.
v" Mucilage

A 1mg de poudre de plante, on ajoute Sml d’alcool absolu. L’apparition de précipités

floconneux montre la présence de mucilage.
v Stérols et Terpénes

On dissout dans 210 ml d’éther de pétrole, 5Sg de poudre séche de plante. On filtre,
puis on évapore. Le résidu obtenu est dissout dans 0,5 ml d’acide acétique et ensuite dans 0,5
ml de CHCIs. Les deux solutions sont transférées dans un tube a essai. On ajoute par la suite,

1ml de H2SOa4 concentré.

Un cercle violet ou marron est formé dans la zone de contact entre les deux liquides il

devient gris par la suite. Ceci indique la présence de stérols et terpénes.
v' Coumarines

Dans un tube a essai on ajoute Smg de poudre, on extrait les coumarines avec 1’éther
de pétrole. On filtre, puis on évapore. 2ml d’eau chaude est ajoutée au résidu. La solution est
partagée entre deux tubes a essai. Au contenu de 1’un des tubes sont rajoutés 0,5 ml de
NH4OH a 25%. La fluorescence est observée sous U.V a 360nm. Une fluorescence intense

dans le tube ou il a été ajouté de I’ammoniaque indique la présence de coumarine.
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v' Composeés réducteurs (sucres réducteurs)

Leur détection consiste a introduire 2mg de la poudre de plante dans un tube a essai,
puis 2ml de liqueur de Fehling sont ajoutés (0,5ml réactif A et 0,5ml réactif B) et incuber
I’ensemble 08 min dans un bain marie bouillant. L’apparition d’un précipité rouge brique

indique la présence des composeés réducteurs (Karumi et al., 2004).
v" Terpenoide (test de Slakowski)

Dans un tube a essai, ajouter a 2 mg de poudre de plante, 2ml de chloroforme et 2 ml
d’acide sulfurique concentré. La formation d’un anneau marron-rouge a 1’interphase indique

la présence des Terpenoide (Khan et al., 2011).
2.3.2. Tests phytochimiques sur ’extrait de plante
v Alcaloides

Il existe deux tests d’identification des alcaloides. Ils sont réalisés par des réactions de
précipitation soit avec le réactif de Mayer ou bien celui de Wagner. 1ml de I’extrait est divisé
en deux volumes égaux. Un volume est traité par 0,5 ml de réactif de Wagner. L’apparition
d’un précipité blanc avec le premier réactif ou bien brun avec le deuxieme réactif révele la

présence des alcaloides (Haoulia, 2015).

Les deux réactifs sont préparés comme suit :

Réactif de Mayer : 5g de Kl et 1.35g de HgcL.: sont solubilisés dans 100 ml d’eau distillée.
Réactif de Wagner : 2g de KI et 1.27g de 1. sont solubilisés dans 100 ml d’eau distillée.

v Saponosides

Dans un tube a essai on ajoute 10ml de I’extrait et 10 ml d’eau distillée. On Agite
pendant 2 min. La formation d’une mousse persistante aprés 15min de repos confirme la

présence des Saponosides (Karumi et al., 2004).
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v Tanins

Meélanger 1ml de I’extrait avec 2ml d’H20 dans un tube a essai et ajouter 2 a 3 gouttes
de FecLs a 2%. Une coloration verdatre ou bleue — noire indique la présence de tanins
(Edeogal et al., 2005).

v" Flavonoides

a) Anthocyanes

A 5 ml d’extrait aqueux on ajoute 5 ml d’acide sulfurique (H2SOs) puis 5 ml
d’hydroxyde d’ammonium (NH«OH). Une coloration rouge en milieu acide et bleue violacée

en milieu basique témoigne de la présence d’anthocyanes
b) Réaction a la cyanidine

A 5 ml d’extrait aqueux, on ajoute 5 ml d’éthanol chlorhydrique (éthanol a 95°, eau
distillée et acide chlorhydrique en volume égales de 5 ml) ensuite quelques copeaux de

magnésium sont ajoutés ainsi qu’1 ml d’alcool iso-amylique.

L’apparition d’une coloration sur la couche surnageant d’alcool iso-amylique indique

la présence des flavonoides libres (génine).
-Une coloration rose-orangée indique la présence des flavones.
-Une coloration rose-violacée indique la présence des flavanones.
-Une coloration rouge indique la présence des flavonols et des flavononols.

On effectue la réaction de la cyanidine sans ajouter des copeaux de magnésium et on chauffe
pendant 10 minutes au bain-marie. En présence de leuco-anthocyanes, il se développe une
coloration rouge cerise ou violacée ; les catéchols donnent une teinte brune-rouge
(Mibindzou Mouellet, 2004).

v" Mucilages

Dans un tube a essai, mélanger 1 ml d’extrait et 5 ml d’éthanol absolu. Apres une dizaine
de minutes, 1’obtention d’un précipité floconneux dans le mélange, indique la présence de

mucilages (Karumi et al., 2004).
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v Stérols et triterpénes

Dans un bécher, introduire 5Sml de D’extrait a analyser, ajouter 5Sml d’anhydride
acétique, Sml de chloroforme et 1 ml d’acide sulfurique (H2SOs) concentré dans la paroi du
bécher sans agiter. Laisser reposer 20 min. La formation d’un anneau rouge brunatre a la zone
de contact des deux liquides et une coloration violette de la couche surnageant révélent la

présence de stérols et triterpénes (Karumi et al., 2004).
v' Coumarine

Dans un tube a essai on ajoute a 5Smg d’extrait, 2ml d’eau chaude. La solution est
partagée entre 2 tubes a essais. Au contenu de I’un des tubes, on ajoute 0.5ml de NH:OH a
25%. La fluorescence est observée sous U.V a 360 nm. Une fluorescence intense dans le tube

ou il a été ajouté de I’ammoniaque indique la présence de coumarine (Haoulia, 2015).

v' Composés réducteurs

Introduire 1ml d’extrait dans un tube a essai, ajouter 2ml de liqueur de Fehling (1ml
réactif A et Iml réactif B), incuber I’ensemble pendant 8 min dans un bain marie bouillant.
L’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs

(Karumi et al., 2004).
v' Terpenoide

A 5ml d’extrait est ajouté a 2ml de chloroforme et 3ml d’acide sulfurique concentré.
La formation de deux phases et une couleur marronne a ’interphase indique la présence des

Terpenoide (Karumi et al., 2004).
2.4. Etude de ’activité antioxydants de la plante

L'objectif de cette étude est d'analyser la quantité de composés antioxydants naturels (les
polyphénols totaux, les flavonoides et les tanins) présents dans 1’extrait des feuilles du chéne-
liege et d’évaluer le potentiel antioxydant de cet extrait en utilisant certains tests tels que le

test DPPH et le test de piégeage du peroxyde d’hydrogéne H20x.

48



Chapitre V : Matériel Et Méthodes

2.4.1. Dosage des polyphénols totaux
v Principe

La teneur en composés phénoliques d’un extrait standards (1mg/ml) de Quercus Suber L,
a été estimée par la méthode de Folin-ciocalteu selon Li et al., (2007) et Bouchenak et al.,
(2020). Cette méthode basée sur la réduction en milieux alcalin de la mixture phosphotungstic
(WO4-2) et phosphomolybdic (MoO4-2) du réactif de Folin par les groupements oxydables
des composeés polyphénoliques, conduisant a la formation de produits de réduction de couleur
bleue. Ces derniers présentent un maximum d’absorption dont I’intensité est proportionnelle a

la quantité de polyphénols présents dans 1’échantillon (Georgé et al., 2005).

v" Protocole

1 ml de réactif de Folin (dilu¢ 10 fois) est ajouté a 200 pl d’échantillon ou de standard
(préparés dans le méthanol) avec des dilutions convenables. Aprés 4 min, 800 ul d’une
solution de carbonate de sodium (0,75%) sont additionnés au milieu réactionnel. Apres 2

heures d’incubation a température ambiante, I’absorbance est mesurée a 765nm.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de la droite d’étalonnage
¢tablie avec D’acide gallique (0-200 pg/ml) et est exprimée en mg d’équivalent d’acide

gallique par gramme d’extrait sec.
2.4.2. Dosage des flavonoides
v Principe

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner, avec le groupement CO, un complexe de couleur jaunatre en présence

d’aluminium.

v" Protocole

Selon le protocole de Branz (2012), un volume de 2 ml de I’extrait standard (1mg/ml) est
mélangé a 1 ml de la solution de trichlorure d’aluminium AICls & 2% (dans le méthanol).
Apres incubation a I’obscurité pendant 15 min et a température ambiante, 1’absorbance est
mesurée a 430 nm. La quantité de flavonoides est exprimée en pg équivalent de quercétine
par gramme d’extrait sec se référant a une courbe d’étalonnage provenant de la régression

linéaire des valeurs obtenues réalisée avec une solution standard de quercétine(40ug/ml).
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2.4.3. Dosage des tanins
v Principe

La teneur en tanins condensés a été déterminée selon la méthode décrite par
Julkunen-Titto (1985). Le contenu en tanins condensés des extraits est mesuré par la
méthode colorimétrique en utilisant la vanilline avec I’HCI. Cette méthode dépend de la
réaction de la vanilline avec le groupement flavonoide terminal des tanins condensés et la
formation de complexes rouges (Makkar 2000 ; Schofield, 2001), cela s’explique par la
propriété des tanins a se transformer en anthocyanidols de couleur rouge par réaction avec la
vanilline (Sun et al., 1998).

v" Mode opératoire

Une quantité de 0,5 ml de I’extrait standard (Lmg/ml) a été ajoutée a 1,5 ml d’une
solution de vanilline a 4% (préparée dans le méthanol). Le mélange resultant est
vigoureusement agité et un volume de 750 pl d’Hcl concentré est ajouté. Le mélange obtenu
est laissé au repos pour réagir a température ambiante pendant 20 min dans une chambre
noire. L’absorbance a ét¢ mesurée a une longueur d’onde de 500 nm contre un blanc constitué

de la solution de 4% de vanilline.

On prépare la solution mére de catéchine (1mg/ml), différentes concentrations des

échantillons a tester sont préparées dans le méthanol une gamme de 0-1000ug/ml.
2.4.4. Test de piégeage du radical libre DPPH
v Principe

Le DPPH (2,2’-diphényl-1-picrylhydrazyl) est un radical synthétique se présentant, a
1’état oxydé avec une couleur violette intense. La réduction de cette molécule par les protons a
partir de substances antioxydants induit la disparition de la coloration violette dont la
dégradation (transformation en couleur jaune) est en fonction de la richesse de I’extrait en
molécules capables d’inhiber ce radical (Figure 16). La cinétique de dégradation de la
couleur est déterminée par spectrophotométrie par comparaison a un témoin (sans extrait)

selon I’équation suivante :

DPPH + AH (violette) ———» DPPH-H + A (jaune)
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o () w ()
. H
O;N —N-—N + A-H - O,N N—N + A"

NO, NO,

R

VIOLETY JAUNE

Diphenylpicrylhydrazyl (free radical) ———»  Diphenylpicrylhydrazine (non radical)|

Figure 16 : La forme réduite et non réduite de la molécule du DPPH (Molyneux, 2004).
v Protocole

Selon le protocole décrit par Mansouri et al., (2005), la solution de DPPH est

préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol (6x10° M).

v' 25 ul de la solution d’extrait ou standard (acide ascorbique) sont ajoutés a 975 pul de
DPPH.
v" On laisse le mélange a I'ombre pendant 30 minutes et on mesure la décoloration par

rapport au contréle négatif contenant la solution de DPPH et du méthanol a 517 nm.

L’activité anti radicalaire est estimée selon 1’équation ci-dessous :

% d’activité anti radicalaire = (Abs contréle) — (Abs échantillon) / (Abs contréle) x 100

Pour I’évaluation de cette activité, on a préparé une gamme de dilutions allant de 0 a 2

mg/ml pour 1’acide ascorbique et I’extrait de la plante.

Les variations des densités optiques ont été utilisées pour créer une courbe
exponentielle, indiquant ainsi une relation proportionnelle entre le pourcentage de réduction

du radical libre et la concentration de I'extrait dans le milieu réactionnel.
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«»Calcul des IC50

IC50 (concentration inhibitrice de 50 %), est la concentration de I’échantillon testé,

nécessaire pour réduire 50% de radical DPPH.

Les IC50 sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en fonction

de différentes concentrations de I’extrait testé (Torres et al., 2006).
N.B : L’acide ascorbique est utilis¢ comme contrdle positif.
2.4.5. Test du piégeage du peroxyde d’hydrogéneH20>
v Principe

L'absorption du peroxyde d'hydrogene est basée sur l'absorption de cette molécule
dans le domaine ultraviolet. Lorsque la concentration de H>O; diminue en raison du composé
de piégeage, la valeur de I'absorbance a 230 nm de ce dernier est également réduite. Toujours
assez normalement, I'échantillon absorbe également a cette longueur d'onde, il est donc
nécessaire de mettre en ceuvre des mesures blanches. La réalisation d’une telle méthode

nécessite beaucoup de rigueur au moment de la manipulation (Bach-Nga Pham, 2003).

v" Protocole

L’essai de réduction du peroxyde d’hydrogéne a été effectué suivant la méthode de
(Ruch et al., 1989). 3,4 ml des extraits a différentes concentrations (0-100ug/ml) préparés
dans une solution tampon phosphate a 0,1 M (pH 7,4) sont mélangés avec 600 pl d’une
solution de peroxyde d’hydrogene a 43 mM (préparée dans le méme tampon phosphate).
Aprés 20min I’absorbance est mesurée a 230 nm. Dans les mémes conditions opératoires,
I’acide ascorbique est utilis¢é comme controle positif. Les résultats sont exprimés en

pourcentage d’inhibition selon la formule suivante :

% du piegeage du H202 = [(Abs contréle — Abs extrait)/ Abs contréle] x 100

2.5. Traitement des rats Wistar

Ces animaux ont été subdivises en 7 lots de quatre (D250, N250, D500, N500, TD, TN,
TDTM). Afin de suivre individuellement les animaux, ces derniers ont été marqués a 1’aide

de feutres permanents.
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2.5.1. Administration de I’alloxane

Le diabéte a été induit chez des rats ayant un niveau normal de glycémie (taux de
glycémie variant généralement entre (70 mg/dl-190mg/dl) par injection intrapéritonéale
d’Alloxane monohydrate a raison de 150 mg/kg de poids corporels. Apres 07 jours, nous
avons mesuré la glycémie a jeun de tous les rats de facon individuelle, selon (Manjunath et
al., 2016).

Les taux de glycémie dépassant largement ceux des rats témoins normaux ont été
classés comme diabétiques et inclus dans I'étude. Dans notre cas, les valeurs enregistrées au-
dessus de 200 mg/dl sont considérées comme diabétiques. Autrement, de I'’Alloxane sera ré-

administré jusqu'a ce que le diabete se développe.

2.5.2. Détermination de certains parametres durant la période de traitement
28rats sont répartis en sept lots égaux (O4rats /lot) :

=Lot A : rats non diabétiques (TN : Témoins normaux sains).

*Lot B : rats non diabétiques (normaux sains) traités par la dose de 250mg de I’extrait de

plante /10ml/kg (N250) (Abdulahad et al., 2015).

=L ot C : rats non diabétiques traités par la dose de 500mg de I’extrait de plante /10ml/kg
(N500) (Abdulahad et al., 2015).

Lot D : rats diabétiques traites une fois par jour par la dose de metformine de
200mg/10ml/kg (TDTM) (Mebrek, 2019).

= Lot E : rats témoins diabétiques non traités (TD).

Lot F: rats diabétiques traités une fois par jour par la dose de 250mg de I’extrait de

plante/10ml/kg(D250).

*Lot G : rats diabétiques traités une fois par jours par la dose 500mg de I’extrait de

plante/10ml/kg d’extrait (D500).

Le traitement a été effectué par gavage pendant 15 jours, pendant lesquels plusieurs

parameétres ont été mesurés :
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2.5.2.1. Poids corporels

Nous avons noté le poids des rats femelles quotidiennement a intervalles réguliers avant
I'apparition du diabete et avant le début du traitement, couvrant la période du premier au

quinziéme jour de I'expérience. Au total, nous avons effectué 15 mesures.
2.5.2.2. Glycémie

Pendant une période expérimentale de 15 jours, la glycémie des rats a été mesurée huit
fois a jeun a 8h, a l'aide d'un glucometre Kit Check3. L'objectif était en premier lieu d'évaluer
le développement du diabéte chez les rats traités a I'Alloxane en comparant leurs niveaux de
glycémie a ceux du groupe témoin normal. La premiére mesure a été réalisée 72 heures apres
l'administration de 1’Alloxane et a servi de référence pour détecter la présence de diabete
(Sabu et al., 2002). Si le test révele un résultat positif pendant cette période, indiquant ainsi le
développement de la maladie, la manipulation (administration des deux doses de I’extrait de
plante et de la metformine) débutera le jour méme, marquant ainsi le début de la période
expérimentale (temps t=0 de la manipulation). Autrement, de I'Alloxane sera réadministré

jusqu'a ce que le diabéte se développe.

La glycémie est mesurée au niveau de la queue des rats. Apres avoir nettoyé la queue avec
de l'alcool, une fine aiguille est utilisée pour piquer les rats, et une goutte de sang est
recueillie puis déposée sur une bandelette Kit Check3. La lecture de la glycémie est effectuée

a l'aide du glucometre adéquat.

La glycémie est déterminée régulierement chaque deux jours avant chaque traitement

(Pextrait de plante ou a la metformine).
2.5.3. Détermination des parametres apres sacrifice des rats
2.5.3.1. Prélevement sanguin

Apres 15 jours de traitement, les rats femelles de chaque lot ont été sacrifiés ; le sang est
prélevé au niveau du cceur et mis dans des tubes contenant de 1’héparine pour prévenir la
coagulation. Ces prélevements sont effectués, sur des rats a jeun (12 heures). Apres chaque
prélevement sanguin, le sang est mis dans des tubes héparines, centrifugé a 4000 tours/minute
pendant 10 minutes. Le sérum est ensuite récupéré et utilisé pour le dosage des paramétres

biochimiques : glycémie, triglycérides et protéine totales, bilirubine, urée, créatinines.
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2.5.3.2. Prélévement des organes

Le jour du sacrifice (J16) les organes (foie et pancréas) sont récupérés, rincés a 1’eau
physiologique (0.9 %) puis peses. Le foie de chaque rat sera conservé a -24°C pour des études
ultérieurs (paramétres du stress oxydatif). Les pancréas seront mis dans du formol a 10% pour
la confection de coupes histologiques.

2.5.3.3. Détermination des parameétres biochimiques

v Glycémie (selon la fiche technique)

Le glucose est le principal glucide présent dans le sang. Son oxydation dans les cellules
est la source d’énergie pour 1’organisme. Des niveaux accrus de glucose sont observés dans le
diabete sucré, 1’hyperparathy-roidisme, pancréatite et insuffisante rénale. Des niveaux
diminués sont observés dans les cas d’insuline, d’hypothyroidie, d’hypopituitarisme et de

maladies hépatiques étendes.
v" Principe

Le glucose oxydase (GOD) catalyse I’oxydation du glucose en gluconate. Le peroxyde
d’hydrogéne formé (H203) est détecté par un accepteur d’oxygeéne chromogeéne, le phénol, la

4-aminophénazone (4-AP) en présence de peroxydase (POD) :

GOD
p- D- Glucose + Oz+ H20

Gluconate + H202

L J

POD

H:02+ Phénol + (4-AP) colorant rouge quinone +

4

v' Triglycéride
v Principe

Les triglycérides sont évalués apres une hydrolyse enzymatique par les lipases.
L'indicateur est une quinone qui se forme a partir des quatre réactions suivantes (Fossati,
1980) :

Lipoprotéine lipase

Triglycérides + H>O »  Glycérol+ Acide gras libres

-

Glycérol kinase
Glyceérol + ATP » Glycérol -3- phosphate + ADP
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Glycérol-3-P

Glycerol -3-P+0O»> > Dihydrox acétone- P+ H>O»>
Oxydase
Oxydas
H202 + 4-AP+ P- — Chlorophénol Quinone + H>O

En milieu alcalin, les protéines sériques réagissent avec les ions cuivre pour produire
un complexe coloré bleu-violet. L'intensité de cette coloration pourpre est directement liée

a la quantité de protéines présente dans I'échantillon (Burtis et al., 1999).

PH alcalin
Protéines + Cu ™ - » Cu complexe protéinique

La lecture de I’absorbance (A) de I’échantillon et de 1’étalon est a 540 nm contre le
blanc. La couleur est stable pendant 30 min.
v" Bilirubinémie
e Principe

Quatre réactifs sont utilisés pour le dosage de la bilirubine. Le premier réactif est un
mélange d'acide sulfanilique (30 mmol/l), d'acide chlorhydrique (150 mmol/l) et de
diméthylsulfoxyde (7 mmol/l). Le deuxiéme réactif est un mélange d'acide sulfanilique
(30 mmol/l) et d'acide chlorhydrique (150 mmol/l). Le troisieme réactif est constitué de
nitrite de sodium a 20 mmol/l. Le quatrieme réactif est un étalon lyophilisé préparé en les
solubilisant dans 3 ml d'eau distillée (Zergani, 2019).
v' Urée
e Principe

En présence d'eau et d'uréase, I'urée subit une hydrolyse pour produire de I'ammoniac
et du dioxyde de carbone. L'ammoniac ainsi produit réagit avec le 2-oxoglutarate et le
NADH en présence de la GLDH (Glutamate déshydrogénase) formant du glutamate et du
NAD™. La réduction de I'absorbance du NADH par unité de temps est proportionnelle a la
concentration d’urée (Thomas, 1998).

Uréase
Urée + 2H O — 2NH4+ CO32
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GLDH
2-oxoglutarate + 2NHs + 2NADH __ 2[-glutamate + 2NAD™+ 2H,0O

e Principe

En milieu alcalin, la créatinine réagit avec l'acide picrique pour former un composé de
couleur jaune orangé. L'intensité de l'absorbance a 520/800 nm est directement
proportionnelle a la concentration de créatinine dans 1’échantillon (Newman et Price,
1999)

Créatinine + acide picrique — » Complexe créatinine + picrate

2.5.3.4. Dosage des parameétres du stress oxydatif au niveau du foie

e Préparation de ’homogénat

«* Protocole

0,5 g de foies provenant des différents groupes d'étude ont été prélevés. Apres broyage
et homogénéisation des tissus dans un tampon KCL (0,1 M, pH = 7,8), la suspension
cellulaire a été centrifugée a 5000 tours par minute a 4°C pendant 15 minutes. Le liquide clair
obtenu aprés centrifugation a été réparti dans des tubes Eppendorf et conservé a -20°C

jusqu'au moment du dosage.

e Dosage du Malondialdéhyde (MDA)

% Principe

La peroxydation lipidique dans le foie est evaluée par le dosage de Malondialdéhyde
(MDA) selon la méthode d’Ohkawa et al (1979). Le MDA, issu de la dégradation des acides
gras polyinsaturés (PUFA) sous I'action des radicaux libres générés lors du stress, réagit avec

deux molécules de Thio barbiturique (TBA) pour produire un complexe coloré de teinte rose.

% Protocole
v" 0,5 ml de I’homogénat, 0,5 ml d’acide trichloracétique (TCA) 20 % et 1 ml d’acide
Thio barbiturique (TBA) a 0,67 % sont additionnés.
v" Le mélange est chauffé a 100 °C pendant 15 minutes, refroidi puis additionné de 4 ml
de n-butanol.
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v’ Aprés centrifugation de 15 minutes a 3000 tours/minute, 1’absorbance est déterminée

sur le surnageant au spectrophotometre a 532 nm.

La concentration de MDA est déduite a partir d’'une gamme étalon établie dans les mémes
conditions avec une solution de « 1, 3, 3,3-tetraméthoxypropane » qui donne le MDA apres

son hydrolyse.

e Dosage des protéines
L’évaluation des protéines est nécessaire pour le calcul des parametres antioxydants.

% Principe

La concentration des protéines est évaluée en utilisant la méthode de Bradford
(1976). Les protéines réagissent avec un réactif coloré composé d'acide ortho phosphorique,
d'éthanol et de bleu de coomassie (BBC). Ce réactif se lie aux groupes (-NH2) des protéines,

et I'intensité de la couleur obtenue est proportionnelle a la concentration des protéines.

% Protocole
v 50 pl de I’homogénat sont ajoutés a 2.5 ml de réactif de Bradford.
v' Agitation.
v’ Incubation 5 minutes a température ambiante puis lecture de I’absorbance a A= 595 nm
contre un blanc réactif.
e Détermination du glutathion réduit (GSH)

% Principe

Le dosage du glutathion est réalisé selon la méthode de Wekberker et Cory (1988).
Ce dosage repose sur la mesure de I'absorbance optique de I'acide 2-nitro-5-mercapturique,
formé suite a la réduction de I'acide 5,5-dithio-bis-2-nitrobenzoique par les groupes thiol

(-SH) du glutathion.

% Protocole
Prélever 0.8 ml de ’homogénat
Ajouter 0.2ml de la solution d’acide salicylique (0.25%)
Agiter et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace
Centrifuger a 1000 tours /min pendant 5 min
Prélever 0.5ml du surnageant
Ajouter 1 ml du tampon Tris-EDTAapH 7.4

AN N N N NN
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v" Mélanger et ajouter 0.025 ml de I’acide 5,5dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a
0.01M.

Laisser pendant 5min a une température ambiante et lire les densités optiques a 412 nm

contre le blanc réactif.

La concentration du GSH est obtenue par la formule suivante :

[ GSH (n mol/mg protein) = DOx1x1,525 /131000, 8%0, 5xmg proteine }

o Dosage de I’activité enzymatique de la catalase (CAT)

®,

% Principe

L’activit¢ enzymatique de CAT est déterminée par la méthode d’Aebi (1985). Le
principe de cette méthode repose sur la réduction de I'H.O, en présence d'une source

enzymatique & 25°C, conformément a la réaction suivante:

2H>02+2GSH =—> H.O + O2

% Protocole
v Dans une cuvette en quartz, 50ul de I’homogénat sont mélangés avec 2.95 ml d’une
solution de H>02 a 19mmol/ml préparée dans le tampon phosphate de potassium a pH
7.4 (0.1M).
v" Le changement de 1’absorbance est suivi pendant une minute a un intervalle de 15

secondes, a une longueur d’onde de 240 nm.

L’activité enzymatique est déterminée par ’utilisation de coefficient d’extinction molaire
(e= 0.043mM “tcm ) et les résultats sont exprimés en pmole d’H20, décomposés/min/ mg de

protéine.

Activité CAT = (AT x log (DO1/D0O2)) xFD / (¢x L x C proteins)

DO1: absorbance a 0 minute.
DO2: absorbance & 1 minute.

AT : intervalle de temps en minute.
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FD : facteur de dilution (Vt/Vs) ou Vt : volume total de milieu réactionnel, Vs : volume

surnageant
¢ : coefficient d’extinction molaire de H20; (43,6 M-1cm-1).
L : longueur de la cuvette utilisée (L=1cm).
C protéines : concentration en protéines (mg/g de tissu).
2.5.3.5. Etude histologique

Les coupes histologiques ont été effectuées au laboratoire d'anatomie pathologique de

I'ndpital IBN ZOHR de Guelma, suivant la méthode comprenant les étapes suivantes:

v Fixation des organes

La fixation est une étape essentielle effectuée juste apres le prélevement de
I'échantillon a observer. Elle vise a immobiliser I'échantillon et a le conserver dans un état
proche de celui du vivant, préservant ainsi sa structure tissulaire. Cette étape est cruciale pour

obtenir des coupes histologiques de qualité.

Le Formol est I'un des nombreux liquides fixateurs utilisés couramment pour cette
tache, permettant la conservation des tissus animaux ou végétaux tout en maintenant leur

intégrité structurelle pour une analyse précise.

v" Préparation des cassettes

Avant de débuter la déshydratation, les fragments contenant I'organe entier prélevé
sont disposés dans des cassettes spéciales, telles que celles de la marque LEICA, fabriquées

en polyacétal et équipées d'un couvercle intégré.

v Déshydratation des échantillons

Avant l'inclusion dans la paraffine, il est essentiel de déshydrater I'échantillon en remplacant
son eau par de I'éthanol. Ce processus est effectué a l'aide d'un systeme automatique de

préparation d'échantillons par remplissage.

L'utilisation d'un automate tel que le SLEE MTP offre divers avantages, notamment la
rapidité, la flexibilité, et des économies de temps et de ressources. Cet automate convivial
comprend 12 stations, dont dix béchers pour les réactifs et les solvants de traitement (comme

le xyléne, I'éthanol et le formol), ainsi que deux pots de paraffine en aluminium. Il peut traiter
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jusqu'a 240 cassettes, ce qui double la capacité standard. Entierement programmable via un
écran LCD, cette méethode implique une rotation des bains pendant environ 16 heures et 40

minutes, garantissant une déshydratation uniforme et efficace des échantillons.

v" Inclusion et réalisation des blocs

Le but de cette procédure est d'incorporer de la paraffine semi-dure dans les
échantillons pour obtenir une consistance homogéne qui facilite la coupe tout en préservant
I'intégrite des tissus et en rendant I'échantillon rigide. Pour ce faire, on utilise une station de
paraffinage (SLEE MPS/P1) équipée d'un bac thermostatique, d'une zone d'inclusion et d'une

plague chauffante.

1. L'organe est placé dans un moule métallique en acier inoxydable et rempli de
paraffine en appuyant sur une pédale pour distribuer la paraffine fondue,
maintenue a une température d'au moins 65°C, provenant d'un réservoir principal
de 6 litres situé dans la zone d'inclusion. Ensuite, l'organe est fixé a I'aide d'une
pince métallique sur une surface refroidie a -10°C.

2. Une fois le moule recouvert avec le couvercle de la cassette, il est laissé a refroidir
brievement sur une platine réfrigerée, dont la température est maintenue entre 0 et
20°C, pour permettre la solidification de la paraffine et obtenir ainsi les blocs.

3. Les blocs sont ensuite conservés au froid jusqu'au moment de la coupe des pieces.

v Confection des coupes histologiques

Pour obtenir des coupes histologiques précises, il est nécessaire de retirer I'exces de

paraffine des cassettes, laissant une épaisseur de 10 pum.

1. Aprés ce dégrossissage, I'épaisseur du microtome (LEICA RM 2125RTYS) est
ajustée entre 0,5 et 0,1 um, et la cassette est positionnée avec précision a l'aide
d'un rasoir.

2. Lorsque le microtome est en marche, des coupes d'une épaisseur de 0,1 a 0,5
pum sont réalisées a chaque passage, formant ainsi un ruban de coupe qui se
colle automatiquement.

3. Ce ruban de coupes est déposé sur une lame contenant des gouttes d'eau tiede
chauffée a 60°C sur une plaque chauffante, ou il est laissé brievement pour

s'aplanir.
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4. Avant de placer les lames dans I'étuve, elles sont égouttées brievement pour
éliminer I'excés d'eau, puis séchées a plat sur la plaque chauffante. Ensuite,
elles sont rangées verticalement dans des portoirs pour lames et séchées
complétement dans I'étuve.

5. Généralement, les lames sont marquées sur leur bord a l'aide d'un stylo a
diamant pour une identification ultérieure.

v" Coloration

Les étapes de coloration nécessitent des coupes de tissus hydratées, ce qui implique de

déparaffiner les lames avant de les réhydrater dans des bains d'alcool decroissants.

Déparaffinage des coupes : les portoirs contenant les lames sont chauffés dans une étuve

PANACEA a une température comprise entre 80 et 100°C pendant 20 minutes

Réhydratation des coupes : apres le déparaffinage, les portoirs sont transferés
directement dans un cristallisoir contenant du xyléne pendant 10 a 60 secondes, suivis
d'un ringage dans deux bains successifs, d'abord dans de I'éthanol puis dans de I'eau du

robinet pour éliminer toute paraffine résiduelle.

Coloration au Mayer : les portoirs sont ensuite plongés dans un bain contenant de

I'nématoxyline de Mayer pendant 8 minutes, puis rincés a I'eau du robinet.

Coloration a I’éosine : les lames sont immergées dans un cristallisoir contenant de

I'¢osine pendant 8 minutes.

Déshydratation : apres la coloration, les lames subissent un deuxieme rincage dans de
I'¢thanol, du mélange xyléne-acétone et du xylene dans cet ordre, pour 4 cristallisoirs

d'éthanol, 2 cristallisoirs de xyléne-acétone (50% 50%) et enfin 2 cristallisoirs de xyléne.

v" Montage

Déposez une goutte de solution adhésive (par exemple, EUKITT) sur la lame, puis
placez délicatement une lamelle de couvre-objet propre et séche. Inclinez progressivement la
lamelle pour que la solution s'étale uniformément et recouvrir la coupe sans emprisonner de
bulles d'air. Assurez-vous que la solution ne deborde pas. Une fois la lamelle bien fixée, la

préparation est préte pour étre observée au microscope.
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v" Observation au microscope

Les coupes sont analysées au microscope optique, qui est muni d'un appareil photo,

permettant ainsi une observation a différents niveaux de grossissement.

2.6. Analyse statistique des résultats

Les résultats de cette étude ont été présentés sous forme de moyennest écarts types

gréce au logiciel Excel.
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1. Etude phytochimique

1.1. Rendement d’extraction

L’opération d’extraction a partir de 160 g du matériel végétal (feuilles) a I’aide de I’eau

distillée et apres évaporation a permis d’obtenir un résidu sec d’extrait brut.

Le rendement de cet extrait sec exprimé en pourcentage est mentionné dans le tableau 3

ci-dessous.
Tableau 3 : Le rendement d'extrait aqueux de Quercus suber L
La quantité d’extrait sec a partir de 160 g Quercus suber L.
Rendement (g) 12,6
Rendement % 7,87

Quercus suber L. a donné une masse en extrait sec égale a 12,6 g correspondant a un

rendement de 7,87%. Le rendement en extrait aqueux est variable selon 1’espece de la plante
(Taib, 2022).

1.2. Tests phytochimiques sur la poudre de plante

Les reésultats des tests phytochimique appliqués sur la poudre de plante sont représentés
dans le tableau 4 ci-dessous. Ils montrent la présence des alcaloides, Saponosides, tanins,
flavonoides, stérols et terpénes, coumarines, composés réducteurs, Terpenoide avec absence
des mucilages. Nos résultats concordent avec ceux de Benhamida et al. (2023) qui ont
identifié au niveau de la poudre des feuilles de Quercus Suber L collectés au niveau de la
méme région (Maouna-Guelma), les mémes principes actifs trouvés dans notre poudre de

plante. La seule différence est 1’absence des alcaloides.
1.3. Tests phytochimiques sur I’extrait aqueux

Le tableau 4 ci-dessous montre que l'extrait aqueux contient les mémes principes actifs
que la poudre de plante : Saponosides, tanins, flavonoides, stérols et terpénes, coumarines,
composés réducteurs et Terpenoide. Cependant, les alcaloides et les mucilages sont absents.
En effet, il est connu que les alcaloides sont, en général, insolubles dans I'eau mais solubles

dans les solvants (Poisson, 2009).

Nos résultats sont en accord avec ceux de Benhamida et al. (2023), qui ont trouvé au
niveau de leur extrait aqueux de Quercus suber L, les mémes principes actifs trouvés dans

I'extrait aqueux des feuilles de Quercus suber L utilisé dans notre travail. La composition

64




Chapitre VI : Résultats et discussion

chimique des plantes peut varier en raison des facteurs géographiques, physicochimiques et
biologiques, tels que : le lieu de récolte, I'environnement, I'exposition a la lumiere, les
précipitations, la topographie, les saisons, le type de sol, le moment de la récolte, le
patrimoine génétique de la plante, les méthodes d'extraction des composés, ainsi que la partie

de la plante étudiée (Lagha-Benamrouche et al., 2017).

Tableau 4 : Résultats des tests phytochimiques.

Poudre de plante Extrait aqueux
Flavonoides + +
Saponosides + +
Tanins + +
Stérols et terpénes + +
Coumarines + +
Composés réducteurs + +
Terpenoides + +
Alcaloides + -
Mucilage - -

(+) présence, (-) Absence
2. Evaluation de ’activité antioxydants de la plante

Afin d’évaluer le potentiel antioxydant de Quercus suber L., nous avons calculé la
teneur en composés polyphénoliques, flavonoides et tanins connus pour leur propriété

antioxydants élevée (Chebini et Driche. 2019).

Certains tests déterminant ce potentiel ont été également utilisés : le Test du DPPH et

le Test de piégeage du peroxyde d’hydrogéne.
2.1. Dosage des Polyphénols

La quantification des composés phénoliques a été effectuée a l'aide d'une courbe
d'étalonnage linéaire (y=ax+b), établie a partir d'une solution standard d'acide gallique a

différentes concentrations.

La teneur en polyphénols totaux est exprimée en milligramme équivalent d’acide

gallique par gramme d’extrait de la plante étudiée (mg EAG/g).
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Nos résultats montrent que Quercus Suber L contient 123.48 + 3.95 mg EAG/g
(Tableau 5). Nos résultats sont supérieurs a ceux trouveés par Adjami et al. (2016) qui ont
découvert un taux de polyphénols de 108 mg EAG/g dans un extrait aqueux de glands de la
méme plante, récoltés au mois d’octobre, de la région d’El Kala. Cependant, nos résultats
semblent étre inférieurs par rapport au taux de polyphénol trouvé dans un extrait aqueux de
glands de Quercus suber L récolté au mois de decembre d’une région de Tunisie (2950.98mg
EAG/g) (Mezni et al., 2022). La quantité de polyphénols varie selon la partie de la plante, la
région et la saison de récolte mais aussi le solvant d’extraction (Nassira, 2022). Selon
Adjami et al., (2016), I’é¢thanol semble avoir le meilleur rendement en polyphénols, par

comparaison a 1’eau, a 1’acétone et au chloroforme.
2.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été effectué selon la méthode de 'ALCls, en se basant sur
une courbe d'étalonnage linéaire (y=ax+b), utilisant la quercétine comme étalon a difféerentes

concentrations.

La teneur en flavonoide est exprimée en milligramme équivalent de quercétine par

gramme d’extrait de la plante (mg EQ/g).

Les résultats montrent la richesse de 1’extrait aqueux de la plante étudiée en
flavonoides avec une teneur de 79.45 + 3.56 mg EQ/g d’extrait (Tableau 5). La concentration
des flavonoides dans les extraits dépend de la polarité des solvants utilisés pour la préparation
des extraits (Ali -Rachedi et al., 2018).

D’aprés Di Carlo et al., (1999) et Havsteen (2002), les flavonoides jouent un role
protecteur contre les effets néfastes des radicaux libres en agissant comme antioxydants. de
plus, Schlesier et al., (2002) ont également démontré que I'acide gallique est le composé le

plus actif dans les tests antioxydants par rapport a d'autres composés phénoliques.
2.3. Dosage des Tanins

Les teneurs en tanins condensés de notre extrait aqueux de Quercus suber L ont été
calculées a partir de I’équation de la courbe d’étalonnage tracée en utilisant la catéchine

comme standard.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent de catéchine par g d’extrait végétal (mg

EC/g).
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Les résultats du dosage des tanins condensés (Tableau 5) obtenus, montrent que leur
teneur est de 416.99 + 14.25 mg EC /g d’extrait sec) qui est une valeur relativement
importante indiquant ainsi la richesse de I'extrait de la plante en ces composés antioxydants
(Ali-Rachedi et al., 2018). Selon Peronny (2005) et Elansary et al., (2019), les tanins
possédent de fortes capacités antioxydants grace a leurs noyaux phénoliques. De plus,
Okamura et al. (1993) ont également demontré que les tanins galliques et catéchiques sont
des composés antioxydants par excellence. Selon Ali- Rachédi et al. (2018), la teneur de la
plante en tanins dépend de la nature chimique du solvant utilisé dans la préparation de

I’extrait mais également des conditions opératoires.

Tableau 5 : Teneur de I’extrait de Quercus Suber L en polyphénols, flavonoides et tanins.

teneurs en teneurs en teneurs en tanins
polyphénols (mg flavonoides (mg (mg EC/g d’extrait
EAG/g d’extrait EQ/g d’extrait sec) sec)
sec)
Moyenne +écart- | 123.48 + 3.95 79.45 + 3.56 416.99 + 14.25
type

2.4. Evaluation de I’activité antioxydante par la méthode du DPPH

L'activité antioxydants de nos extraits aqueux de chéne-liége a été évaluée vis-a-vis du
radical DPPH. Cette évaluation a été réalisée en suivant la réduction de ce radical, qui se

manifeste par un changement de couleur, passant du violet au jaune, mesurable a 517 nm.

Les résultats de cette activité sont illustrés dans la figure 17 et le tableau 6.
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Figure 17 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH par I’acide ascorbique et

I’extrait aqueux des feuilles du chéne licge.

Les IC50 de nos échantillons sont représentés dans le tableau suivant

Tableau 6: Les IC50 de I’acide ascorbique et de I’extrait aqueux de Q. suber L.

Extraits Acide ascorbique Plante

IC50 (mg/ml) 65.61% 84.49%

D’apres la figure 16 et le tableau 6, il est visible que les feuilles de chéne liege sont

pourvues d’un pouvoir antioxydant.

A des fins comparatives on a utilisé¢ ’acide ascorbique (Vit C) comme standard, il a
monté une activité antioxydants intéressante avec une IC50 de ’ordre 65.61 mg/ml, par
rapport notre extrait de plante qui a montré une IC50 de 1’ordre 84.49 mg/ ml. Nous
remarquons donc que 1’effet antioxydant de I’acide ascorbique et de I’extrait de la plante est

différent.

En effet, I’inhibition de 50% du radical DPPH nécessite une quantité d’extrait de
plante 1égérement supeérieure (a peu prés 18.88 mg) a celle de 1’antioxydant standard (I’acide
ascorbique). Toutefois, ces résultats semblent trées prometteurs. 1ls indiqueraient que la
plante étudiée pourrait étre utilisée comme une source naturelle d’antioxydants facilement

accessibles.
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Ces résultats concordent avec ceux de Santos et al., (2009) et Vinha et al., (2016), qui
ont démontreé a l'aide de diverses méthodes, la possession du chéne-liege Portugais d’ un
pouvoir antioxydant important. L’équipe de Touati, a découvert que I’extrait
hydrométhanolique du liege de Quercus Suber L posséde un pouvoir antioxydant encore plus
élevé que le notre avec une valeur d’1C50 de 5.69 pg/ml. Le pouvoir antioxydant d’une plante
dépend de plusieurs facteurs : la quantité de principes actifs antioxydants contenus dans
I’extrait, la partie de la plante utilisée dans 1’extrait et la nature chimique des solvants utilisés

pour la confection de I’extrait (Touati et al., 2015).

2.5. Evaluation de I’activité antioxydants par la méthode du peroxyde d’hydrogene
(H202)

Nous avons étudié la capacité de I’extrait de Quercus suber L a piéger le peroxyde

d'hydrogene (H20>) en observant la diminution de I'absorbance de cette molécule a 230 nm.

Les résultats (Figure 18) montrent que notre extrait possede une activité anti
radicalaire satisfaisante contre le radical H202, avec une efficacite dépendante de la dose.
Cependant aux premieres doses (les plus faibles) 1’extrait semble étre est moins efficace
contre ce radical que le standard (acide ascorbique). A la concentration 20 pg/ml par
exemple, nous remarquons que I’acide ascorbique piége 42.187 du radical H>O> tandis qu’a
la méme concentration, notre extrait a une activité contre ce radical qui est de 5.247. A la dose
la plus élevée, 100 ug/ml, nous avons remarqué avec intérét que notre extrait aqueux exerce
une activité anti radicalaire légerement supérieure a celle de 1’acide ascorbique (67.47 VS
65.637). Cette activité peut s'expliquer par la richesse de cet extrait en métabolites
secondaires tels que les polyphénols, les flavonoides et tanins connus pour leurs propriétés
antioxydants (Tlili, 2015).

De nombreuses études ont démontré que les composeés phénoliques sont de bons
donneurs d'électrons et peuvent accélérer la conversion du H.O, en H,O. Grace a leurs
groupes hydroxyles, ces composés phénoliques sont de puissants antioxydants capables de
contribuer directement a l'action antioxydants (Wagh et al., 2012). En effet, nos résultats
antérieurs montrent que I’extrait aqueux de la plante étudiée est riche en composés

phénoliques.
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Figure 18: Résultats de la méthode de piégeage du peroxyde d’hydrogéne

3. Evaluation de P’activité antidiabétique du chéne liége

L’évaluation de 1’activité antidiabétique des extraits de feuilles du chéne liege n’a été
¢tudiée qu’une seule fois par 1’équipe de Benhamida et al. (2023) sous la direction de
Mme Zidi S. Notre travail vise a approfondir cette étude en y ajoutant d’autres paramétres

biochimiques.
3.1. Etude des paramétres avant sacrifice

Apres avoir induit le diabéte par 1’alloxane et avoir commencé le traitement des rats
Wistar femelles, avec les deux doses de I’extrait aqueux des feuilles du chéne liege, pendant
une période de 15jours, deux paramétres ont eté pris en considération avant sacrifice des

animaux : I’évolution du poids corporel des rats ainsi que 1’évolution de leur glycémie.
3.1.1. Evolution du poids corporel des rats pendant la période de traitement

Le poids est I'un des plus importants paramétres qui nous renseigne sur 1’apparition et
I’évolution du diabéte a cause de sa relation directe avec le métabolisme lipidique (Zohra.
2019). Pour cela, nous avons suivi cette variation durant toute la période de traitement
(Figure 19).
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Figure 19 : Evaluation des poids corporels des différents lots de rats femelles pendant la

période de traitement

D’aprés les résultats représentés dans la figure 19 ci-dessus, on remarque avec intérét

que :

Les lots non diabétiques : TN (témoins normaux sains), N250 (rats sains traités avec la
dose 250 mg/kg de I’extrait de plante) et N 500 (rats sains traités avec la dose 500 mg/kg de
I’extrait de plante) montrent une évolution normale et une augmentation du poids corporel

par rapport aux lots diabétiques.

Cependant nous remarquons avec intérét que I’extrait de Quercus suber L fait gagner du
poids aux deux lots N250 et N500. Ce gain de poids est supérieur a celui des rats TN et est
dépendant de la dose administrée aux rats (le gain de poids avec la dose 500 mg/kg est
supérieur a celui de 250 mg/kg). Notre résultat ne concorde avec celui de Rocha-Guzman et
al., (2019). Contrairement a nos résultats ces derniers n’ont pas remarqué un changement de

poids des rats avec les doses (250, 500 et 15000 mg/kg) d’extraits de Quercus suber L.

Notre résultat sur le gain de poids des rats sains traités avec I’extrait de la plante aux
deux doses choisies, peut étre expliqué par la composition de 1’extrait de plante en molécules
lipidiques tels que les stérols végétaux retrouvés dans notre extrait et dont la concentration

augmente avec la concentration de 1’extrait. Cette constatation suggere que I'extrait a modifié
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le métabolisme des animaux traités, ce qui peut éventuellement avoir un impact sur les

hormones et le poids corporel (Moinard ; 2020).

Le lot TD (témoin diabétique) manifeste au départ une perte excessive de poids corporel,
avec parfois un gain, une stabilité du poids et encore une chute de poids (fluctuations et
instabilité du poids). Pendant la période de traitement (du 1 jour au 15 jours), le poids des rats
TD reste faible par rapport au poids des rats TN. Notre résultat concorde avec celui de
Benkhedir (2023) et Benhamida et al. (2023) La perte de poids est I'un des indicateurs
spécifiques utilises pour confirmer I'apparition du diabete (Harnois-Leblanc, 2023). Cette
perte de poids peut étre expliquée par I’action de I’alloxane. En effet, I’administration de
cette molécule aux rats provoque la destruction des cellules p de Langerhans et la diminution
de la sécrétion d’insuline. Cette diminution dépend de la dose d’alloxane administrée.
L’insuline est une hormone anabolique. Sa diminution provoque donc la diminution du
stockage des triglycérides sous forme de tissus adipeux et a une perte musculaire accrue due
a une dégradation excessive des protéines tissulaires (Lahaye, 2022).

Le lot de rats diabétiques raites : TDTM (rats diabétiques traités a la metformine), D250
(rats diabétiques traités a la dose 250 mg/kg de I’extrait de plante) et D500 (rats diabétiques
traités a la dose 500 mg/kg de I’extrait de plante) manifestent tous au départ de la période de
traitement une perte de poids par rapport au lot témoins sains non diabétique (TN). Ce qui
confirme ’installation du diabéte chez ces lots. Le poids de ces lots est cependant supérieur a
celui des rats TD. Les deux lots TDTM et D500, manifeste des fluctuations du poids
corporel : une perte de poids ensuite un gain de poids, une stabilité ensuite une perte et enfin
un gain de poids Iégerement supérieur a celui du lot TD. La metformine a la dose 250 mg/kg
et I’extrait de plante a la dose 500 mg/kg empéchent uniquement une perte de poids
supérieure a celle du lot TD. Elles semblent étre incapables de faire évoluer le poids des rats
diabétiques comme celui des rats TN. Toutefois, curieusement, nous remarquons que le poids
du lot diabétique traité & la plus faible dose de I’extrait (250 mg/kg) évolue de la méme
maniere que les rats TN. Il augmente, ensuite il se stabilise mais il n’atteint pas le poids des
rats TN.

La prise de poids observée chez les rats diabétiques traités a la dose 250 mg/kg pourrait
étre expliquée par le pouvoir de la dose 250 mg/kg de I'extrait aqueux des feuilles de
Quercus suber L a inhiber I’effet de 1’alloxane et probablement a restaurer la synthése
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d’insuline , ce qui aboutit a une utilisation tissulaire du glucose, en favorisant la production
de glycogéne dans le foie et dans les muscles, en inhibant la glycogénolyse musculaire et
hépatique , en inhibant la lipolyse dans les tissus adipeux et en stimulant la lipogenése (Soto
et al., 2016, ; Yin et al., 2018). En effet, d’aprés nos résultats antérieurs, 1’extrait aqueux de
Quercus Suber L est constitué de principes actifs antioxydants (phénols, tanins, flavonoides...
etc.) pouvant inhiber les radicaux libres générés par 1’alloxane et I’hyperglycémie mais aussi
ils peuvent jouer un réle de stimulateurs de croissance (substances anabolisantes qui

favorisent l'augmentation de la masse musculaire) (Elansay et al., 2019).
3.1.2. Evolution de la glycémie pendant la période de traitement

La figure 20 et le tableau 7 ci-dessous présentent les résultats de 1’évolution de la
glycémie & jeun des différents lots de rats Wistar femelles sains et diabétiques pendant 15

jours de traitement aux différentes doses choisies de la plante et de la metformine.

Tableau 7 : Evolution de la glycémie pendant les 15 jours de traitements

Glycémie g/l

Lots TN N250 N500 | TDTM TD D250 D500
Jours
J3 0.88+0.2 | 0.92+0.8 | 0.80+0.5 | 4.6+1.2 | 5.12+0.6 | 3.65+0.4 | 4.93+.0.8
J6 0.85+048 | 0.80+0.3 | 0.83+£0.7 | 4.1+1 | 5.37+0.5 | 4.03+0.6 | 4.27+0.9
J9 0.80+0.5 | 0.60+0.4 | 0.70+£0.3 | 3.6+0.9 | 5.75+0.7 | 2.14+0.2 | 3.2+0.7
J12 0.75+0.2 | 0.70+0.4 | 0.70+0.8 | 4.8+0.8 | 5.05+0.9 | 2.4+0.7 | 2.92+0.7
J15 0.84+0.7 | 0.94+0.2 | 0.80+0.5 | 5.1+0.4 | 6.4%2 1.54+0.2 | 3.7£0.5
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Figure 20 : Evolution de la glycémie des différents lots de rats femelles pendant la période de

traitement
Les résultats de 1’évolution de la glycémie avant sacrifice, montrent que :

La glycémie des trois lots des rats sains; TN (témoin normal), N500 et N250 est
stable tout au long de la période de traitement (15 jours). Elle est égale en moyenne entre 0.8
et 0.9 g/l. Ce résultat signifie que I’extrait de plante aux deux doses utilisées dans I’étude n’est
pas hypoglycémiant. Notre résultat concorde avec celui de Divi et al. (2012), Muccilli et al.
(2017) et Sari et al. (2019).

En ce qui concerne le lot TD, sa glycémie au J1 est plus élevée que celle du lot TN
(5.12+0.6 g/l VS 0.88+0.2 g/l). Tout au long de la période de manipulation (15 jours), elle
reste plus ou moins stable, autours des 5 g/l et toujours supérieure a celle du lot TN, pour
atteindre au final au J15 une glycémie plus élevée de 6.4+2g/l. Selon des études menées par
(Divi et al. (2012) et Musarat et al. (2017), les rats atteints de diabéte induits par alloxane
présenteraient une augmentation de la glycémie, une diminution de l'insulinémie et une

difficulté a prendre du poids.

En ce qui concerne les lots diabétiques traités TDTM, D250 et D500, au jour J1, leur
glycémie est superieure a celle du lot TN (4.6+1.2, 3.65+0.4 et4.93+.0.8 VS 0.88+0.2 g/l)
mais elle est plus ou moins proche de celle du lot TD (5.12+0.6). Le taux élevé de la
glycémie des rats diabétiques traités au J1, confirme bien I’installation du diabéte. Tout au
long de la période de traitement, nous avons remarqué avec intérét que la glycémie du lot

TDTM baisse légérement par rapport au J1 (de 4.6+£1.2 g/l a 3.6+0.9 g/l au J9) pour
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augmenter de nouveau au J15 (5.1+0.4 g/l). Ces résultats montrent bien que la metformine a
la dose 250 mg/kg n’a pas été trés efficace pour faire baisser la glycémie. Elle a juste
maintenu la glycémie stable. En effet du J1 au J15 la glycémie tourne autour de 5g/l. La
metformine est un médicament qui traite le diabéte de type 2 en inhibant la glycogénolyse
(Couic-Marinier et Pillon, 2017). Son inefficacité pourrait étre due a la grande destruction
des ilots de Langerhans par I’alloxane ce qui conduit a une baisse excessive de la synthese

d’insuline et I’installation d’un diabéte de typel.

En ce qui concerne le lot D500, la glycémie diminue du J1 au J12 (de 4.93+.0.8 g/l a
2.92+0.7 g/l) pour qu’au final elle augmente légerement (3.7+0.5 g/l). Ces glycémies sont
inférieures a celles du lot TD (glycémies autour de 5g/l) mais restent tout de méme
supérieures a celles du TN (glycémies autour de 0.8 g/l). Ce résultat montre que la dose 500
mg/kg de I’extrait de Quercus suber L a un effet antihyperglycémiant qui reste tout de méme

inconstant et insuffisant.

Curieusement 1’évolution de la glycémie du lot D 250 semble étre meilleure que celle
du lot D500. En effet, elle augmente l1égerement aux premiers jours de traitement, de J3 a J6
(3.65+0.4 g/l a 4.03+£0.6 g/l) pour diminuer significativement au J15 (1.54+0.2 g/l). Cette
derniere glycémie est tres faible par rapport a celle du lot TD (6.4+2 g/l au J15). Elle reste
legérement élevée par rapport au lot TN (0.84+0.7 g/1). Ces résultats montrent que 1’extrait
aqueux de Quercus suber L a la dose 250 mg/kg a un effet antihyperglycémiant meilleur que
celui de la dose 500 mg/kg. Nos résultats concordent avec ceux de Saini et al., (2012) qui
ont trouvé des taux de glycémies réduits, apres administration de deux doses de 250 mg/kg et
500 mg/kg d’un extrait méthanolique de racines de Quercus infectoria Olivier a des rats avec

un diabéte induit a 1‘alloxane.

L'étude antérieure phytochimique du Quercus suber L a mis en évidence la présence
de divers éléments bioactifs tels que les polyphénols, les flavonoides, les tanins, les saponines.
Les effets bénéfiques de ces produits phytochimiques peuvent inclure la stimulation du
transport du glucose, la régulation de l'activité des enzymes impliquées dans le métabolisme
des glucides et la stimulation de la sécrétion d'insuline induite par le glucose a partir des

cellules existantes (Yassa et Tohamy, 2014).
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3.2. Etude des paramétres biochimiques apres sacrifice
3.2.1. Glycémie

Le tableau 08et la figure2l montre les différents résultats obtenus concernant les

glycémies des lots étudiés.

Les glycémies des lots TN (1.42+0.43 g/l), N250 (1.43+0.32 g/l) et N500
(1.42+0.38g/1) sont presque identiques ce qui indique que la plante aux deux doses 250 et 500

n’est pas hypoglycémiantes.

Le lot TD (8.31+1.17¢g/) présente une augmentation significative de la glycémie par
rapport au lot TN ((1.42+0.43 g/l). Ce taux élevé de glycémie pourrait étre expliqué par le
role de I’alloxane qui est un composé pouvant provoquer une nécrose sévere des cellules B
pancréatiques, en raison de sa capacité a produire du peroxyde dhydrogene et d'autres
radicaux libres attaquant ces cellules. L'effet peroxydant de I'alloxane et la vulnérabilité des
cellules B au stress oxydatif due au faible taux d'antioxydants dans le pancréas comparé a
d'autres tissus entraine une hyperglycémie due a la diminution de la sécrétion d'insuline
aggravant ainsi le statut redox par l'auto-oxydation du glucose (Lenzen et Munday, 1991 ;
Lenzen et al., 1996 ; Abir et al., 2005 ; Dhanabal et al., 2007).

On note avec intérét que la glycémie des deux lots traités TDTM (6.33+£1.12 g/l) et
D500 (6.14+1.97 g/l) sont presque identiques. Elles sont Iégerement réduites par rapport a
celle du lot TD (8.31+£1.17g/) mais elles restent cependant plus élevées que celle du lot TN
(1.42+0.43 g/l).

Enfin, nous avons remarqué avec intérét que le lot D250 (3.18+1.82 g/l) a une
glycémie nettement plus faible que celle du lot TD (8.31+1.17g/) et des deux lots D500
(6.14+1.97 g/l) et TDTM (6.33+1.12 g/l). Cette glycémie reste cependant lIégérement élevée
par rapport a celle du lot TN (1.42+0.43 g/l).

Dans cette étude, nous avons observé que tous les traitements utilisés (metformine et
les deux doses de I’extrait de pante) ont joué un réle crucial dans la réduction de la
concentration sérique de glucose. Il est a noter que la dose 250mg/kg semble étre la plus
efficace. Cet effet antihyperglycémiant de I’extrait peut étre attribué a une stimulation de la
sécrétion d'insuline ou a une action extra-pancréatique, influencant ainsi I'absorption et
I'utilisation du glucose par les tissus. Un mécanisme supplémentaire potentiel de cet extrait

pourrait étre son effet sur le foie, modulant ainsi la gluconéogenése, la glycogénogenése ou la

76



Chapitre VI : Résultats et discussion

glycogénolyse. Des études antérieures ont montré que des molécules bioactives de plantes
telles que les terpenes et les flavonoides, sont antidiabétiques et peuvent agir sur les cellules 3
du pancréas en les protégeant des radicaux libres générés par 1’alloxane et stimuler ainsi la
sécrétion d'insuline (Sarkhail et al., 2007 ; Elansary et al., 2019). Certains flavonoides,
extraits de plantes, ont été observés pour inhiber les transporteurs du glucose dans les
intestins, réduire I'expression des genes régulant la néoglucogenese, favoriser le stockage du
glucose dans le foie et limiter la dégradation du glycogéne (L.i et al., 2004 ; Saravanan et al.,
2005; Sarkhail et al., 2007). Par exemple, la catéchine qui est un flavonoide, inhibe
I'absorption intestinale du glucose, tandis que I'épicatéchine gallate favorise la synthése
hépatique du glycogéne, et la quercitrine stimule la synthese d'insuline (Perez et al., 1998 ;
Pinent et al., 2004). En effet, selon nos résultats antérieures ,I’extrait aqueux du chéne liege
pourrait agir de cette maniére en raison de son potentiel antioxydant élevé et sa richesse en
composés antioxydants tels que les polyphénols, flavonoides et tanins Cette hypothése doit
étre appuyée par des observations au niveau des coupes histologiques du pancréas endocrine,
montrant des indications de la préservation de la structure cellulaire et donc potentiellement,

une amélioration de la libération d'insuline.
3.2.2. Triglycérides

Selon le tableau 08et la figure21, nous remarquons avec intérét que les trois lots TN
(0.59+0.09¢/1), N250 (0.57+0.16 g/l) ET N500 (0.59+0.15 g/l) présentent presque la méme

concentration en triglycérides sériques.

Nous avons également observé une augmentation de la concentration en triglycérides
du lot TD (1.6920.69 g/l) par rapport au lot TN (0.59£0.09¢/I).

Les deux lots TDTM (0.90+0.06 g/l) et D500 (0.90+0.36 g/l) ont la méme
concentration en triglycérides. Cette derniere est plus faible que celle du lot TD (1.69+0.69

g/l) mais elle reste néanmoins plus élevée que celle du lot TN (0.5920.09¢/1).

Enfin, nous remarguons avec intérét que le lot D250 (0.7+0.14 g/l) présente une
concentration en triglycérides plus faible que celle de lot TD (1.69+0.69 g/lI) mais légerement

éleveée par rapport a celle du lot TN (0.59+0.09g/1).

Le diabete sucré est lié a une hyperlipidémie, entrainant des altérations significatives
dans la concentration et la composition des lipides. Ces altérations constituent un facteur de

risque majeur de maladies cardiovasculaires. Plusieurs études ont souligné que les
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complications cardiovasculaires liées au diabéte résultent des perturbations du métabolisme
lipidique (Shamaony et al., 1994 ; Akuyam et al., 2007 ; Qi et al., 2008).

Les résultats de notre étude indiquent une nette augmentation de la concentration
sérique du profil lipidique (triglycérides) chez les rats diabétiques. Ces observations
concordent avec celles rapportées par Sharma et al. (2008) et Ong et al. (2010). Cette
augmentation peut étre expliquée par plusieurs facteurs : d'une part, la carence en insuline, qui
est une hormone anabolique et dont I’inhibition de la synthése lors de la destruction des
cellules B de Langerhans par I’alloxane provoquerait une dégradation accrue des composés
lipidiques dans les tissus adipeux (Sahraoui, 2019 ; Aya et Boughazi, 2021). 1l convient
également de noter que I'hyperglycémie peut entrainer des perturbations métaboligues,
notamment des altérations dans la voie normale du glucose, ou une partie du glucose est
convertie en acides gras et glycérol, favorisant ainsi la synthése de triglycérides et de
cholestérol (Patricia et al., 1995).

Les deux doses 250 mg/kg et 500mg/kg et la metformine semblent améliorer le bilan
lipidique des rats diabétiques en réduisant les taux de triglycérides dans le sang. La dose
250mg/kg semble étre la plus efficace. La baisse des triglycérides est probablement due a
I’action de I’extrait aqueux du chéne liege sur les cellules B de Langerhans en restaurant la
synthese de I’insuline. Elle pourrait étre due également a la teneur de 1’extrait de plante en

composés antioxydants hypolipémies : phénoliques, flavonoides...etc. (Sarkhail et al., 2007).
3.2.3 Protéines totales

L’analyse des résultats présentés par le tableau 08 et la figure21 permet de constater
une similarité entre la concentration en protéines totales sériques des quatre lots suivants : TN
(65.5+2.81 g/l), TD (65.7£5.06 g/l) et D250 (65.1+1.79 g/l) et N250 (64.7+2.13 g/l) et entre
les deux lots : D500 (63.8+0.73 g/l), N500 (63.9+4.49 g/l). Ces deux dernieres concentrations
sont légerement plus faibles que celle du lot TN (65.5+£2.81 g/I).

On note également une baisse de la concentration en protéines totales du lot TDTM
(60.8+1.63 g/) par rapport au lot TN (65.5+2.81 g/l). Selon Asayama et al., (1993), la
diminution des protéines chez les animaux diabétiques est due a une réduction de leur

synthese dans le foie.
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3.2.4. Bilirubine

Selon les résultats du tableau 08 et de la figure 21, les valeurs de la concentration en
bilirubine des 6 lots ; TN (1 10°+0.12 g/I), N250 (1.08 10°+0.60 g/I), N500 (1.08 10%+0.17
g/l), TDTM (1.06 103+0.08 g/l), D250 (1.11 10°+0.50 g/I) et D500 (0.97 10+0.08 g/I) sont
tres proches.

Le lot TD (1.28 10%+0.15 g/l) quant & lui présente une concentration en bilirubine
légérement élevée par rapport au lot TN (1 103+0.12 g/1).

Nous pouvons attribuer I'augmentation de la bilirubine chez les groupes diabétiques a

I'effet toxique de l'alloxane sur les cellules hépatiques (Kebieche et Meraihi, 2009).
3.2.5. Ureée
Les résultats mentionnes sur le tableau 08 et la figure 21 montrent que :

Les deux lots N250 (0.26+0.01g/l) et N500 (0.28+0.02 g/l) ont des concentrations en urée
sérique similaires a celle du lot TN (0.2940.03 g/l).

Nous remarquons avec intérét une augmentation nette de la concentration en urée
sérique du lot TD (0.74+0.06 g/l) par comparaison a celle du TN (0.29+0.03 g/l).

Les trois lots TDTM (0.56+0.12 g/), D250 (0.38+0.06 g/I) et D500 (0.68+0.02 g/l)
présentent une baisse de la concentration de I’urée sérique en comparaison celle du lot TD
(0.74+0.06 g/l). Cette baisse est importante pour le lot D250 et légere pour les deux autres
lots.

Par rapport au lot TN (0.29+0.03 g/l), la concentration en urée sérique reste Iégerement
élevée pour le lot D250 (0.38+0.06 g/lI) mais nettement élevee pour les deux lots TDTM
(0.56+0.12 g/) et D500 (0.68+0.02 g/l).

3.2.6. Créatinine

D’aprés le tableau 8 et la figure 21, les résultats de la concentration en créatinine
sérique des 4 lots TN (3.79 103+0.44 g/l), N250 (3.85 103+0.22 g/l), N500 (3.77 10°+0.34
g/l) et D250 (3.80 107 +0.41 g/1) sont presque identiques.

Le lot TDTM (3.64 10°+0.71 g/I) a une concentration en créatinine sérique légérement
plus faible que celle du lot TN (3.79 103+0.44 g/l).
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Par contre le lot TD (4.29 10°3+0.23 g/l) a une concentration en créatinine légérement élevée
par rapport au lot TN (3.79 10°+0.44 g/l). Cette concentration se rapproche de celle du lot
D500 (4.10 10+0.69 g/l).

Tableau 8 : La concentration des différents parameétres biochimiques-plasmatiques des

différents lots étudiés.

Analyses biochimiques sériques (moyennezx écart Types)

arametres | Glycémie TG Protéines Urée Creatinine | Bilirubine

(g /) (g/l) totales (g/l) 103(g/) 1073(g/l)

(9/n)

Lots
TN 1.42+0.43 | 0.59+0.09 | 65.5+2.81 | 0.29+0.03 | 3.79+0.44 | 1+0.12
N250 1.43+0.32 | 0.5740.16 | 64.7+2.13 | 0.26+0.01 | 3.85+0.22 | 1.08+0.60
N500 1.42+0.38 | 0.5940.15 | 63.9+4.49 | 0.28+0.02 | 3.77+0.34 | 1.08+0.17
TDTM 6.33+1.12 | 0.90+0.06 | 60.8+1.63 | 0.56+0.12 | 3.64+0.71 | 1.06+0.08
TD 8.31+1.17 | 1.69+0.69 | 65.7+5.06 | 0.74+0.06 | 4.29+0.23 | 1.28+0.15
D250 3.18+1.82 | 0.7+0.14 | 65.1+1.79 | 0.38+0.06 | 3.80+0.41 | 1.11+0.50
D500 6.14+1.97 | 0.90+0.36 | 63.8+0.73 | 0.68+0.02 | 4.10+0.69 | 0.97+0.08

L'urée et la créatinine sont des indicateurs importants de la fonction rénale (Eidi et al,
2007). Ces deux parametres sont issus de la dégradation des protéines puis des acides aminés
(Prangthip et al., 2012). Il semble que les concentrations en urée et en creatinine dans les
deux groupes N250 et N500 soient comparables a celles du groupe TN. Cela indique que
notre plante, aux doses de 250mg /kg et 500mg/kg, n'a eu aucun effet toxique sur les reins

pendant le période de traitement.

Dans le lot TD, les concentrations d'urée et de créatinine sont plus élevées par rapport
au groupe TN. L’¢lévation de la concentration de ces deux parametres est a relier au
dysfonctionnement rénal chez les diabétiques, résultant de la toxicité de 1’alloxane ou du
glucose élevé sur les reins (néphropathie) (Eidi et al., 2009 ; Benkhedir. 2023). Plusieurs

¢tudes ont montré la nephrotoxicité de ’alloxane et du glucose sur les reins d’animaux

(Farour et Derai. 2012 , Orskov et al., 2012). En prenant en compte les deux parametres

urée et créatinine ensemble, il semble que la dose 250 mg/kg de la plante et la metformine
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n’entrainent pas de néphropathie chez les rats diabétiques traités. Ces traitements
proteégeraient donc les reins contre la toxicité de 1'alloxane et de I’hyperglycémie. Notons avec
intérét que le bilan rénal des deux lots D500 et TD semble étre identique ce qui indique qu’a
la dose 500 mg/kg, les reins ne bénéficiaient pas de protection contre la toxicité

potentiellement provoquée par I’alloxane et /ou par la glucotoxicité.
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Figure 21 : Concentrations des différents parameétres biochimiques étudiés des lots des rats

femelles apres sacrifice.
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4. Evaluation des parametres du stress oxydatif au niveau du foie

Pour évaluer le stress oxydatif au niveau des foies des différents lots de rats, nous
avons dosé plusieurs parametres tels que le MDA, GSH et CAT (Tableau 9, Figures 21.22
et 23).

Tableau 9 : La concentration des différents parameétres du stress oxydatif des différents lots

rats.
Lots de rats [MDA] nmol/g | [GSH] mmol/g de foie [CAT] Ul/mg de
de protéines protéines

TN 9.50+1.99 9.085.10°+3.19.10° 2.541 .103+1.57.10°®
N250 8.66+2.22 8.66. 10°+1.74.10°° 2.480. 10°%+0.93.10°
N500 8.64+2.40 7.455.10°+0.424. 10° | 2.300. 103+0.79.10°3
TDTM 12.80+2.35 2.845.10°+0.007. 10° | 1.397. 10°+0.78.10°
TD 15.66+2.004 2.245. 10+4.30. 10° 0.719. 10°+0.58.10°
D250 10.29+1.51 6.895. 10°+3.96. 10° | 1.550. 10°+1.51.10°3
D500 13.24+1.09 3.260. 10°+0.523. 10° | 1.117.10°+0.98.10°

4.1. Dosage du MDA

Les MDA sont des sous-produits de la peroxydation des phospholipides
membranaires, principalement constitués de peroxydes instables (Zhang et al., 2003). Les

résultats des MDA des différents lots sont représentés par le tableau9 et la figure 22.

Les valeurs des taux de MDA des trois lots TN, N250 et N500 sont proches
(9.50£1.99 VS 8.66+2.22 VS 8.64+2.40 n mol/g de protéines). Ce résultat signifie qu’au

niveau du foie, la plante ne provoque pas de peroxydation lipidique.

Le taux de MDA du lot TD (15.66+2.004 n mol/g de protéines) est supérieur a celui du
lot TN (9.50£1.99 n mol/g de protéines). La concentration accrue de MDA indique une
peroxydation lipidique due a une altération importante du statut redox cellulaire en faveur des
pro-oxydants ; l'alloxane étant connu pour générer des radicaux libres. (Zhang et al., 2003)
Cette augmentation du MDA est donc un échec des mécanismes de défense antioxydants
enzymatiques et non enzymatiques (tocophérol et acide ascorbique et autres), censés inhiber
la production de ces radicaux et donc de la peroxydation lipidique (Vertuani et al., 2004 ;
Hockenberry et al., 2013 ; Signorini et al., 2013).
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Les radicaux libres, par leur pouvoir oxydant, provoquent I'oxydation de I'ADN, des
lipides et des glucides, conduisant ainsi a la mort des cellules B et a l'installation du diabete
(Vertuani et al., 2004).

Les produits d'oxydation lipidique tel que le MDA peuvent étre utilisés comme
marqueurs pour le suivi des pathologies ou des traitements (Hockenberry et al., 2013 ;
Signorini et al., 2013).

Le taux du MDA des deux lots TDTM (12.80+2.35 n mol/g de protéines) et D500
(13.24£1.09 n mol/g de protéines) sont légérement inférieurs a celui du lot TD (15.66+2.004 n
mol/g de protéines) mais restent supérieurs a celui du lot TN (9.50£1.99 n mol/g de
protéines). Ce résultat pourrait étre expliqué par le pouvoir antioxydant insuffisant des
mécanismes enzymatiques antioxydants dans ces deux lots mais également a 1’activité
antioxydants insuffisante de ’extrait de Quercus suber L a la dose 500 mg/kg et de la

metformine, a inhiber les radicaux libres générés par 1’alloxane.

En ce qui concerne le taux du MDA du lot D250, nous remarquons avec intérét qu’il
est inférieur a celui du lot TD (15.66+2.004 n mol/g de protéines) mais légerement supérieur a
celui du lot TN (9.50+1.99 n mol/g de protéines). Ce résultat pourrait étre expliqué par le
pouvoir antioxydant prometteur des mécanismes enzymatiques dans ce lot mais également de
I’activité antioxydants assez satisfaisante de 1’extrait de la plante a la dose 250 mg/ml et a sa
faculté a inhiber les radicaux libres dus a 1’action de 1’alloxane et a 1’installation du diabéte.
En effet, nos résultats antérieurs montrent I’existence de plusieurs principes actifs

antioxydants dans notre extrait de plante (flavonoides, polyphénols et tanins).
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Figure 22 : Taux du MDA hépatique des différents lots de rats

4.2. Dosage du gluthation

Selon les résultats représentés dans le tableau9 et la figure 23, nous remarquons

avec intérét que :

Le taux de GSH des deux lots TN (9. 085.105+3.19.10°° mmol/g de foie) et
N250 (8.66. 10+1.74.10° mmol/g de foie) sont proches. Le GSH est généralement un
tripéptide qui est synthétisé par le foie pour prévenir les radicaux libres et les hydro peroxydes
lipidiques, d'une maniére ou d'une autre (Pouraboli et al., 2015 ; Benyabhia et al., 2021). Ce
résultat indiquerait qu’a la dose 250 mg/kg, I’extrait de Quercus suber L n’est pas toxique sur

le foie.

Le taux de GSH du lot N500 mg /kg (7.455. 10%+0.424. 10° mmol/g de foie) est
légérement faible par rapport au lot TN (9. 085.10%+3.19.10° mmol/g de foie). Cette baisse
legére de synthese pourrait étre due a un léger disfonctionnement du foie, a générer les

molécules de GSH.

En ce qui concerne le lot TD (2.245. 10°+4.30. 10°® mmol/g de foie), le taux de GSH
est trés faible par rapport au lot TN (9. 085.10°+3.19.10° mmol/g de foie). La diminution du
glutathion confirme que, dans des conditions d'hyperglycémie, le glucose est utilisé par la
voie des polyols, consommant ainsi le NADPH nécessaire a la régénération des molécules de

glutathion par la GSH réductase (Wirt, 2000). Il a également éte suggére que la baisse du
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taux de GSH hépatique pourrait résulter d'une réduction de sa synthése et/ou d'une
dégradation massive due au stress oxydatif chez les diabétiques (Benyahia et al., 2021). Etant
donné que le GSH est un cofacteur et un substrat de la glutathion peroxydase (GSH-Px). Une
faible teneur en GSH indique une faible activité en GSH-Px (Pouraboli et al., 2015).

En ce qui concerne les deux lots TDTM (2.845. 10°+0.007. 10°® mmol/g de foie) et
D500 (3.260. 105+0.523. 10 mmol/g de foie), les taux de GSH sont presque identiques. Ils
sont légérement supérieurs a celui du lot TD (2.245. 10°+4.30. 10° mmol/g de foie) mais
restent faible par rapport au lot TN (9. 085.10°+3.19.10° mmol/g de foie). Ce résultat
pourrait signifier que la metformine et I’extrait de plante a a dose 500 mg/kg n’ont pas pu
corriger I’hyperglycémie et le stress oxydatif ce qui diminue la régénération des molécules de
GSH par la GSH réductase ou bien ils ont eu un impact négatif sur les cellules hépatiques qui

synthétise ce tripéptide.

En ce qui concerne le lot D250 (6.895. 10%+3.96. 10 mmol/g de foie), le taux de
GSH est largement supérieur a celui du lot TD (2.245. 10°+4.30. 10 mmol/g de foie) mais
reste légérement inférieur a celui du lot TN (9. 085.10°+3.19.10° mmol/g de foie). Ce résultat
pourrait étre expliqué par I’impact positif de 1’extrait aqueux de Quercus suber L a la dose
250 mg/kg, a faire baisser la glycémie et a stimuler la régénération du GSH par la GSH
réductase. A cette concentration, I’extrait semble stimuler également la synthése de cette

molécule antioxydants par les cellules hépatiques (dose non toxique sur le foie).

0,000014
0,000012
0,00001 I
0,000008 T

0,000006

[GSH]M MOL/G DE FOIE

0,000004
0,000002

0
TN N250 N500 TDTM TD DT250 D500

LOTS DE RATS

Figure 23 : Taux du GSH hépatique des différents lots de rats.
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4.3. Dosage de la catalase (CAT)

La catalase (CAT) est une enzyme localisée dans les peroxysomes des cellules (exp
hépatiques) qui catalyse la décomposition du H202 en eau et en oxygéne prévenant ainsi les

dommages oxydatifs (Pouraboli et al., 2015).
Les resultats representés par le tableau9 et la figure 24 montrent que :

La concentration en catalase des cellules hépatiques des deux lots TN (2.541 .10
+1.57.10° Ul/mg de protéines) et N250 (2.480. 10°+0.93.10° Ul/mg de protéines) sont

presque identiques.

La concentration en catalase du lot N500 (2.300. 10°+0.79.10° Ul/mg de protéines)
est légérement faible par rapport au lot TN (2.541 .10°3+1.57.10° Ul/mg de protéines) mais

elle n’est pas trés significative.

Nous avons remarqué avec intérét que la concentration de la CAT dans le lot TD
(0.719. 103+ 0.58.10° Ul/mg de protéines) est trés faible par rapport au lot TN (2.541 .10
%+1.57.10 Ul/mg de protéines). Ce résultat pourrait étre expliqué par la baisse de synthése
des cellules hépatiques de cette enzyme antioxydants. En effet, le statut antioxydant cellulaire
détermine la susceptibilité aux dommages oxydatifs et est généralement altéré en réponse au
stress oxydatif qui est dans cette situation généré par 1’alloxane et le taux élevé de la glycémie
(Kebiéeche et al., 2011).

Les deux lots TDTM (1.397. 10+0.78.10° Ul/mg de protéines) et D500 (1.117. 103+
0.98.10°° Ul/mg de protéines) ont des concentrations en CAT supérieures a celle du lot TD
(0.719. 103+ 0.58.10° Ul/mg de protéines). Cependant ces taux sont faibles par rapport au
lot TN (2.541 .10%+1.57.10° Ul/mg de protéines). La metformine et ’extrait de plante a la
dose 500 mg/kg ont eu un effet antioxydant moyen sur les cellules hépatiques. Ils semblent
réduire légerement le stress oxydatif et ses dommages sur les cellules hépatiques. Ce
rétablissement de 1’équilibre pro-oxydant-antioxydant stimulerait la synthése de cette enzyme

antioxydants.

En ce qui concerne le lot D250, nous remarquons avec intérét une augmentation
significative de ’activité catalase dans le foie, par rapport aux rats diabétiques du lot TD
(1.550. 10°3+1.51.10° Ul/mg de protéines VS 0.719. 103+ 0.58.10° Ul/mg de protéines).
Cependant elle reste légérement faible par rapport au lot TN (2.541 .10%+1.57.10° Ul/mg de

protéines). Ce résultat pourrait étre expliqué par la capacité de 1’extrait aqueux de Quercus
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suber L a la dose 250 mg/kg a rétablir le déséquilibre entre oxydants et antioxydants
provoqués par 1’alloxane et 1’installation du diabéte ce qui réduit les dommages cellulaires (au
niveau du foie) et induit de ce fait, les cellules hépatiques a resynthése la CAT. En effet nos
études antérieures montrent bien 1°existence de molécules bioactives au niveau de 1’extrait de
la plante étudiée, ayant un pouvoir antioxydant tres élevé telles que les polyphénols,

flavonoides et tanins.
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Figure 24 : Taux de Catalase hépatique des différents lots de rats

5. Etude histologique

Les coupes histologiques des pancréas des différents lots de rats étudiés sont présentées

dans la figure 25. Elles montrent que :

Les groupes non diabétiques : lot TN, lot N250 et lot N500 présentent des coupes
histologiques de pancréas avec des ilots de Langerhans arrondis et intacts par rapport aux il6ts
du groupe TD (témoin diabétique) qui ont perdu leur forme arrondie probablement a cause de

I’endommagement des cellules  de Langerhans par 1’alloxane (nécrose cellulaire).

La forme des autres ilots de Langerhans des trois lots diabétiques traités par la
metformine (TDTM) et les deux doses de Quercus suber L D250 et D500 semblent moins
endommagés que ceux du lot témoin diabétique (TD). Cependant elles semblent légerement
moins arrondies que ceux du lot TN ou légerement petites pour certaines (I’ilot du groupe
D500). Le traitement des rats diabétiques avec les deux doses de I’extrait (250, 500) a permis

donc de préserver les ilots de Langerhans des radicaux libres générés par 1’alloxane.
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—p : llot de Langerhans

Figure 25 : Coupe histologique du pancréas des différents lots de rats.
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Conclusion et perspective

L'utilisation des plantes médicinales est un véritable héritage de I'homme. Leurs effets

thérapeutiques sont sans doute liés a la présence de molécules bioactives et antioxydants.

Le diabete figure parmi les affections les plus courantes a travers le monde et en
Algérie. Cette maladie progresse de maniére croissante et est considérée comme un probléme
majeur de santé publique. Plusieurs axes de recherches antérieures ont examiné le réle du

stress oxydatif dans 1’apparition de cette maladie et sa progression.

Dans cette optique, nous avons testé deux doses d’un extrait aqueux de feuilles de
Quercus suber L (250mg/kg et 500 mg/kg) sur des rats Wistar femelles avec un diabéte induit
a I’alloxane, dans un premier but, d’évaluer leurs impacts sur la glycémie, le bilan lipidique,
la progression du poids corporel, le bilan protéique et enfin rénal et hépatique et en second
lieu, cette étude vise a tester la capacité de cet extrait a réduire le stress oxydatif, généré par
I’alloxane et I’hyperglycémie en dosant un produit final de 1’oxydation des phospholipides
membranaires ; le MDA, une enzyme antioxydants ; la CAT et un tripeptide antioxydant

endogéne : le GSH au niveau des cellules hépatiques des rats diabétiques traites.
Nos résultats ont montre que :
Le rendement de 1’extrait étudié est satisfaisant avec un pourcentage de 7.87%.

L’extrait renferme plusieurs principes actifs tels que les flavonoides, Saponosides,
tanins, stérols et terpenes, coumarines, composés réducteurs et terpénoide avec absence

d’alcaloides et de mucilage.

Il a une forte teneur en composés polyphénoliques, flavonoides et tanins avec des
concentrations respectives de : 123, 4843,95 mg EAG/g d’extrait sec, 79, 45+3,56mg EQ/g
d’extrait sec et 416, 99+ 14, 25 mg EC/g d’extrait sec et dont la capacité antioxydants élevée

a été approuveée par les tests du piégeage du radical DPPH et du peroxyde d’hydrogéne.

L’évaluation de I’effet antidiabétique des deux doses de I’extrait du chéne liege a
montré que curieusement, la dose 250 mg/kg est meilleure que celle de 500 mg/k avec une
nette diminution de la glycémie avant et aprés sacrifice, une amélioration du bilan lipidique et
du poids corporel, un bilan protéique quasi normal et un bilan rénal et hépatique satisfaisant.

Les coupes histologiques sur le pancréas confortent nos résultats.
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L’évaluation de I’activité antioxydants de ’extrait au niveau hépatique a confirmé
I’efficacité de la plante a la dose de 250 mg/ kg. En effet nous avons remarqué une nette
diminution du MDA et augmentation de la catalase et GSH par rapport aux rats diabétiques
non traités. Ce qui suggere que 1’extrait de plante spécialement a la dose 250 mg/kg a un effet
cytoprotecteur contre les radicaux libres générés par I’alloxane et I’hyperglycémie en
réduisant le taux de peroxydation lipidique et en rééquilibrant la balance entre produits
oxydants et antioxydant et ce probablement grdce aux principes actifs fortement dosés

contenu dans 1’extrait.

Nos résultats sur I’extrait des feuilles de Quercus suber L sont tres prometteurs et
pleins de possibilités thérapeutiques. Ils offrent des opportunités expérimentales a I'avenir qui
devraient nous permettre d'identifier de maniere précise les molécules impliquées dans les
effets antihyperglycémiques, hypolipidémiques et antioxydants de ces plantes, et de
progresser vers une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans

les effets pharmacologiques observés. Nous pouvons donc :

- Faire une étude détaillée sur la composition des extraits en utilisant une HPLC couplée
a la spectroscopie de masse.

- Tester I’extrait in vitro sur des tissus pancréatiques.

- Faire une extraction des composes antioxydants et les tester individuellement sur des
modeles in vivo et/ou in vitro.

- Elargir I’échantillonnage en utilisant beaucoup plus de rats

- Utiliser des rats males et voir I’impact de I’extrait sur I’hyperglycémie chez les deux
SeXes.

- Doser d’autres parametres antioxydants : GST, GSH-Px.
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